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Introducao

A obesidade ¢ uma doenca de carater cronico ¢ ndo transmissivel (DCNT), considerada de
ordem pandémica. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), mais de 1,9 bilhdes de adultos
apresentavam sobrepeso ¢ 650 milhdes se encontravam obesos, em 2016 (WHO, 2021). Esta
prevaléncia de sobrepeso e obesidade aumentou e continuara aumentando nas proximas décadas,
assim como as comorbidades associadas a obesidade, dentre elas o diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
(WHO, 2021). A inflamagao cronica, de baixo grau, caracteristica da obesidade (ZAGO et al., 2013),
sinaliza diversos processos intracelulares que podem desencadear a resisténcia a insulina, sendo este
processo um importante fator para gerar as comorbidades associadas, principalmente o DM2
(FREEMAN; PENNINGS, 2020). O numero de pessoas com diagnostico de diabetes (DM) foi de
aproximadamente 537 milhdes de adultos em 2021, e a estimativa ¢ que esse nlimero aumente ainda
mais nos proximos anos.

O descontrole dos indices glicémicos no DM2 pode conduzir a outras comorbidades, como a
nefropatia diabética (ND) (SCHLIENGER, 2013). Esta, por sua vez, pode ser intensificada pelo
estado inflamatorio da obesidade, antecipando a faléncia renal. O carater inflamatério da obesidade é
proveniente do consumo exagerado de gorduras saturadas e agucares na alimentagao (ENGIN, 2017),
e intensificada pela secre¢do de adipocinas por adipdcitos hipertrofiados (HERBERT et al., 2018).
Consequentemente, ocorre aumento na produgdo e liberagdo a corrente sanguinea de citocinas
inflamatorias por macréfagos pro-inflamatorios infiltrados nos tecidos, que juntamente com o estresse
oxidativo, hipdxia e lipolise amplifica a inflamacao (HERBERT et al., 2018).

A ND apresenta origem mista, sendo a maior causa de doenga renal em estagio terminal
(SCHLIENGER, 2013). Alteragdes hemodindmicas, ativagdo da sinalizacdo de NF«B (fator nuclear
kappa B) e a superexpressao de varias citocinas inflamatorias se associam a hiperglicemia persistente,
e desempenham importante agdo na patogénese da ND (HUANG et al., 2020). Portanto, estratégias
anti-inflamatdrias de agdo sist€émica ou tecido-especifico precisam ser melhor exploradas, como o
potencial do GPR120 (Receptor 120 acoplado a proteina G) que inibe a cascata sinalizatoria da
inflamacdo (Zhi D. et al, 2020), podendo servir como medida preventiva ao desenvolvimento de
comorbidades associadas ao DM, como a ND, ¢ mesmo a propria DM2. Dessa forma, a presente
pesquisa teve como objetivo elucidar o potencial anti-inflamatorio do acido graxo ALA (acido
alfa-linolénico), via ativagdo de GPR120, na prevengdo da ND.

Metodologia

2.1 Animais experime ntais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss albinus, machos, com quatro semanas de
idade, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacao Biologica (CEMIB/UNICAMP). Os
animais foram separados nos seguintes grupos experimentais: controle (CT), obeso alimentado com
dieta hiperlipidica (HF) e obeso tratado com dieta hiperlipidica com 6leo de semente de linhaga (FS).



Os animais receberam agua e dieta ad libitum e foram acondicionados em ambiente controlado, em
temperatura (21 °C + 2) e fotoperiodo (12/12 horas claro/escuro). Esse projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica no uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Campinas com o niimero de
protocolo 5933-1/2022.

2.2 Delineamento experimental

Com objetivo de induzir obesidade e resisténcia a insulina, durante oito semanas os animais
receberam dieta hiperlipidica (high-fat diet — HF). Esta dieta foi baseada no modelo proposto por
Reeves et al., (1993), com seu contetudo lipidico modificado de 4% para 35%, em que 4% ¢ oriundo do
oleo de soja e 31% de gordura suina, fonte de acidos graxos saturados. Apos instalagdo da obesidade
e resisténcia a insulina, os animais foram redistribuidos em dois outros grupos, onde um grupo
continuou a receber HF e outro que recebeu HF com substituicdo de 1/3 da gordura suina por 6leo de
semente de linhaga (FS — flaxseed) por mais 8 semanas. O CT foi mantido em racdo comercial
(Nuvilab®).

2.3 Coleta do tecido renal

Apos o periodo experimental, os animais foram mantidos em jejum por 8 horas, sendo
posteriormente anestesiados com ketamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente). Apos
perda dos reflexos pedais e corneais, foi realizada a puncdo cardiaca. Os rins foram coletados e
armazenados para as analises de Western blot, cromatografia, RT-qPCR e histologia, conforme a
metodologia para cada tipo de andlise.

2.4 Analise protéica por Western Blotting

Foi realizada a deteccdo, andlise e quantificacdo das mterleucinas 6 ¢ 1B, TNFa, GPR120,
F4/80 e da proteina da via da insulina pAKT do tecido renal.

2.5 Andlises de expressio génica por Real Time — qPCR

Foi realizada a analise de expressdo dos genes das interleucinas 6 e 1B, bem como a
expressao génica do TNFa.

2.6 Histologia e Microscopia Confocal

Foi realizada a analise histologica para investigar alteragdes na estrutura renal, como area do
tufo glomerular e deposito de colageno.

2.7 Andlise Estatistica

As variaveis em estudo foram submetidas ao teste de normalidade por Shapiro Wilk, seguido
pelo teste de igualdade de variancia Bartlett’s. Para dados normais, foi utilizado o teste One-Way
ANOVA com post-test de Bonferroni. Para dados com distribuigdo ndo normal, foi usado o teste de
Kruskal Wallis. O numero amostral para cada analise variou de 4 a 5 por grupo. Os outliers foram
retirados quando indicados pelo teste de Grubbs nas andlises de expressdo génica por RT-qPCR. Os
valores foram expressos como média + desvio padrao da média. O nivel de significancia adotado foi
de 5% (p<0,05). As anilises foram realizadas com auxilio da versdo demonstrativa do software
GraphPad Prism®, v8.0.1.
Resultados e Discussio

Segundo Zhi D. et al (2020), o receptor GPR120 bloqueia a progressdo do processo
inflamatorio a apoptose, ao inibir as citocinas como TNFa (fator de necrose tumoral-alfa), iNOS
(sintase do dxido nitrico induzivel) e as interleucinas (IL) 6 e 1B, em células epiteliais tubulares renais.
Assim, os principais agonistas do GPR120, os acidos graxos 6mega-3 (®3), poderiam exercer agao
anti-inflamatéria nas células renais, prevenindo agravos referentes ao DM2. Young Oh et al. (2010)
avaliaram os efeitos anti-inflamatorios de ®3, e comprovaram que pela ativacdo do receptor GPR120
por agonistas naturais como EPA (acido eicosapentaenodico) e DHA (4cido docosahexaenoico), ha
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mibicao da inflamagdo. Além disso, sabe-se que o ®3 de origem vegetal, o ALA, possui potencial de
ativacao semelhante aos EPA e DHA (CINTRA et al.,, 2012).

A resposta anti-inflamatoria via GPR120, se da pela estimulacdo do receptor pelo @3 que
mibe as respostas inflamatorias por TLR4 (receptor do tipo Toll) € TNFa (Young Oh et al., 2010). A
sinalizagdo disparada pelo GPR120 bloqueia a proteina TAK1 (Kinase 1 ativada pelo TGF-beta), a
qual recebe e propaga os sinais das cascatas dos receptores de citocinas e também do TLR4. Desta
forma, sua interrupgdo reduz de forma contundente o ténus inflamatdrio (Young Oh et al., 2010). Isso
ocorre quando o GPR120 atrai para sua base a proteina B-arrestina2, que quando se desloca ao
receptor, leva consigo a proteina TABI1, responsavel por fosforilar e ativar TAK1, desarticulando o
processo inflamatodrio (Young Oh et al., 2010).

Para elucidar se de fato o GPR120 via ativagdo por ®3 poderia inibir a inflamacao no tecido
renal no modelo in vivo, realizamos a deteccdo, andlise e quantificacdo por Western Blotting de
algumas das principais citocinas envolvidas no processo inflamatério quando em quantidades
suprafisiologicas: TNFa, IL6 e IL1j3, bem como o contetdo proteico de GPR120, F4/80 (marcador de
macrofagos), e de pAKT, proteina chave na via da insulina.

Nossos resultados apontaram que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos em
nenhuma das proteinas quantificadas, exceto F4/80. Este ultimo resultado indicou que a dieta HF
aumentou o recrutamento de macrdéfagos no tecido renal, mas que o tratamento com dleo de semente
de linhaca foi capaz de prevenir tal desfecho (Fig.1). Além disso, também avaliamos a expressao
génica das citocinas TNFa, IL6 e IL1J3, e também ndo houve diferenca estatistica entre os grupos,
com exce¢do da IL6, que apresentou diferenga estatistica entre o grupo controle e o high-fat diet
(Fig.2), apontando que, curiosamente, os animais que consumiram a dieta hiperlipidica tiveram uma
diminuicao da expressdo génica da IL6 em comparagdo com o CT.

Fig. 1 - Quantificacio por Western Blotting
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Fig. 2 - Andlise da expressio génica por RT-qPCR
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Para mais, a andlise histologica aponta que houve diferenca estatistica da area do tufo
glomerular entre o grupo CT vs. HF, expondo que os animais que receberam a dieta hiperlipidica
sofreram uma diminuicao da area do tufo glomerular (Fig. 3), mas que ndo houve diferenca estatistica
entre o grupo HF e FS. Ademais, analisamos qualitativamente o depdsito de colageno nas estruturas
renais, indicando que o grupo que recebeu a dieta rica em gordura apresentou significativo deposito de
colageno, o que caracteriza franca fibrose.

Fig. 3 - Analise Histologica
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Comparando nossos achados com a literatura no modelo in vivo, Chenxu et al. (2021)
detectaram em suas analises aumentos significativos da expressdo génica por RT-qPCR de TNFa,
IL6, IL1B, IL18 e CCL2 no tecido renal de camundongos alimentados com dieta HF, indicando
ativagdo da resposta inflamatoria e infiltragdo celular. Entretanto, para quantificar o conteudo proteico
indicativo de inflamacédo, o estudo utilizou marcadores incomuns de inflamacdo, como F4/80 ¢ CD68,
marcadores de macrofagos. Qiang et al. (2021), também examinaram os niveis d¢ RNAm de TNFa,
IL1B, IL6 ¢ MCP1 em camundongos alimentados com dieta HF, obtendo como resultado o aumento
acentuado dos niveis de tais citocinas/quimiocina em amostras de rins, € também no soro, por andlise
de ELISA. Entretanto, para indicar o conteudo proteico inflamatdrio, os pesquisadores observaram a
fosforilacao de IKKa, IkBa e NF-kB/p65 e ndo das citocinas analisadas por RT-gPCR e ELISA.

Atualmente, ndo ha descricdes na literatura sobre a capacidade de melhora no estado
inflamatorio do sistema renal sob tratamento dietético com dietas contendo fontes vegetais de 3, ou
mesmo mengao sobre a agao do receptor GPR120 ativado por este nutriente em especifico no tecido
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renal. Mais estudos in vivo precisam ser realizados para melhor esclarecer estratégias dietéticas que
minimizem a inflama¢éo, bem como seus danos decorrentes no tecido renal.
Conclusao

A dieta HF ndo foi capaz de induzir resposta pro-inflamatéria robusta no tecido renal de
camundongos. Isso pode ser atribuido ao reduzido tempo de consumo de dieta, uma vez que houve
infiltracdo de macréfagos no parénquima renal, sinalizando o micio do desbanlanco funcional tecidual.
Assim, seguindo tal semelhanca, o tratamento com fonte alimentar de @3 ndo alterou o padrao de
resposta em marcadores proteicos inflamatorios, uma vez que nao houve inflamagao induzida por dieta
HF. Como dado que corrobora a auséncia inflamatoria, ambas as dietas ndo promoveram acao sobre a
sensibilidade a nsulina marcada pelo padrao de fosforilacdo de AKT. Contudo, a dieta rica em
gordura saturada promoveu diminuicdo da area do tufo glomerular, induziu maior deposicdo de
colageno nos rins, seguido de maior recrutamento de macrofagos, e neste ultimo ponto, o tratamento

com w3 foi eficaz em atenuar tal resposta.
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