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INTRODUGAO:

Os efeitos deletérios dos acidos graxos
(AGs) trans favorecem o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e mortalidade. Isso
ocorre, pois os AGs trans sao estruturalmente
similares aos AGs saturados. Dessa forma, a
interesterificacdo de 6leos vegetais se tornou a
alternativa mais eficiente e vantajosa para a
industria (RIBEIRO et al., 2007).

O processo de interesterificagao
promove a hidrolise das ligagbes ésteres de
triacilglicerol (TG) e, posteriormente, a
distribuicao aleatéria da posicdo dos AGs sn-1,
2 e 3 na molécula de glicerol (RIBEIRO et al.,
2007). Como consequéncia, ha um aumento de
AGs saturados na posicao sn-2 do TG,
conformagao que contribui para maior absorgao
destes AGs, que ja foram associados a
disturbios metabdlicos, como o aumento do
depdsito de lipidios no figado.

Diversos estudos ja demonstraram

efeitos deletérios da ingestdo de gordura

interesterificada em camundongos, como
aumento do ganho de peso, alteragdes na
homeostase glicémica e aumento da expressao
de citocinas pro-inflamatérias no tecido
hepatico e adiposo branco (MIYAMOTO et al.,
2020).

Mais recente, foi identificado que o
excesso de acidos graxos saturados levou a
alteragdes de microRNAs (miRNAs) que tem
mRNAs

metabolismo lipidico hepatico. O tratamento de

como alvos relacionados ao
células hepaticas com palmitato levou a uma
diminuicdo dos niveis de miR-122 e a um
aumento de miR-370 (SIMINO et al., 2017).
Dessa forma, os miRNAs sdo moléculas
de RNA n3o codificantes, considerados
moduladores epigenéticos por reprimirem a
traducao proteica (CUI et al., 2017). O miRNA
mais abundante no figado é o miR-122. Ele
esta relacionado com o aumento do risco de
obesidade e resisténcia a insulina em jovens
adultos, assim como o agravamento da

esteatose hepatica. Em estagios iniciais de
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esteatose hepatica, os niveis de miR-122 estao
aumentados, porém com a evolucdo para
esteatohepatite 0s niveis diminuem
(HOCHREUTER et al, 2022). Estudos
demonstram que elevados niveis de miR-122
diminui o conteudo proteico e de transcritos de
enzimas envolvidas com a sintese de TG, como
a a1-acilglicerol-3-fosfato Aciltransferase
(AGPAT1) e com a sintese de novo de AG,
como a Acetil-Coa carboxilase a (ACCa)
(QIANG et al., 2018).

Assim como o miR-122, o miR-370 e o
Let-7 também regulam o metabolismo lipidico
hepatico. Os niveis de miR-370 e de Let-7 se
elevam na esteatose hepatica e se mantém até
a esteatohepatite ou cirrose. Nesse contexto,
Let-7 tem como alvo importante o gene Prkaa2,
que codifica AMPKa2, um importante sensor
energético responsavel por ativar vias
catabdlicas. Niveis elevados de Let-7 regulam
negativamente Prkaa2, que entao pode reprimir
a B-oxidacdo (SIMINO et al., 2021). Ja o
miR-370 parece regular a expressao de
miR-122 e também o gene carnitina
palmitoiltransferase 1a (Cpt1a), responsavel
pelo transporte de acidos graxos para o interior
da mitocodndria para o inicio da b-oxidagao
(SIMINO et al., 2017).

Desse modo, faz-se necessario
entender se as alteragdes promovidas pela
gordura interesterificada estdo relacionadas
com a modulagcdo de miRNAs e seus alvos
envolvidos no metabolismo lipidico hepatico de
camundongos, algo ainda ndo explorado na

literatura cientifica.

METODOLOGIA:

Animais

O estudo, aprovado pelo Comité de
Etica da UNICAMP (n° 6128-1/2022), utilizou 26
camundongos machos Swiss divididos em trés
grupos alimentados por um periodo de 8
semanas com dietas normocaldricas e
normolipidicas a base de 6leo de soja (SOJA),
6leo de soja interesterificado (INTER) e 6leo de

soja parcialmente hidrogenado (TRANS).

Andlise de miRNA e mRNAs por PCR em
Tempo Real

Foi realizada a técnica de PCR-RT para
a avaliagdo dos niveis de miRNAs, como
também a avaliacao de seus mRNAs alvos. Foi
conduzida a extracdo de miRNA e RNA com
RNAzol RT (MRC) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O kit TagManTM
MicroRNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems — Thermo Fisher Scientific) foi
utilizado para conversdo de RNAs em cDNA. A
analise da expressao génica foi feita por Real
time PCR, na plataforma ABI 7500 FAST e
foram expressos como valores relativos
determinados pelo método de ciclo limiar
comparativo (Ct) (222°) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Como controle
endégeno, U6snRNA e Actb foram utilizados

para miRNA e mRNA, respectivamente.

Western Blotting

Foi realizada a técnica de Western
Blotting para avaliagdo do conteudo proteico de
alvos dos miRNAs analisados por PCR-RT.
Primeiramente foi realizada a extracdo de
proteinas com tampao contendo triton X-100,
seguido pela quantificagdo proteica pelo
método de Biureto. As amostras contendo
100ug de proteina foram aplicadas em gel de

poliacrilamida a 12% para separacdo por
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eletroforese (SDS- PAGE), e transferidas pelo
método molhado para uma membrana de
nitrocelulose. Apods bloqueio (5% de albumina;
10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L de NaCl; 0.02%
de Tween 20) por 2 horas, as membranas foram

incubadas com os anticorpos primarios e

secundarios  especificos. Como controle

endogeno, foi utilizado GAPDH para calculo da
quantificacdo dos niveis proteicos. O sinal foi
detectado através de quimioluminescéncia e as
bandas identificadas no fotodocumentador para
a captura de imagens de géis de eletroforese

foram quantificadas através de densitometria

Optica.
RESULTADOS E DISCUSSAO:
Figura 1
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Figura 1- Niveis de miR-122 (A), miR-370 (B), Let-7 (C), Gpam
(D), Agpat-1 (E) e Acaca (F), Acadvl (G), Cptla (H), Ppar-y (1) e
Prkaa2 (J) no tecido hepdtico de camundongos Swiss
alimentados com dietas normocaldricas feitas a base de dleo de
soja (SOJA), gordura interesterificada (INTER) ou com dcido
graxos trans (TRANS) por 8 semanas, analisados por PCR Real
Time. Os dados foram analisados por ANOVA one-way, seguida
do teste de comparagbes multiplas de Tukey. n= 3-7
animais/grupo p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).

Primeiramente, foi investigado se o
consumo de acidos graxos interesterificados e
trans poderia levar a alteragcbes na modulacéo
de miRNAs importantes do tecido hepatico.

Diante disso, os niveis de miR-122 (Fig.1 A),

estavam aumentados no grupo TRANS em
relacdo ao SOJA (p=0,005) e em relagédo ao
INTER (p=0,04). Este resultado é semelhante
ao encontrado em modelos de esteatose
hepatica simples, no qual ha um aumento dos
niveis de miR-122 em pacientes com acumulo
ectopico de gordura em comparagdo com
individuos saudaveis (HOCHREUTER et al.,
2022). No entanto, ndo houve alteracdo na
expressao de miR-370 e Let-7 (Fig.1 B-C) nos

grupos analisados.

Além disso, nao foi observado relacao
entre aumento da expressdo de miR-122 no
TRANS com a diminuigdo dos niveis dos alvos
analisados, Gpam (Fig.1 D) e Agpat-1 (Fig.1 E).
Possivelmente, a modulagao de miR-122 possa
ser uma alteragao inicial ao desenvolvimento de

doencgas hepaticas.

Nos marcadores de lipogénese, a
expressao de Acaca (Fig.1 F) nao foi diferente,
assim como a expressao de Agpati1. Entretanto,
a expressao de Gpam, alvo predito de miR-122
e envolvido com a sintese de triacilglicerol,
aumentou no INTER em comparacédo ao SOJA
(p=0,021). Este resultado reforca analises
anteriores ainda nao publicadas em que foi
visto o aumento de Srebp, Ppar-y e Fas no
grupo INTER.

O marcador de oxidacgao lipidica Acaadv/
(Fig.1 G) nao apresentou diferenca entre os
grupos. Em relagdo ao SOJA, os niveis de
Cptia (Fig.1 H), enzima relacionada com a
B-oxidagao, estavam aumentados no TRANS
(p=0,002), dado que corrobora com analises
ainda nédo publicadas do grupo em que foi visto

0 aumento de Cpt1a e Pgc1a no mesmo grupo.
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A expressao génica de Prkaa2 (Fig.1 1),
que codifica a subunidade a2 da AMPK, enzima
que pode ser ativada por fosforilagdo
(P-AMPK), e a expressao de Ppar-y (Fig.1 J),
envolvido com acumulo de gordura hepatica,

nao foram diferentes entre os grupos.

Outros resultados interessantes acerca
da interesterificacdo s&o encontrados quando
0s camundongos sdo expostos em um tempo
de experimentagdo maior € com uma ingestao
de gorduras com maior teor de acido graxo
saturado, como o o6leo de palma. Portanto,
estes resultados reforcam a preocupacao
acerca da ingestdo de gordura parcialmente
hidrogenada, como também de gordura
interesterificada, mesmo com a exposi¢cao ao

consumo normocaldrico e normolipidico.
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Figura 2- Conteudo proteico de P-AMPK (A), ACADVL (B),
AGPAT-1 (C) e PPARYy (D) por Western Blotting no tecido hepdtico
de camundongos Swiss alimentados por 8 semanas com dieta
feita feito com dleo de soja (SOJA), dieta com gordura
interesterificada (INTER) e dieta rica em dcidos graxos trans
(TRANS).Os dados foram analisados por ANOVA one-way,
seguida do teste de comparagcdes multiplas de Tukey. n= 8-9
animais/grupo. p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).

De forma concordante com os niveis de
transcritos analisados, o conteudo proteico de
P-AMPK (Fig.2 A), ACADVL (Fig.2 B) e
AGPAT-1  (C) néo

significativas entre os grupos.

tiveram  diferencgas

O conteudo proteico de Ppar-y (D) foi
significativamente maior no grupo INTER em
comparagao ao grupo controle (SOJA), apesar
da auséncia de diferenca nos niveis de mRNA.
Esta proteina € um receptor nuclear que esta
envolvido com a superexpressdo de genes
relacionados ao armazenamento de gordura e a
lipogénese, como Gpam, que estava mais
expressa no grupo INTER. Portanto, este dado
sugere que O consumo de gordura
interesterificada pode levar a um aumento da

sintese de TG no tecido hepatico.

CONCLUSOES:

O consumo de wuma alimentacao
normolipidica a base de Oleo de soja
parcialmente hidrogenado levou ao aumento
dos niveis de miR-122, porém este aumento
nao foi associado com a regulagao negativa de
seus alvos, tanto em relacdo ao niveis de

mMRNAs, quanto ao conteudo proteico destes.

Entretanto, foi observado alteragées no

metabolismo lipidico hepatico que
possibilitaram a investigagdo, como o aumento
nos niveis de marcadores relacionados com a
B-oxidagao no grupo TRANS e o aumento nos
niveis de marcadores de lipogénese no grupo
INTER, dados que corroboram com analises

anteriores.

O aumento de miR-122 no grupo

TRANS pode ser um indicio de que ha um
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maior acumulo de lipideos hepaticos, ja que
niveis aumentados de miR-122 ocorre em

situagdes de esteatose hepética simples.

Dados ndo publicados do escore
histolégico de esteatose, mostram que o grupo
TRANS estava com nivel aumentado em
relagdo ao SOJA e INTER, demonstrando que
houve mudangas morfolégicas na estrutura do

hepatécito.

Embora os niveis dos marcadores de
lipogénese estejam aumentados no INTER, néo
ha evidéncias de maior acumulo lipidico
hepatico no escore histoléogico e nao ha
aumento de peso nesse mesmo tempo de
experimentagdo (8 semanas), em analises ja

feitas pelo grupo.

Pode-se hipotetizar que, por ser uma
dieta normocaldrica, os efeitos metabodlicos
ainda séo iniciais. De forma concordante com a
hipotese, foi visto anteriormente que o consumo
de gordura interesterificada por 16 semanas
levou a um aumento de peso significativo em
relacdo ao grupo SOJA (MIYAMOTO et al.,
2018), evidenciando que outros efeitos podem

demorar mais semanas para serem vistos.

Mais analises sdo necessarias para
complementar e explicar de forma mais
aprofundada os achados apresentados acerca
da interesterificacdo quimica e hidrogenacao
parcial de 6leos e gorduras, visando, no futuro,
a compreensao dos efeitos dessas gorduras na

saude da populagdo humana.
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