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hiperlipidica a seguinte composi¢do: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de
acido coélico (HN&C Consultoria em Nutri¢do Experimental, Brasil). Controle vs dieta - test t ns.
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Resumo dos efeitos da HFD em lipdlise dos adipocitos € metabolismo. Setas representam supra ou
subregulac@o da atividade, contetido de proteina e / ou expressdo. Linhas sem setas indicam inibi¢do. Sob
HFD, o efeito das catecolaminas na cascata de sinalizagdo B-adrenérgica (B-AR) por meio da ativagdo
reduzida do receptor de proteina G estimuladora acoplado (Gs). Isto reduz a ativacdo da proteina quinase
A (PKA) e inibe a fosforilagao da lipase horménio-sensivel (HSL). HFD também supraregula a expressao
da tecido adiposo fosfolipase A2 (AdPLA2), que tem sido demonstrada pelo aumento da produgdo de
prostaglandina E2 (PGE2), o ligante primario para o E-3 prostandides receptor (EP3). Uma vez EP3
acoplado a uma proteina G inibitéria (Gi), a ativacdo desse receptor inibe ainda mais PKA em condigdes
HFD. Aumento do conteudo e identificagio ATGL-58 gene comparativa (CGI-58). A expressdo também
ocorre com HFD para facilitar a quebra TAG, embora subseqiiente diminui¢do HSL fosforilagdo /
atividade resulte no acimulo de DAG. HFD induz a diminui¢@o do contetdo de perilipinas (Peri) também
parece contribuir para a lipolise disfuncional nestas células. Reducdo do conteudo/ fosforilagio de AMPK
por HFD esta em linha com a oxidagdo e supressio da ACC. A capacidade oxidativa dos adipdcitos €
diminuida com HFD, que € compativel com a supressio dos reguladores da biogénese mitocondrial, como
peroxisoma proliferador-ativado receptor-y (PPAR-y) coativador-la (PGC-1a) e expressdo de PPAR-a.
AC, a adenilato ciclase; AA, o acido araquidonico; fosfatidilcolina PC,; PM, membrana plasmatica; FA,

acidos graxos; MAG; monoacilglicerol; magl, MAG lipase; Mito, mitocondrias. Adaptado de Gaidhu et
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Expressdo génica da enzima HSL em tecido adiposo das regides epididimal, mesentérica e peri-renal,
isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle
ingeriram racgdo padrdo para laboratdrio contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a
racdo hiperlipidica a seguinte composicdo: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e
0,5% de acido codlico (HN&C Consultoria em Nutricdo Experimental, Brasil). *P<0,05 - teste ¢
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Figura 18

Expressdo génica da enzima LPL em tecido adiposo das regides epididimal, mesentérica e peri-renal,

isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle
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ingeriram racdo padrdo para laboratorio contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a
racdo hiperlipidica a seguinte composi¢@o: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e
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isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle
ingeriram racgdo padriio para laboratorio contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a
racdo hiperlipidica a seguinte composicdo: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e

0,5% de acido coélico (HN&C Consultoria em Nutricdo Experimental, Brasil). *p<0,05 - teste 7 Student. n

Figura 20

Expressdo génica da enzima PDP2 em tecido adiposo das regides epididimal, mesentérica e peri-renal,
isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle
ingeriram racdo padrdo para laboratorio contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil ¢ a
racdo hiperlipidica a seguinte composi¢@o: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e

0,5% de acido célico (HN&C Consultoria em Nutricdo Experimental, Brasil). *p<0,05 - teste # Student. n

Figura 21

Expressao génica da enzima Acaca em tecido adiposo das regides epididimal, mesentérica e peri-renal,
isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle
ingeriram racdo padrdo para laboratorio contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil ¢ a
racdo hiperlipidica a seguinte composi¢do: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e
0,5% de acido colico (HN&C Consultoria em Nutri¢do Experimental, Brasil). n = 6........c..cccccevverrennnnns 77
Figura 22

Esquema resumido das alteragdes apresentadas na expressdo génica das enzimas em tecido adiposo
isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle
ingeriram racgdo padrdo para laboratdrio contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a
racdo hiperlipidica a seguinte composicdo: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e

0,5% de acido colico (HN&C Consultoria em Nutri¢do Experimental, Brasil).........ccocoeveenieniiiininncnne. 81
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RESUMO

A pandemia da obesidade ¢ evidente no inicio do século XXI. O fator desencadeante mais
relevante ¢ a alimentag@o hipercaldrica associada ao sedentarismo. Modelos de estudo em ratos
para investigar as etapas que precedem o desenvolvimento desta doenga sdo fundamentais para
propor terapias de preveng¢do. No modelo de indug¢do da dislipidemia pela dieta por quatro
semanas, os ratos apresentam hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia e com
seis semanas de administracdo da dieta observa-se um aumento no peso dos paniculos adiposos
da regido epididimal e peri-renal e sem alteracdo no depdsito da regido mesentérica. Assim
sendo, objetivamos, nesta tese, analisar as vias metabdlicas envolvidas no processo de
metabolizacdo da glicose e triacilglicerdis nos tecidos adiposo branco e hepdtico em ratos
hiperlipidémicos e para tal estudamos as vias lipogénica, lipolitica e neoglicogénica, pela
quantificagdo da expressdo génica das enzimas chaves envolvidas nestes processos. A
dislipidemia foi induzida pelo oferecimento de dieta hiperlipidica (grupo dieta, D) ao longo de
quatro semanas a ratos jovens e a instalacdo do quadro foi verificada pelas andlises plasmaticas
ao final do tratamento e apds jejum de 16h. Amostras de tecidos hepatico e adiposo foram
coletadas para andlise histologica e quantificacdo da expressdo génica sendo estas analisadas por
qRT-PCR. Observou-se que ratos que ingerem dieta hiperlipidica (+129+10,13 g) ganham peso
de forma semelhante aos ratos controle (C: +148+8,8 g) mesmo ingerindo quantidade
significativamente menor de dieta (C: 20,8+0,62 g vs D: 14,8740,66 g). As andlises histologicas
ilustram aumento no teor de depdsitos de lipideos no tecido hepatico. A expressdo génica no
tecido hepético de ratos dieta foi aumentada significativamente para as enzimas lipoproteina
lipase, piruvato desidrogenase quinase 4 e fosfofrutoquinase 1 e diminuicdo significativa na

expressdo de glicose 6-fosfatase sem alteragdo na quantificacdo da expressdo de acetil-CoA
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carboxilase alpha, gliceroquinase, piruvato desidrogenase fosfatase 2. Em relacdo ao tecido
adiposo observamos que a expressdo das enzimas acetil-CoA carboxilase e piruvato
desidrogenase fosfatase 2 nio foi significativamente alterada em nenhum dos depoésitos adiposos.
A lipase hormoénio-sensivel ndo apresentou alteragdes no tecido adiposo epididimal, porém teve
sua expressdo significativamente aumentada nos tecidos mesentérico e peri-renal. A expressdo da
lipoproteina lipase por sua vez, ndo se alterou no paniculo adiposo epididimal nem no paniculo
adiposo mesentérico estando diminuida no paniculo adiposo peri-renal. E por fim, a piruvato
desidrogenase quinase 4 também ndo apresentou alteragdes nos depositos epididimal e
mesentérico porém no peri-renal sua expressdo encontrou-se aumentada. Estes resultados, em
conjunto, indicam que a dieta administrada por 4 semanas, mesmo ndo apresentando todas as
alteracdes observadas com 6 semanas, pode ser util para os estudos iniciais do quadro de

dislipidemia que antecedem as disfungdes metabolicas.

Palavras chaves: ratos, dieta hiperlipidica, adipocitos, tecido hepatico, enzimas das vias

glicolitica, gliconeogénica, lipolitica e lipogénica.
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ABSTRACT

The pandemic of obesity is evident in the twenty-first century. The most important and triggering
factor is the high-calorie diet associated with physical inactivity. Study models in rats to
investigate the steps that precede the development of this disease are essential to propose
preventive therapies. In the model of induction of dyslipidemia by diet for four weeks, the mice
exhibit hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia, and hyperinsulinemia and there is an
increase in weight of the panniculus region of epididymal and peri-renal depot and no change in
the mesenteric region. Therefore, we aimed to analyze the metabolic pathways involved in the
metabolism of glucose and triglycerides in white adipose tissue, and liver in hyperlipidemic rats
and to study the ways that lipogenic, lipolytic and glyconeogenic for the quantification of gene
expression of key enzymes involved in these processes. Dyslipidemia was induced by offering
high-fat diet (diet group, D) over four weeks to young rats and onset of condition was verified by
analysis at the end of the plasma treatment and after fasting for 16 hours. Samples of liver and
adipose tissue were collected for histological analysis and quantification of gene expression and
these were analyzed by qRT-PCR. It was observed that mice eat high-fat diet (+129 +10.13 g)
gain weight similarly to control rats (C: +8.8 +148 g) even eating significantly less diet (C: 20.8
+0.62 g vs D: 14.87 +0.66 g). Histological analysis illustrate the content of lipid deposits in liver
tissue. Gene expression in liver tissue of rats diet was significantly increased for the enzymes
lipoprotein lipase, pyruvate dehydrogenase kinase 4 and 1 and Phosphofructokinase significant
decrease in the expression of glucose 6-phosphatase no change in the quantification of the
expression of acetyl-CoA carboxylase alpha, Gliceroquinase, pyruvate dehydrogenase
phosphatase 2. In relation to the adipose tissue we observed that the expression of the enzyme

acetyl-CoA carboxylase and pyruvate dehydrogenase phosphatase 2 was not significantly altered
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in any of the fatty deposits. The hormone-sensitive lipase showed no changes in epididymal
adipose tissue but its expression was significantly increased in mesenteric tissue and peri-renal.
Lipoprotein lipase, in turn, did not change in the mesenteric or epididymal being reduced in the
peri-renal. And finally, the pyruvate dehydrogenase kinase 4 also showed no changes in
epididymal and mesenteric but the peri-renal expression is increased. These results, together,
indicate that the diet for 4 weeks, even not showing all changes observed within 6 weeks, can be

useful for the initial studies of hyperlipidemia that precede the metabolic dysfunctions.

Key words: rats, high-fat diet, adipocytes, liver tissue, glycolytic, glyconeogenic, lipolytic and

lipogenic pathway enzymes



1. INTRODUCAO

Durante muito tempo, predominaram entre nos as chamadas doengas transmissiveis
decorrentes de agentes vivos como virus, bactérias e parasitas responsaveis pela paralisia infantil,
tuberculose e verminoses intestinais. Porém, as transicdes demograficas, nutricionais e
epidemioldgicas ocorridas no século passado determinaram um perfil de risco em que doengas
cronicas assumiram Onus crescente e preocupante. Trata-se de condi¢des prevalentes e
importantes problemas de satde publica em todos os paises, independentemente de seu grau de
desenvolvimento. Entre elas, destacam-se a obesidade, as doengas cardiovasculares, alguns tipos
de cancer ¢ o diabetes mellitus (DM) (VERMELHO et al.,, 2001; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003; DIAS & CAMPOS, 2008).

A importancia das doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) no perfil atual de saude
das populagdes ¢ extremamente relevante. Estimativas da Organizacdo Mundial de Satde (OMS)
apontam que estas ja sdo responsaveis por 58,5% de todas as mortes e por 45,9% da carga global
total de doengas expressa por anos perdidos de vida saudavel (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002; DIAS & CAMPOS, 2008). No Brasil, correspondem a 66,3% do total
de doencas do pais (SCHRAMM et al., 2004).

A obesidade representa o problema nutricional de maior ascensao nos ultimos anos, sendo
considerada uma pandemia e consequentemente um dos maiores problemas de saude publica,
pois, além da alta prevaléncia, configura-se como fator de risco, desencadeador de diversas
doengas cronico-degenerativas como a hipertensdo, a dislipidemia, o diabetes mellitus tipo II e as
doengas cardiovasculares (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000; CATTALI et al., 2008).

Este fato ¢ bastante preocupante, pois implica em elevados recursos financeiros
destinados ao tratamento da mesma e de doencgas associadas ou decorrentes (DIAS et al., 2008).

Estima-se que no Brasil sdo gastos cerca de 1,5 bilhdes de reais por ano com internagdes



hospitalares, consultas médicas e medicamentos relacionados a obesidade. Desse total, 600
milhdes sdo provenientes do Governo via Sistema Unico de Saude, e representa 12% do
orgamento gasto com todas as outras doencas. Estes fatos explicam a importancia e o impacto da
doenga, no ambito individual e coletivo (LAMOUNIERE & PARIZZI, 2007).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saide (OMS/WHO, 2011) a obesidade ¢
definida como acumulo excessivo de gordura que pode prejudicar a saude. Pode ser classificada
em sobrepeso, obesidade grau I, grau II e grau III. Normalmente ¢ utilizada para esta
classificacio uma medida simples expressa em Kg/m® denominada IMC (indice de massa
corporal). Esta é calculada como a razdo do peso, em quilogramas, dividido pelo quadrado da
altura em metros. Utilizando esta medida a OMS considera IMC entre 25 ¢ 29,9 Kg/m® como
sobrepeso, entre 30 ¢ 34,9 Kg/m2 como obesidade grau I, entre 35 ¢ 39,9 Kg/rn2 como obesidade
grau II e acima de 39,9 Kg/m® como obesidade grau III (IGNACIO, 2008). Sugestdes de
alteracdes nestes indicadores como, por exemplo, para a relagdo cintura quadril e mais
recentemente apenas a circunferéncia da cintura tem sido propostas como indicadores de riscos
de doencas cardiovasculares e metabolicas, entretanto o IMC ¢ ainda considerado a medida para
definicdo do grau de obesidade.

Atualmente existem aproximadamente 1.6 bilhdes de adultos (15 anos ou mais) que
apresentam sobrepeso e pelo menos 400 milhdes sdo obesos; entre as criangas de até 5 anos, 20
milhdes estdo acima do peso. Estima-se que em 2015, aproximadamente 2.3 bilhdes de adultos
estejam acima do peso dos quais 700 milhdes serdo obesos (IGNACIO, 2008).

Apesar de a obesidade ser decorrente de alteragdes enddcrinas e/ou genéticas, o fator
ambiental hoje, é o prevalente. Podemos considerar que a causa fundamental da obesidade ¢ o
desbalanco energético entre calorias consumidas e gastas, ou seja, um desequilibrio no

metabolismo energético. Entre os principais fatores estdo incluidos: a mudanga global na dieta,



com aumento no consumo de alimentos ricos em gordura e agucar ¢ pobres em vitaminas,
minerais e outros micronutrientes, associados a um decréscimo na pratica de atividade fisica
devido ao carater sedentario de diversos tipos de trabalho, mudancas no tipo de transporte e
aumento da urbanizag¢do (WHO, 2006).

Assim um estilo de vida sedentario e alimentagdo hipercaldrica, caracteristico do estilo de
vida ocidental, viabilizam a obesidade e as doencas cronico-degenerativas comprometendo a
integridade funcional dos sistemas responsaveis pelo equilibrio interno (GONCALVES et al.,
1997).

Entretanto, mesmo antes do quadro de obesidade se instalar, alteragdes lipidicas e
teciduais (hepatica e do tecido adiposo branco) estio presentes aumentando os riscos de doengas
metabodlicas frente a ingestdo excessiva de calorias associada ao sedentarismo (WAKI &
TONTONOZ, 2007).

A sindrome metabdlica nada mais é do que um aglomerado de doengas desencadeadas por
desordens associadas a insulina e ao metabolismo lipidico tais como hiperinsulinemia, diabetes
mellitus ndo dependente de insulina (tipo II), obesidade, aterosclerose, hipertensdo e dislipidemia
(WAKI & TONTONOZ, 2007).

Numerosos estudos experimentais, epidemioldgicos, ensaios clinicos e metanalises
estabeleceram claramente a associagdo entre dislipidemia e aumento do risco de morte.

A hiperlipidemia ¢ o quadro clinico no qual as concentracdes plasmaticas de colesterol
total e/ou suas fragdes e de triacilglicerdis estdo acima da faixa considerada normal. Esta
dislipidemia pode ter origem primaria, quando oriunda de predisposi¢do genética; ou ser de
origem secundaria, desenvolvida a partir de condigdes ambientais como, por exemplo, uma dieta
desbalanceada e o sedentarismo; pode, ainda, ser uma consequéncia da combinagdo de ambas

(GINSBERG, 1990; HAVEL & KANE, 1995). Na dislipidemia secundaria ou ambiental, o



consumo de dieta contendo quantidade de gordura acima do recomendado (principalmente
saturada) altera a composicdo dos lipidios sanguineos favorecendo o desenvolvimento de
hiperlipidemias (BRUMMELEN, 1983; HOWARD & HANNAH, 1995; HAVEL & KANE,
1995).

Estudos em modelos animais s3o fundamentais para o esclarecimento da evolugdo das
doengas que sdo decorrentes da alimentagdo inadequada. Nosso laboratorio vem investigando a
inducdo da dislipidemia em ratos pela dieta desde 1996. Inicialmente a proposta foi estudar um
composto vegetal com propriedade hipocolesterolémica. Foi entdo desenvolvido um protocolo de
inducdo de dislipidemia pela dieta, em ratos, e uma vez hiperlipidémicos, os ratos foram tratados
com o infuso da Croton cajucara ao longo de 15 dias. Neste modelo de dislipidemia os ratos apds
ingestdo de dieta hiperlipidica durante 4 semanas apresentaram hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia alteragdes estas associadas a esteatose hepatica sem,
portanto qualquer alteragdo no peso corporal destes ratos. A continuidade da administracdo da
dieta associada ao tratamento com o infuso a 5 e 10% de Croton cajucara durante quinze dias
ndo alterou o perfil lipidico e os danos hepaticos (WOLF-NUNES, 2004).

Em ratos que ingeriram a dieta hiperlipidica por seis semanas também foram estudados os
depositos de gordura dos paniculos adiposos epididimal, peri-renal ¢ mesentérico. Em relagdo as
alteracdes nos depdsitos de gordura, observou-se aumento significativo no peso dos paniculos
adiposos da regido epididimal e peri-renal e sem alteragdo no peso do depdsito de gordura da
regido mesentérica (WOLF-NUNES, 2004).

O aumento de peso do paniculo adiposo esta relacionado tanto ao aumento no volume
como no numero de adipocitos; o estimulo para induzir aumento no nimero est4 relacionado ao
aumento no tamanho dos adipocitos (BJORNTORP et al., 1982). O aumento no tamanho do

adipdcito, por sua vez, estd diretamente relacionado ao estoque de triacilglicerdis nestas células



(ECKEL, 1989). Este estoque de triacilglicerdis em adipdcitos resulta principalmente no balanco
entre a incorporago de acidos graxos livres, liberados pela hidrélise de triacilglicerdis circulantes
pela enzima lipoproteina lipase (LPL) nos capilares do tecido adiposo (TASKINEN, 1987;
ECKEL, 1989; OLIVECRONA et al., 1991) e a lipolise dos triacilglicerdis estocados, estimulada
pela enzima lipase sensivel a hormonio (HSL), em acidos graxos livres e glicerol (LARGE &
ARNER, 1998). Estes processos regulam o tamanho do adipdcito e sdo reciprocamente
regulados, sugerindo relacdo inversa entre atividade da LPL do tecido adiposo ¢ HSL (PATTEN,
1970).

A LPL estd relacionada a patogénese das dislipidemias, principalmente em situacdes
associadas a resisténcia a insulina (PYKALISTO et al., 1975; NIKKILA et al, 1977;
TASKINEN, 1982). Estes dados estdo de acordo com evidéncias de que a insulina ¢ um dos mais
potentes reguladores da LPL (SADUR et al., 1982; FARESE et al., 1991). McTernan et al.,
(2002) elaboraram um ensaio com adipécitos isolados de tecido adiposo de humanos normais e
incubaram estas células com insulina. Nestes ensaios foi demonstrado que a exposicdo
prolongada (47 h) destas células a altas concentragdes de insulina (100 e 1.000 nmol/L) leva a
aumento na expressdo da LPL. Como os ratos hiperlipidémicos de nosso modelo apresentaram
hiperinsulinemia sugerimos que o aumento no peso dos paniculos adiposos epididimal e peri-
renal seja devido ao aumento na expressdo da LPL nestes tecidos com possivel diminui¢do na
ativacdo da HSL.

No modelo de dislipidemia desenvolvido em nosso laboratdrio também foi observado, nos
adipocitos isolados do paniculo adiposo epididimal, lipolise basal significativamente reduzida
sem alterag@o na resposta maxima induzida pelo dibutiril-AMPc, indicando que, nestas células as

etapas pos-receptor que levam a lipolise estavam intactas.



Mediadores paracrinos, tais como a adenosina, apresentam potente acdo antilipolitica
(CASTAN, 1994). A adenosina endogenamente liberada se liga a receptores A; localizados na
membrana plasmatica dos adipdcitos e inibem a adenilato ciclase, levando a inibi¢do tonica da
lipélise (HONNOR et al., 1985a,b). A desaminag¢do da adenosina em iosina, pela enzima
adenosina deaminase, aumenta a lipdlise em adipécitos (HONNOR et al., 1985a).

A lipdlise basal ¢ preferencialmente inibida pela adenosina. A insulina mesmo
apresentando importante agdo antilipolitica ndo afeta a lipdlise basal, diminui sim a lipdlise
estimulada por agonistas que ativam a HSL como, por exemplo, as catecolaminas. Morimoto et
al. (1998), estudando adipécitos isolados de ratos, demonstraram que a insulina inibe somente a
lipdlise induzida pelos agentes lipoliticos, tais como a noradrenalina e o hormonio
adrenocorticotréfico porém ndo tem agdo na lipdlise basal que acontece na auséncia de agentes
lipoliticos.

Sugere-se entdo que a adenosina esteja envolvida na reducdo significativa da lipdlise
basal dos adipdcitos isolados da regido epididimal de ratos hiperlipidémicos (WOLF-NUNES,
2004). Nao foi investigado se esta inibicdo ¢ decorrente do aumento na producdo local de
adenosina ou de aumento na expressdo de receptores A;.

Em conjunto, estes resultados, permitem sugerir que o efeito da dieta sobre a reducdo da
lipdlise basal associada ao possivel aumento da atividade da LPL no tecido adiposo, nesta regido,
pelas altas concentra¢des sanguineas de insulina nestes ratos, contribuem para o aumento no peso
deste paniculo adiposo (WOLF-NUNES, 2004).

Estudou-se entdo a lipdlise nestes adipdcitos, sendo que os principais agentes lipoliticos
sdo as catecolaminas e o principal hormdnio antilipolitico ¢ a insulina (LARGE & ARNER,

1998).



As agdes das catecolaminas endogenas (noradrenalina e adrenalina) sdo mediadas pelos
adrenoceptores, um grupo heterogéneo de receptores de hormonios/neurotransmissores
(GARCIA- SAINZ et al., 2000). Receptores adrenérgicos sio membros da superfamilia de
receptores de membrana acoplados a proteina G, e existe pelo menos cinco diferentes subtipos de
adrenoceptores (a;, oy, [11, (1 e [13) (PIASCHIK & PEREZ, 2001).

A regulacdo da lipolise pelas catecolaminas envolve a estimulagdo da adenilato ciclase
pelos subtipos [ de adrenoceptores ([}, [, € [13) e a inibi¢do pelo adrenoceptor [, (LEIBEL et
al., 1989; LONQVIST et al., 1993). Adipdcitos isolados de ratos hiperlipidémicos apresentaram
aumento significativo na sensibilidade a isoprenalina e a adrenalina sem alteracdo de
sensibilidade a noradrenalina, BRL37344, CGP12177A ou salbutamol. A resposta maxima foi
significativamente reduzida a isoprenalina e a noradrenalina, enquanto permaneceu inalterada aos
outros agonistas, quando comparado aos adipdcitos provenientes de ratos controles. Estes estudos
funcionais ndo foram conclusivos uma vez que mesmo as alteracdes observadas na lipdlise pelos
agonistas ndo seletivos, ndo foram observadas quando os adipdcitos foram estimulados com
agonistas seletivos individualmente, ou seja, agonista seletivo [, noradrenalina, agonista
seletivo [1,, CGP12177A e salbutamol, ou agonista seletivo (15, BRL37344 (WOLF-NUNES,
2004). Neste modelo ndo foi detectada alteragdo na resposta dos adipdceitos ao efeito antilipolitico
da insulina quando o estimulo de lipolise foi a noradrenalina (1 [TM).

A captagdo de glicose e a producdo de lactato em adipdcitos isolados do tecido adiposo
epididimal de ratos também estdo sendo investigadas no modelo de dislipidemia induzida pela
dieta em nosso laboratorio. Dados preliminares demonstram que adipdcitos isolados de ratos
dislipidémicos apresentaram producdo significativamente elevada de lactato tanto basal como
estimulada por agonistas adrenérgicos (Basal: controle - 0,1977 + 0,064 vs dislipidémicos -

0,3558 + 0,023 umol lactato.10® céls/60 min., p<0,05). A producdo de lactato pelos adipécitos



induzida pela resposta méxima da noradrenalina (1 [IM) foi de 0,6516 + 0,079 pmol lactato.10°
céls/60 min. e da isoprenalina (1 CM) foi de 0,6518 + 0,061 pumol lactato.10® céls/60 min. A
producio de adipécitos controle foi de 0,2696 + 0,0540 pumol lactato.10° céls/60 min para a
noradrenalina ¢ 0,2972 + 0,1019 umol lactato.10° c¢éls/60 min para a isoprenalina (CREGE,
2012).

Interessantemente, ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica sem adi¢do de
carboidratos, apresentam, além do quadro dislipidémico, hiperlactatemia (BERNSTEIN et al.,
1981; DIGIROLAMO et al., 1992), associada a subexpressdo gé€nica de enzimas envolvidas na
lipogénese e superexpressdo de enzimas lipoliticas (GIRARD et al., 1994; FOUFELLE et
al.,1996; LANGIN, 2006).

Os lipidios e a glicose da dieta s3o armazenados, principalmente, no figado e tecido
adiposo. A captagdo de glicose no tecido adiposo ¢ estimulada pela insulina e catecolaminas
(NONOGAKI, 2000, SMITH, 2002). O sistema nervoso simpdatico tem importante efeito na
captagdo de glicose em tecido adiposo branco e marrom. /n vitro tanto a adrenalina como a
noradrenalina estimulam a captag@o de glicose pelos adipdceitos brancos isolados de ratos controle
através da ativagdo de adrenoceptores o (LUDVIGSEN et al., 1980; FAINTRENIE & GELOEN,
1998). In vivo, a infusdo de noradrenalina, a longo prazo, estimula a captagdo de glicose em
tecido adiposo branco e marrom independente da insulina, ensaios realizados em ratos (LIU et al.,
1994).

Os adrenoceptores B também estdo envolvidos na captacdo de glicose em adipdcitos
isolados de humanos e que ocorre um estimulo para o transporte de glicose em baixas
concentragdes de agonista B e uma inibi¢cdo do transporte de glicose em altas concentracdes

(KASHIWAGI & FOLEY, 1982; LANDSBERG & YOUNG, 1992). Este fenomeno ¢ explicado



pelo aumento na concentragdo do AMPc intracelular e o efeito deste segundo mensageiro como
inibidor da captacdo de glicose (TAYLOR et al., 1976; KASHIWAGI & FOLEY, 1982).

Sabe-se que a glicose uma vez captada pelo adipdcito pode ser metabolizada através da
via da hexose monofosfato produzindo NADPH, essencial para a sintese de gorduras que serdo
armazenadas numa situa¢do de abundancia de alimento (pds-prandial) ou ser metabolizada até
lactato, que uma vez na circulago, sera substrato neoglicogénico para as células hepaticas em
situagdes de jejum (DIGIROLAMO et al., 1989; CHAMPE & HARVEY, 2002).

Antigamente acreditava-se que o lactato plasmatico seria fundamentalmente de origem
muscular. Porém, em 1968 Doar e colaboradores demonstraram que a concentragdo de lactato
circulante, no jejum, era maior em sujeitos obesos quando comparados a magros (DOAR et al.,
1968; DOAR et al., 1970). Estes autores sugeriram que a alta concentrag¢do circulante de lactato
era devida mais a uma superprodu¢do de lactato, do que a uma subutilizagdo, mas desconheciam
a fonte deste lactato. Trabalhos posteriores relataram que doeng¢as humanas relacionadas a
resisténcia a insulina, tais como diabetes tipo II, estdo associadas com um aumento na
concentragdo sanguinea de lactato no jejum (BARRE et al., 1985; idem 1986) sendo este
proveniente do tecido adiposo (DIGIROLAMO, 1989). A evidéncia de que o lactato seja
produzido em pequenas quantidades pelos musculos em repouso (YKI-JARVINEM et al., 1990),
sugere que o tecido adiposo desempenha papel importante na producdo de precursores
neoglicogénicos nesta situagao.

Dessa forma, pode haver aumento na produ¢do hepatica de glicose em decorréncia de
maior disponibilidade do lactato, como substrato neoglicogénico, causando hiperglicemia. O
aumento da glicemia estimula a secre¢do de insulina, podendo levar a hiperinsulinemia associada
a diminui¢do da sensibilidade a insulina (FEDERSPIL et al., 1980; KAHN & PESSIN, 2002).

Assim, o aumento na concentracdo plasmatica de lactato em animais submetidos a dieta
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hiperlipidémica pode ser consequéncia ou causa de diminuicdo da sensibilidade a insulina, pois
ha correlagdo positiva entre aumento da concentragdo de lactato e diminui¢do da sensibilidade a
insulina (DEFRONZO, 1987; LOVEJOY et al., 1990).

De fato, a infusdo de lactato por um periodo prolongado, causa resisténcia a insulina em
tecido muscular (VETTOR et al., 1997). Choi e colaboradores (2002) demonstraram que, em caes
conscientes, a elevagdo plasmatica de lactato suprimiu a glicdlise estimulada pela insulina, antes
que ocorresse diminui¢do da captacdo de glicose. Estes autores preconizam que uma deficiéncia
metabdlica precede e causa resisténcia a insulina em musculo esquelético, sugerindo que o lactato
pode induzir resisténcia a insulina pela supressdo do fluxo glicolitico. Em 1980, Pearce &
Connet observaram, em musculo soleo isolado ¢ incubado com 8 mM de lactato, diminui¢do da
oxidacdo da glicose estimulada pela insulina. Clark e colaboradores (1987) verificaram a mesma
resposta em musculos epitrocleares, notificando relagdo inversa entre a taxa de glicdlise e o
aumento da oxidagdo de lactato. A diminui¢do da glicélise pelo lactato parece envolver inibi¢ao
das enzimas 6-fosfofrutoquinase (PFK-1) e piruvato desidrogenase (PDH), limitantes da
glicdlise. Este efeito € similar ao efeito desencadeado pelos acidos graxos (KIM et al., 1996). Em
musculo cardiaco, o lactato promove aumento da concentragdo de citrato (inibidor da PFK-1),
diminui¢do da concentracdo de frutose-2,6-bifosfato (estimulador da PFK-1) e aumento da
relacio NADH/NAD, podendo inibir a PDH (DEPRE et al., 1993; idem 1998). Ristow et al.
(1997; 1999) demonstraram que deficiéncia da PFK-1 determina resisténcia a insulina,
fortalecendo a hipdtese de Choi e colaboradores (2002). Faintrenie & Géloen em 1996
demonstraram em adipdcitos isolados de ratos, aumento na producdo de lactato apds a
estimulagdo por agonista [J-adrenérgico e posteriormente foi demonstrado que o subtipo

envolvido era o a;, (GRASSI-KASSISSE & GELOEN, 2000).
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De acordo com todos os dados apresentados, sugere-se, portanto, que provavelmente o
lactato vindo dos adipdcitos através do aumento da captagdo de glicose estimulada pelos
adrenoceptores o, estaria sendo uma fonte essencial para a neoglicogénese hepatica, o que estaria
contribuindo para a hiperglicemia e consequentemente a hiperinsulinemia apresentada pelos
animais tratados com dieta hiperlipidica.

O estudo sobre os efeitos da dieta hipercalorica, hiperlipidica, sobre a lipdlise em
adipdcitos de ratos sedentarios tem sido extremamente relevante uma vez que, a incidéncia de
sindrome plurimetabolica vem aumentando a cada dia devido as condi¢des sedentarias de um
padrio de vida ocidental. Diante dos resultados, o presente trabalho buscou ampliar os
conhecimentos relacionados ao modelo indug¢do da dislipidemia pela dieta em ratos
quantificando a expressdo génica de enzimas acetil-CoA carboxilase alpha (Acaca), lipoproteina
lipase (LPL), lipase hormdnio-sensivel (HSL), gliceroquinase (GyK), glicose-6-fosfatase
(G6PC), 6-fosfofrutoquinase (PFK-1), piruvato desidrogenase quinase 4 (PDK4) e piruvato
desidrogenase fosfatase 2 (PDP2), envolvidas nos processos de lipogé€nese, lipdlise e

neoglicogénese, dos adipdcitos e hepatdceitos isolados de animais normo e hiperlipidémicos.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os mecanismos moleculares envolvidos no quadro apresentado por ratos
hiperlipidémicos, buscando assim melhor compreender as altera¢des fisiologicas induzidas pela
dieta hiperlipidica administrada ao longo de 4 semanas e pelo sedentarismo e assim reforgar a
importancia do modelo para desenvolvimento de estratégias de estudos de prevencdo e
tratamento de doencgas tais como, a Diabetes Mellitus tipo 2, hipertensdo e aterosclerose, que
apresentam uma incidéncia extremamente elevada na populagdo mundial, colaborando assim para
o esclarecimento desta pandemia que acomete a populacdo que é a sindrome metabolica

decorrente da dieta hiperlipidica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar a expressdo génica de enzimas chaves envolvidas nos processos de lipolise
(lipase hormonio-sensivel — HSL), lipogénese (acetil-CoA carboxilase alpha - Acaca,
lipoproteina lipase - LPL, gliceroquinase - GyK), gliconeogénese (glicose-6-fosfatase - G6PC) e
glicdlise (6-fosfofrutoquinase - PFK-1, piruvato desidrogenase quinase 4 - PDK4 e piruvato
desidrogenase fosfatase 2 - PDP2) nos adipdcitos e hepatdcitos isolados de animais normo e

hiperlipidémicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

Animais: Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, Albina,
Rodentia, Mammalia), que chegaram ao biotério com trés semanas e peso aproximado de 60 g
permanecendo em adaptacdo por trés semanas. Apos este periodo, os ratos foram mantidos em
gaiolas coletivas (trés animais por gaiola) por 4 semanas com a temperatura média de 22°C + 2°C
e ciclo claro/escuro de 12:00 horas, com o ciclo claro iniciando-se as 6:30 horas. Durante os
experimentos, os ratos foram tratados de acordo com as normas descritas por Olfert ez al., (1993)
para uso de animais para pesquisa ¢ educacdo. Todos os procedimentos foram aprovados pelo

comité de ética em Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia (CEEA 1915-1).

Grupos e dieta: Os ratos do grupo controle, (normolipidémicos; C, n= 6), foram
alimentados com uma ragdo padrdo para laboratorio contendo 4% de gordura e 0% de colesterol;
Nuvilab, Brasil (http://sogorb.com.br/01-08-01.html). Outros animais foram alimentados com
racdo hiperlipidica, (hiperlipidémicos; H, n = 6), contendo 15% de gordura de manteiga de cacau,
1,25% de colesterol e 0,5% de acido coélico, HN&C Consultoria em Nutrigdo Experimental,
Brasil (CNPJ =10.427.871/0001-40), durante 4 semanas (WOLF-NUNES et al., 2000; MIOTTO,
2001; WOLF-NUNES, 2004). A racdo e a agua foram oferecidas diariamente ad libitum no
periodo de adaptacdo ao biotério, entretanto nas semanas de quantificagdo do consumo (4

semanas) foi oferecido 500 g de ragdo/gaiola.
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Tabela 1: Composicdo da dieta hiperlipidica. Fonte: HN&C Consultoria em Nutrigcdo
Experimental (CNPJ 10.427.871/0001-40). A fracdo de carboidratos foi composta por amido
(63,06%), sacarose (16,05%) e dextrina (20,89%). A fonte de proteina utilizada foi caseina
comercial. A fragdo lipidica utilizada foi a banha de porco. As misturas de vitaminas e minerais

foram formuladas de acordo com AIN-93 (Reeves et al., 1993). Densidade caldrica = 5,36 cal/g.

Composigao da dieta hiperlipidica

e
=
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ARimivAEii

Carboidratos
Proicinas
Lipidios
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Coina
TOTAY

Controle da evolugdo ponderal e consumo de ragdo: Durante as 4 semanas em que 0s
ratos permaneceram no biotério sendo alimentados com dieta hiperlipidica ou ndo, foram
avaliados o peso corporal e o consumo de ragdo. Este controle foi realizado 3 vezes por semana
(segundas, quartas e sextas-feiras), sempre no periodo entre 09 e 11 horas.

Sacrificio dos ratos e coleta de tecidos e sangue: Toda metodologia utilizada para coleta
de sangue e tecidos seguiu aquela descrita por Hatore, 2006. Resumidamente procedemos da
seguinte forma:

Ao final das 4 semanas de ingestdo da dieta, os ratos foram colocados em regime de jejum
de 16 h. No dia seguinte os ratos foram anestesiados com Tiopental 60 mg/Kg e o sangue foi
coletado por puncdo cardiaca, em seringa heparinizada, e o plasma utilizado para analise de
glicemia, colesterol e triacilglicerol sendo esta realizada por meio de fitas de dosagem Accutrend

no aparelho Accutrend Plus.
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Apo0s a coleta de sangue, os tecidos adiposo e hepatico foram retirados e imediatamente
colocados em tubos de 2 mL contendo solugdo de Trizol (Invitrogen, Life Technologies) sendo
entdo politronados, congelados em nitrogénio liquido e estocados em biofreezer (-80°C) para
posterior extragdo de mRNA. Foram coletadas amostras do l6bulo hepatico superior e paniculos
adiposos das regides epididimal, mesentérica e peri-renal para andlise histologica conforme
Wolf-Nunes, 2004 e descritas abaixo.

Pardametros morfologicos:

Tecido Hepatico:

A andlise seguiu os procedimentos utilizados por Wolf-Nunes, 2004. Resumidamente o
figado foi isolado e pesado. Uma amostra do lobo superior foi isolada e colocada em solugio
formol-salina (200 mL de agua destilada; 50 mL de formaldeido 40% e 250 mL de tampao
fosfato, 0,2 M pH 7,4) durante 24 h. As amostras em seguida foram lavadas com alcool 70% e

armazenadas nesta solugdo até o dia da inclusdo em parafina.

Para inclusdo procedeu-se a desidratacdo em série crescente de solugdo de alcool etilico
até o alcool absoluto, a clarificagdo em xilol (4lcool-xilol 1:1 e xilol puro) e a impregnagdo em
xilol-parafina (1:1) finalmente foi realizada a inclusdo e emblocagem a 58°C, em “Paraplast plus”
(mistura de parafina, polimeros plasticos e dimetilsulfoxido). Os cortes hepaticos devidamente
incluidos foram colados em blocos de madeira e cortados em espessura de 5 mm ou cortes de 2
mm em micrétomo “820” Spencer (American Optical Corporation, USA). Cerca de 3 cortes
foram colocados em cada lamina. Apos desparafinizacdo com xilol e hidrata¢do os cortes foram
corados com hematoxilina/eosina ou Sudan black-B. As imagens foram visualizadas em

microscopio Leica-RM 2145 (Leica® microsystem Nussloch, Alemanha) e as imagens
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capturadas em computador usando o software IMAGE PRO PLUS ANALYSER com a

ampliacdo de 100 x.

Ensaios com Tecido Adiposo e Adipocitos isolados de tecido adiposo peri-renal,

mesentérico e epididimal:

Morfometria adipocitdaria: Os procedimentos de isolamento de adipocitos e de
morfometria foram realizados segundo Pinheiro et al., 2007 e descritos a seguir.

Adipdcitos foram isolados do tecido adiposo epididimal, mesentérico e peri-renal por
modificacdo no procedimento original de RODBELL (1964). O tecido adiposo foi pesado, picado
e digerido em tubo falcon (50 mL) estéril contendo solugdo de KRBA (KREBS-RINGER
BICARBONATO ALBUMINA). A preparagdo desta solucdo envolveu duas etapas. A primeira
delas foi a preparagdo de 200 mL do tampdo KREBS-RINGER constituido por 200 mL de NaCl
(0,154 M), 8 mL de KCI (0,154 M), 6 mL de CaCl,.2H,0 (0,110 M), 2 mL de KH,PO4 (0,154
M), 2 mL de MgS0,4.7H,0 (0,154 M). Em seguida, foi feito uma mistura deste tampao KR com
NaHCO3, na propor¢do de 91% de KR e 9% de NaHCO;, portanto, para se fazer 200 mL
utilizamos 182 mL de KR e 18 mL de NaHCOj;. Para completar o tampao foi adicionado glicose
e Hepes. Para o volume de 200 mL, adicionamos 0,476 g de Hepes e 0,216 g de glicose, obtendo
no tampao, a concentragdo de 25 mM para o Hepes ¢ 6 mM de glicose.

Para realizacdo da digestdo do tecido adiposo e do ensaio funcional com os adipocitos
isolados, foi preparado 200 mL de um novo tampao KR-HEPES, porém com adi¢do de 6 g de
albumina sérica bovina (BSA, fracdo V, livre de 4cidos graxos). Para cada 100 mL de KR-
HEPES adiciona-se 3 g de albumina. Esse novo tampao recebe o nome de KRBA (KREBS-
RINGER BICARBONATO ALBUMINA). O tubo foi agitado em 60 ciclos/min a 37°C durante

45 minutos. A suspensdo celular resultante foi filtrada através de uma malha de nylon (200 mm) e
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lavada trés vezes com tampao fresco KRBA. O infranadante resultante de cada lavagem foi
separado num frasco de polietileno contendo 6 mL de KRBA fresco (FARIAS-SILVA et al.,
1999; FARIAS-SILVA et al., 2002; FARIAS-SILVA et al., 2004;). Uma aliquota da suspensio
celular final foi contada em cadmara Mallassez para registro fotografico e posterior medi¢io
utilizando o software IMAGE PRO PLUS ANALYSER apoés captura de imagem através do
microscopio Leica (area analisada de 632 mm).

Extracdo de RNA: foi feita extragdo de RNA total das amostras de tecido adiposo
epididimal, mesentérico e peri-renal, segundo método do reagente Trizol (Invitrogen Corporation,
CA, USA). Estas amostras, apos extragdo, foram analisadas em gel de eletroforese (Figura 1) e no
Nanodrop cedido pelo Hemocentro para verificagdo da integridade das amostras (Tabela 2).
Constatada a integridade do RNA, utilizamos o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), para a produgcdo do cDNA, sendo a
concentragdo final do cDNA de 3,0 pg. Este cDNA foi diluido segundo a concentra¢do necessaria
para a amplificag¢do eficiente de cada gene, sendo esta eficiéncia verificada segundo método
descrito abaixo.

PCR quantitativo em Tempo Real (qQRT-PCR): as reacdes de PCR em tempo real
foram realizadas utilizando-se o sistema TagManTM (Applied Biosystems), que € constituido por
um par de primers e uma sonda marcada com um fluor6éforo. Para os genes HSL, LPL, Acaca,
GyK, G6PC, PFKI, PDK4 e PDP2 utilizamos respectivamente os seguintes ensaios (TagManTM
- Applied Biosystems) Rn 00563444 ml, Rn 00561482 ml, Rn 00573474 ml, Rn
00577740 _m1, Rn 00566132 ml, Rn 00585577 ml e Rn 02061644 sl1. O gene GAPD Rat
(TagManTM - Applied Biosystems), Part number 4352338E, foi escolhido como controle

endogeno da reagdo, o qual serve para normalizar a expressdo do gene de interesse nas diferentes
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amostras. A sonda GAPD estd marcada com o fluoréforo VIC, enquanto os primers para os alvos
estdo marcados com o fluoréforo FAM.

Antes de se iniciarem os experimentos de quantificacdo relativa da expressdo de qualquer
gene, realizamos a valida¢do do sistema gene alvo, no caso, HSL, LPL, Acaca, GyK, G6PC,
PFKI, PDK4 ¢ PDP2 com o controle endéogeno GAPD Rat. Verificamos que as eficiéncias de
amplificacdo dos genes foram préximas a 100%. Esse passo ¢ essencial para que o controle
endogeno possa ser utilizado para normalizar os valores de expressdo relativa do gene de
interesse.

Validagdo da eficiéncia dos genes de interesse: a validacdo consistiu na amplificacdo,
tanto com os primers dos genes de interesse quanto com o do controle enddégeno, dos cDNAs de
triplicatas de  concentragdes diferentes (dilui¢des seriadas) de uma amostra escolhida
aleatoriamente. Em seguida, foi construida uma curva padrio a partir do logaritmo da
concentragdo das amostras pelo Ct [Threshold Cycle: ciclo em que cada curva de amplificacio
atravessa o limiar de detec¢do (Threshold), o qual € definido arbitrariamente]. Nessa curva, foram
obtidos os valores da inclinacdo (slope) da curva e da confiabilidade das réplicas (R2). Dessa
forma, a eficiéncia do sistema foi calculada através da féormula: E = 10(-1/slope) -1. Para a placa
de validagdo dos genes, foram feitas triplicatas de uma amostra de cDNA de tecidos adiposo de
rato em 7 concentragdes diferentes (diluigdes seriadas de 5x).

Apds o célculo das eficiéncias de amplificacdo de cada gene de interesse e do controle
endogeno, foi construido um grafico de dispersdo, o qual tem por finalidade definir qual ¢ a
amplitude de concentracdes para as quais o sistema é eficiente. Para a constru¢do do grafico,
foram utilizados os mesmos valores de logaritmo da concentragdo das amostras no eixo X e a
diferenga entre as médias dos Cts do controle endogeno e as médias dos Cts do gene de interesse

para cada concentragdo no eixo Y. A seguir, obteve-se uma linha de tendéncia para estes valores,
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a qual possui uma equacdo de reta na qual € possivel verificar o valor da inclinagdo desta reta.
Para que um sistema seja considerado eficiente, o valor da inclinagdo deve ser menor que 0,1
(quanto mais proximo de zero for este valor, menor ¢ a inclinagdo da curva e, portanto, mais
constante ¢ a diferenca entre as médias dos Cts do gene de interesse e do controle endégeno). Os
pontos no grafico, correspondentes as concentragdes, que estiverem mais proximos a linha de
tendéncia sdo considerados validados (o sistema tem 100% de eficiéncia nestas concentragdes).

A concentracdo de amostra validada como eficiente para os genes Acaca, LPL, G6PC,
GK, PDK4, PFKI e GAPDH em tecido hepatico foi de 30,0 ng de cDNA, enquanto que para os
tecidos adiposos essa concentragdo foi de 40,0 ng de cDNA para os genes HSL, LPL, Acaca,
PDK4, PDP2 ¢ GAPDH.

Para a quantificacdo relativa dos genes em estudo, as reacdes de PCR em tempo real
foram realizadas em triplicata a partir de: 5 uL. de TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystmes, Foster City, CA, USA) 2x, 0,5 uL. da solu¢@o de primers e sonda, 0,5 pL de agua e
4,0uL de cDNA, sendo que no controle negativo, foi adicionado 4,0 uL. de agua ao invés do
cDNA. As condig¢des de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e
40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. A expressdo génica foi avaliada em
tecidos de animais tratados com dieta hiperlipidica e animais controle tratados com dieta padrao.
Os valores da expressdo génica relativa foram obtidos pela andlise dos resultados no programa
7500 System SDS Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). No programa Prisma
GraphPad 5.0 foi realizado teste ¢ de Student para verificar se havia diferenca significativa na
expressao do gene de interesse.

Analise Estatistica dos Resultados: todos os resultados foram expressos como médias +
EPM de experimentos realizados. Os valores foram analisados utilizando-se de teste # de Student,

para comparar dois grupos experimentais, ¢ ANOVA seguida do teste de Tukey, quando
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comparamos mais de dois grupos experimentais, usando Prisma Software e com valor de p<0,05
indicativo de significAncia. Em algumas andlises, foram realizados ambos os testes dentre os

quais foi citado nos rodapés das tabelas apenas o teste com diferenca significativa (p<0,05).



21

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio do modelo de dislipidemia em ratos

4.1.1 Ganho de peso e consumo alimentar e calorico

Com o objetivo de avaliarmos se as condi¢des experimentais utilizadas mantinham os
resultados obtidos anteriormente do modelo de dislipidemia em ratos induzida pela dieta (WOLF-
NUNES et al., 2000; WOLF-NUNES, 2004; MIOTTO, 2006, SCHWEIGER et al., 2006)
acompanhamos a evolug@o ponderal dos ratos e quantificamos o consumo didrio de ragio.

Na figura 1 observa-se que os ratos que consumiram dieta hiperlipidica ganharam peso de
maneira similar aos ratos controle. Estes dados confirmam os obtidos anteriormente por Wolf-
Nunes, 2004 ¢ Miotto, 2006. Interessante observar que mesmo apresentando o mesmo ganho de
peso os ratos que consumiram a dieta hiperlipidica ingeriram quantidade significativamente
menor deste alimento (C: 20,84+0,62 g vs D: 14,87+0,66 g, p<0,05). Estes resultados também
corroboram com Wolf-Nunes, 2004, que identificou consumo significativamente menor de ragio
em ratos cuja dieta hiperlipidica foi oferecida como tnica fonte de alimento. Além disto, também
em Wolf-Nunes, 2004, foi avaliada a quantidade calorica desta ragdo e foi observado que a dieta
hiperlipidica contém 5 Kcal/g enquanto que a dieta padrio apresenta 4 Kcal/g. Desta forma os
ratos que consumiram dieta hiperlipidica neste presente estudo também apresentaram um
consumo calorico significativamente menor que os ratos que ingeriram dieta padrdo (média de
consumo calérico C: 83,33 + 2,48 Kcal vs D: 74,34 + 3,35 Kcal, p<0,05).

O ganho de peso de ratos jovens que ingeriram dieta hiperlipidica foi semelhante ao dos
ratos que ingeriram dieta padrdo apesar da ingesta alimentar e calorica ter sido significativamente
menor dos ratos que ingeriram dieta hiperlipidica. A ingestdo alimentar fornece ao organismo o

aporte caldrico necessario, juntamente com micronutrientes (vitaminas e sais minerais) e
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macronutrientes (carboidratos, gorduras e proteinas), para realizar as func¢des organicas. O
comportamento alimentar trata-se de um comportamento complexo com varios centros de
controle (HALFORD & BLUNDELL, 2000; SCHWARTZ et al., 2000). Nossos resultados estio
de acordo com trabalhos classicos da literatura demonstrando diminui¢do na ingesta alimentar
quando lipidios sdo administrados intraduodenalmente (NOVIN et al., 1979; REIDELBERGER
et al., 1983; GREENBERG et al., 1990; CARLSON, 2002). Os autores sugerem que existem
receptores de nutrientes no duodeno que enviam para o cérebro sinais nervosos que desencadeiam
a sensacdo de saciedade e que este efeito acontece ainda no periodo pré-absortivo (GREENBERG
et al., 1990).

Além disto, um grande numero de neuropeptideos esta envolvido no controle que o
sistema nervoso central exerce sobre a ingesta alimentar e o balango energético, tais como
neuropeptideo Y, hormoénio liberador de corticotropina, somatostatina entre outros. Entretanto, a
leptina, hormonio sintetizado e secretado pelos adipdcitos e relacionado a quantidade de lipidio
estocado, participa ativamente no sistema no sistema de controle de ingesta (FRIEDMAN et al.,
1985; PELLEYMOUNTER et al., 1995; MAFFEI et al., 1995; FRIEDMAN & HALAAS, 1998,
AINSLIE et al.,, 2000). Os ratos que ingeriram dieta hiperlipidica por seis semanas nao
apresentaram alteragdes na concentragdo circulante de leptina mesmo tendo apresentado aumento
significativo no peso dos paniculos adiposos das regides epididimal e peri-renal (WOLF-
NUNES, 2004). Estes dados estdo de acordo com Haluzik et al. (2000), que, em estudos em
humanos, demonstraram ndo existir diferenga entre as concentracdes séricas de leptina em

individuos hiperlipidémicos ndo obesos.
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Figura 1: Anadlise da ingesta alimentar e ganho de peso de ratos controle (C) e tratados com dieta
hiperlipidica (D). A dieta foi oferecida ad libitum ao longo de 4 semanas aos ratos que permaneceram em
gaiolas coletivas (3 ratos por gaiola). O peso, em gramas (g), dos ratos foi quantificado diariamente e o
consumo de ragdo trés vezes por semana. PI: peso inicial. C_PF: Peso Final dos ratos Controle. D _PF:
Peso Final dos ratos Dieta. C_Ganho: ganho de peso dos ratos Controle. D_Ganho: ganho de peso dos
ratos Dieta. C Ingesta: Média diaria de ingesta de racdo dos ratos Controle. D Ingesta: Média diaria de
ingesta de ragdo dos ratos Dieta. * p<0,05 em relacdo ao PI; # p<0,001 Ingesta diaria dos ratos Controle

vs ingesta diaria dos ratos Dieta. n=5.
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4.1.2 Anadlises plasmadticas
Analisamos as concentracdes plasmaticas de glicose, colesterol total e triacilglicerdis que
estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Concentragdes plasmaticas de ratos controle e submetidos a dieta hiperlipidica por 4
semanas. As analises foram realizadas com auxilio de fitas dosadoras e submetidas a leitura em
aparelho da Accutrend® (Roche Diagnostics D-68298, Mannheim, Germany). O sangue foi

coletado por pun¢do cardiaca em ratos apds jejum de 16 h, com seringa heparinizada e sob

anestesia.
Controle Dieta
(n=7) (n=8)
Glicose, mg/dL 125,28+12,50 117,56+19,03
Triacilglicerol, mg/dL 90,28+3,27 122,25+48,74
Colesterol Total, mg/dL 153,16+0,96 156,85+1,39

Os dados demonstram ndo haver alteragcdo significativa nos valores de glicemia, embora
estes valores estejam acima da concentragdo glicémica de jejum 99 mg/dL, assim como foi
observado por Wolf-Nunes, 2004 (4 semanas: JNA:96,4+5,8 mg/dL, n=5; JHA: 100,6+5,0
mg/dL, n=5 e com 6 semanas: JNA: 104,2+4,8 mg/dL; JHA: 99,6+5,1) e Miotto, 2006 (6
semanas: Normolipidémico 112,9+11,9 mg/dL; Hiperlipidémico: 110,5+4,9 mg/dL).

As concentracdes plasmaticas de triacilglicerdis dos ratos que ingeriram dieta foi 35%
acima dos valores obtidos de ratos controle embora sem diferenca significativa. Wolf-Nunes,

2004 estudando também a administragdo da dieta por quatro e seis semanas em ratos jovens e
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adultos, obtiveram valores para triacilglicerdis de ratos dieta 41% acima dos valores de ratos
controle e neste caso foram estatisticamente diferentes (C=31,8+1,8 mg/dL vs D=44,0+2,8
mg/dL) e Miotto em 2006 confirmou este aumento (51%) com administragdo de dieta por seis
semanas (N=20,9+1,2 mg/dL vs D=51,3+1,7 mg/dL; n=4 e 5 respectivamente).

Em relagdo a concentracdo de colesterol total os dados obtidos neste trabalho estdo de
acordo com Wolf-Nunes, 2004, que descreve ndo haver alteragdo significativa na quarta semana
de administragdo de dieta. Ja para Miotto (2006) que administrou a dieta por seis semanas, obteve
valores significativamente mais elevados de colesterol total.

O aumento da concentracdo de triglicerideos nos animais tratados com dieta nos indica o
inicio do desenvolvimento de um quadro de dislipidemia. Miotto 2006, administrou a dieta por 6
semanas ¢ determinou elevada concentracdo plasmatica de triglicerideos, colesterol total,
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL).
Entretanto, a concentracdo da fragdo lipoprotéica HDL (alta densidade) ndo se alterou com a dieta
enquanto acidos graxos livres também ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa.
A presenga desta dislipidemia decorrente da dieta pode ter um papel mais importante na indugao
de outras alteracdes metabdlicas do que se tem proposto.

Por outro lado, a resisténcia a insulina e o diabetes sdo apontados como os principais
indutores de diversas doengas metabolicas. A insulina apresenta efeito inibitorio na liberacdo de
acidos graxos pelo tecido adiposo e efeito estimulatorio no catabolismo das micelas e da fracdo
VLDL, além de favorecer o clearance da fragio LDL (DEFRONZO & FERRANNINI, 1991;
MALMINIEMI et al., 1995). Contudo, no estado de resisténcia a insulina estas acdes se
apresentam reduzidas e, consequentemente, a concentracdo destes lipidios no sangue se eleva,
pois ocorre uma aceleragdo na sintese de VLDL, enquanto a fracdo HDL se apresenta inalterada

ou mesmo reduzida, o que resulta em hipertrigliceridemia e esteatose hepatica (KUSUNOKI et
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al., 2002), como também foi observado por Wolf-Nunes, 2004 e nos ratos aqui estudados.

Em um estudo feito com humanos em 1998, Bonora et al. constataram que a
hipertrigliceridemia e a diminui¢do da HDL nunca ocorriam como desordens isoladas, e sim
como uma sindrome plurimetabdlica. Logo, no conjunto, os resultados observados neste modelo
de indugdo de dislipidemia podem indicar a instalagio de uma sindrome, conhecida como
Sindrome X ou Sindrome Plurimetabdlica, a qual ¢ caracterizada por um conjunto de diversas
doengas.

A estreita relag@o entre esta sindrome e resisténcia a insulina sugere ser este ultimo um dos
principais fatores conduzindo a sindrome (DEFRONZO & FERRANNINI, 1991; HAFFNER &
MIETTINEN, 1997), visto que resisténcia a insulina, associada a hiperinsulinemia, tem sido
associada ao desenvolvimento de doengas como dislipidemia, aterosclerose e hipertensio
(REAVEN, 1988, DEFRONZO & FERRANNINI, 1991; OSEIL, 1999; RAIJI et al., 2000).
Entretanto, apesar desta corrente indicando ser a resisténcia a insulina o fator causador, a fonte
geradora desta sindrome ainda ndo é conhecida ou comprovada, devido a sua complexidade, o
que conduz a seguinte questio: qual desordem realmente da inicio a Sindrome X?

Miotto 2006, utilizou uma dieta rica em gordura durante 6 semanas para desenvolver
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia em ratos. Contudo, os resultados mostraram aumento
paralelo da glicemia juntamente com uma hiperinsulinemia, leve hipertensio arterial e hipertrofia
ventricular cardiaca no periodo relativamente curto da administracdo da dieta hiperlipidica,
sugerindo que um desequilibrio lipidico poderia ser o fator desencadeante de todo o processo que
conduzird a uma resisténcia a insulina e, possivelmente, a longo prazo, a Sindrome X.

Por exemplo, Pan et al. (1997) propuseram que o actimulo intracelular de triglicerideo
poderia aumentar a producdo de glicose e, consequentemente, interferir com a acdo da insulina,

de forma a reduzir a a¢do da insulina na musculatura (BODEN, 1996, BERGMAN & ADER,
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2000).

Ja em 1978, Bernstein et al. sugeriam um mecanismo patogénico para o desenvolvimento
de hipertrigliceridemia, onde um estado de resisténcia a captacdo de glicose conduziria a
hiperinsulinemia que, por sua vez, aumentaria a produgdo de lipoproteinas de muito baixa
densidade rica em triglicerideos (VLDL-TG), aumentando assim a concentragdo plasmatica de
triglicerideos. Como ja citado por Danev et al. (1997), a concentracdo aumentada de lipideos
plasmaticos correlaciona-se significativamente com um tonus simpatico cronicamente
aumentado, pois o sistema nervoso simpatico ¢ responsivo a ingestdo alimentar (KAUFMAN et
al., 1991) e recentes evidéncias experimentais indicam que sua atividade pode ser alterada pela
dieta ou, mais especificamente, pela alta concentracdo de macronutrientes como carboidratos e
lipidios na corrente sanguinea, de forma que situagdes de jejum tendem a suprimi-la, enquanto
dietas ricas nestes macronutrientes tendem a aumenta-la (CRANDALL et al., 1983; DEFRONZO
& FERRANNINI, 1991; KAUFMAN et al., 1991).

Viarios dados na literatura apontam o fato de que a ingestdo de uma dieta hiperlipidica afeta
outros parametros fisiologicos, como indu¢do da ativagdo do eixo sistema nervoso simpatico-
medula adrenal e também do eixo hipotalamo-hipofise-cortex adrenal causando, respectivamente,
a elevacdo das concentragdes plasmaticas de catecolaminas e de glicocorticdides. Catecolaminas
que atuam como neurotransmissores poderiam causar elevacdo adicional nas concentragdes de
glicocorticdides, através de adrenoceptores localizados no hipotdlamo, os quais estimulam a
liberacdo de hormonio liberador da corticotrofina (CRH). Este ultimo causa elevag¢do nas
concentragdes plasmaticas ndo apenas de corticotrofina (ACTH) (NOMURA et al., 1981; AL-
DAMLUIJI, 1988), como também das préprias catecolaminas (BROWN & FISHER, 1984; 1985),
as quais, em conjunto, promovem alteragdes metabdlicas no sentido de causar mobilizagdo de

substratos energéticos a partir dos tecidos de armazenamento, como o hepatico e o adiposo
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branco, liberando-os para a circulacdo sanguinea (BERNE & LEVY, 2000). Isto afetaria
significativamente o metabolismo de carboidratos, pois as catecolaminas enddgenas,
principalmente a adrenalina, estimulam a glicogendlise e a gliconeogénese hepaticas (HIMMS-
HAGEN, 1967; EXTON et al., 1972; HUE et al., 1978; YOREK et al.,, 1980; KNEER &
LARDY, 1983; PILKIS et al., 1988; WATT et al., 2001). Em tecido pancreatico estas, através de
adrenoceptores [, estimulam a liberagdo de glucagon pelas células [ das ilhotas de Langerhans,
enquanto inibem a liberagdo de insulina pelas células [1 (PORTE JR., 1969; POERTE JR. &
ROBERTSON, 1973), sendo que os adrenoceptores [| podem estimular a libera¢do de insulina
pelas células [-pancreaticas (YOSHIDA, 1992; ATEF et al., 1996). A corticosterona por sua vez
influencia o metabolismo de carboidratos por meio de sua acdo permissiva aos efeitos
glicogenoliticos e gliconeogénicos das catecolaminas e do glucagon (EXTON et al., 1972). Como
resultado destes efeitos ocorre aumento da glicemia (VERAGO et al.,, 2001; RETANA-
MARQUEZ et al., 2003).

Se considerarmos a possibilidade de que nos ratos hiperlipidémicos ocorra uma
hiperatividade simpatica esta condi¢do poderia resultar em um significativo aumento da glicemia
de jejum, como verificado nos ensaios do ivGTT e do clamp por Miotto, 2006, quando analisada
a glicemia pelo glicosimetro, ou seja ratos acordados e glicemia analisada no sangue total.
Entretanto, quando amostras sanguineas de ratos hiperlipidémicos foram analisadas com o kit
enzimatico, ¢ em ratos anestesidados ndo identificamos a diferenca. Além disso, fatores que
conduzem a esta glicemia de jejum elevada, como uma captacdo reduzida da glicose, foram
verificados em testes como o de tolerdncia a glicose, mas nenhuma diferenga estatistica foi
observada.

Srinivasan et al. (2005), utilizaram o ensaio de ivGTT para determinar a sensibilidade a

insulina e verificaram reducdo significativa da taxa de remocdo de glicose. Entretanto, estes
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autores utilizaram uma porcentagem de gordura na dieta administrada aos animais muito superior
a utilizada em nosso modelo (58% vs 25).

Os valores médios da taxa de infusdo de glicose no clamp euglicémico-hiperinsulinémico
realizado por Miotto, 2006, demonstraram valores significativamente mais elevados para o grupo
hiperlipidémico, o que ndo estd de acordo com dados de literatura onde se observa resisténcia a
insulina (KUSUNOKI et al.,, 2002). Este resultado indica, por outro lado, que os ratos
alimentados com dieta hiperlipidica apresentam maior captagdo da glicose sanguinea, com
significancia estatistica observada na segunda hora do ensaio. O que diferencia o ensaio de
Miotto dos outros da literatura é que foi realizado com os ratos acordados, isto pode influenciar a
captagdo de glicose quando comparada aos ratos anestesiados. Wolf-Nunes (2004) verificou que,
mesmo os ratos apresentando hiperinsulinemia apds 6 semanas de ingestdo de dieta hiperlipidica,
os adipdcitos isolados da regido epididimal de ratos do grupo dieta ndo apresentava alteragdo na
resposta antilipolitica da insulina.

Farias-Silva et al. (2002) verificaram, em estudos de inducdo de estresse em ratos por
choque nas patas, que estes animais apresentavam hiperglicemia e hiperinsulinemia apds trés
sessdes de choque. Por outro lado, verificaram também que a secrecdo estatica de insulina pelas
ilhotas pancreaticas estimulada pela glicose ndo estava alterada pelo choque. Neste modelo foram
quantificadas as concentracdes de corticosterona as quais estavam significativamente mais
elevadas em ratos do grupo choque (VERAGO et al., 2001).

Glicocorticoides e catecolaminas inibem a captagdo de glicose por tecidos periféricos, desta
forma conservando-a para eritrocitos e células nervosas. Assim, a elevada concentragdo
plasmatica de glicose resistente a hiperinsulinemia observada por Miotto, 2006, como aquela
observada em ratos submetidos a estresse, pode ser consequéncia da alta concentragdo destes

hormdnios do estresse, ao invés de resisténcia a insulina. Além disso, neste caso, poderiamos
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pensar que a dieta hiperlipidica administrada aos animais seria uma fonte de estresse, conduzindo
a efeitos semelhantes aqueles verificados pelo choque nas patas.

Assim, com os resultados obtidos até 2006, havia a indicagdo de que os ratos submetidos a
dieta hiperlipidica ao longo de seis semanas ndo estavam resistentes a insulina e, aparentemente,
apresentam sensibilidade maior ao seu efeito de promover a captacdo de glicose, quando
avaliados por clamp euglicémico-hiperinsulinémico e sem anestesia. O fato destes ratos ndo
apresentarem um estado de resisténcia a insulina parece demonstrar uma condi¢do prévia a todos
os sintomas da sindrome metabolica que se pretendeu induzir neste modelo animal. As variagdes
na administra¢do da dieta novamente devem ser consideradas, pois diferencgas da porcentagem de
lipidios utilizados nos varios estudos e a questdo do prazo durante o qual a dieta foi administrada
nos remete a seguinte questdo: Qual seria o tempo de hiperinsulinemia para que a resisténcia a
insulina se instale?

Resisténcia a insulina pode promover diminui¢do do conteudo de glicogénio no musculo
esquelético (KUSUNOKI et al., 2002). Sob condigdes experimentais de euglicemia e
hiperinsulinemia, como no ensaio de clamp euglicémico-hiperinsulinémico, o metabolismo nao-
oxidativo da glicose refletiria primariamente a sintese de glicogénio no musculo esquelético, com
apenas pequena quantidade de glicose sendo convertida em lipidios e/ou lactato. Um estado de
resisténcia a insulina poderia promover uma diminui¢do do metabolismo nao-oxidativo da glicose
estimulado pela insulina e, desta forma, uma menor estocagem de glicose no musculo na forma
de glicogénio seria verificada (VESTERGAARD et al., 1995).

Outro resultado que sugere a ndo resisténcia a insulina nos ratos que ingeriram dieta por
seis semanas ¢ que o conteudo de glicogénio avaliado nos musculos ventricular e gastrocnémico
por¢do vermelha ndo estavam alterados enquanto que o musculo gastrocnémico por¢do branca

estava significativamente elevada. (MIOTTO, 2006). Este efeito pode ser decorrente da maior
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adaptacdo deste tipo de musculo, de fibras glicoliticas, a determinadas situagdes onde uma maior
reserva energética se faz necessaria, como ocorre em condi¢des de estresse cronico. Entretanto,
ha de se considerar as informag¢des da literatura quanto a ativa¢do do sistema nervoso simpatico
em modelos de dislipidemias. Esta informag¢ao nos remete a sugestdo de que a captacdo periférica
de glicose pode estar sendo compensada pela agdo do simpatico.

Resisténcia a insulina pode promover diminui¢do na atividade da glicogénio sintetase, o
que resulta em redugdo na sintese de glicogénio (KUSUNOKI et al., 2002). No entanto, como
relatado por Upton et al. (1998) que verificaram que a sintese de glicogénio no figado ndo era
afetada em ratos diabéticos Zucker, este efeito nem sempre foi confirmado. Além disso,
Kusunoki et al. (2002) também estudaram ratos alimentados por 10 semanas com dieta rica em
lipideos, mas contendo 26,7% de 6leo de girassol, e afirmaram haver uma relagdo inversa entre o
conteido de glicogénio e de triglicerideo hepatico. Resultados anteriores obtidos em nosso
laboratério com este modelo animal ja confirmaram a condi¢do de esteatose hepdatica nestes
animais (WOLF-NUNES, 2004; MIOTTO, 2006). No entanto, pelos dados obtidos até 2006
sugerimos que o quadro de resisténcia a insulina nio esta instalado nestes animais e, apesar da
condi¢do de esteatose hepatica observada neste modelo, podemos verificar que o contetido de
glicogénio hepatico ndo foi alterado entre os grupos estudados, apenas sao depletados pelo jejum
a que os animais foram submetidos. Logo, como seria mantida esta glicemia de jejum elevada nos
ratos alimentados com dieta hiperlipidica?

Uma possibilidade relaciona-se com a hipdtese de Randle et al. (1963), onde a elevada
concentragdo de acidos graxos livres decorrente da dieta e, consequentemente, o aumento de sua
disponibilidade, os torna mais utilizados para processos metabdlicos oxidativos, reduzindo a
captagdo de glicose e sua utilizacdo no tecido muscular esquelético e no tecido adiposo. Isto

poderia, ainda, ocasionar o acumulo intramuscular de triglicerideos e o aumento da produgdo de
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glicose, o que precederia as agdes periféricas da insulina (BODEN, 1996; PAN et al., 1997,
BERGMAN, 2000).

Além disso, produtos derivados do tecido adiposo, como leptina, PPARy, TNFa apresentam
acdes fundamentais na regulagdo do armazenamento dos substratos energéticos € na sua
homeostasia. O aumento de PPARy pode contribuir, por exemplo, para aumentar a expressdo de
genes envolvidos no transporte e na oxidagdo de acidos graxos no musculo esquelético, podendo
até ocasionar o acumulo de lipidios no musculo, reduzindo sua capacidade oxidativa em sujeitos
obesos e diabéticos e afetar o metabolismo glicémico (KAWAMURA et al., 2004).

Outra possibilidade envolve a producio de lactato: animais alimentados com dieta rica em
gordura apresentam aumento da taxa de conversdo de glicose para lactato, o qual seria
reconvertido a glicose no figado pelo ciclo de Cori. Este efeito da dieta seria rapido (em torno de
duas semanas) e estaria acompanhado por um estado de resisténcia especifica em certos tecidos
ou mesmo sistémica a insulina (DIGIROLAMO et al., 1992). Entretanto, antes do quadro de
resisténcia a insulina se fixar, poderia ser observada uma elevacdo da glicemia e, em resposta,
uma hiperinsulinemia.

Sabe-se que o excesso de algum dos itens na suplementagdo alimentar, principalmente com
relacdo a glicose e a gordura, pode causar resisténcia a insulina nos tecidos muscular e adiposo,
bem como prejudicar a supressdo da producdo enddgena de glicose. Modelos experimentais
alimentados com dietas ricas em gordura mostraram redu¢do na tolerancia a glicose, associada a
um menor metabolismo basal da glicose e/ou mediado pela insulina (PROIETTO et al., 1999).

A diminui¢do na afinidade da insulina a seu receptor e/ou do transporte de glicose sao
constantemente relacionados a alteragdes da composi¢cdo de acidos graxos da membrana celular,
sdo decorrentes de dieta hiperlipidica e rica em gordura saturada, como a que constitui a dieta

utilizada neste experimento. Esta ¢ considerada mais deletéria com relagdo a resisténcia a insulina



33

induzida por gordura, quando comparada a dietas mono e poliinsaturada (LICHTENSTEIN &
SCHWAB, 2000). Além disso, o consumo excessivo de calorias e consequente ganho de peso
também conduzem ao quadro de resisténcia dos tecidos a agdo da insulina.

No entanto, as células pancreaticas sdo capazes de aumentar sua atividade secretora quando
a eficicia na agdo deste horménio diminui. O resultado ¢ um estado metabdlico bem
compensado, onde a resisténcia a insulina ¢ compensada pelo aumento de sua secre¢do causando
hiperinsulinemia. Com a continuidade deste estado de resisténcia a insulina, a excessiva taxa de
secrecdo de insulina ndo pode ser mantida e o individuo torna-se diabético, além de estar sujeito
as demais disfun¢des descritas acima (DEFRONZO & FERRANNINI, 1991). Assim, podemos
questionar: em que estdgio se encontram os animais deste estudo? Uma vez que apresentam
aumento significativo na glicemia de jejum, quando submetidos a dieta por seis semanas, mas
ndo apresentam alteragdes no teste de tolerdncia a glicose ou no clamp euglicémico-
hiperinsulinémico acordados, e nem alteracdes na resposta anti-lipolitica de adipocitos
epididimais isolados, a insulina.

Outro aspecto importante estd relacionado ao sistema nervoso simpatico (SNS) que também
apresenta uma importante fungfo regulatéria do metabolismo favorecendo, por exemplo, a
lipélise e aumento de captagdo de glicose e, simultaneamente, sobre o sistema cardiovascular
promovendo, por exemplo, vasoconstrigao.

Interessantemente, a insulina também pode atuar sinergicamente relacionando a absorc¢io
dos nutrientes a atividade simpatica. Esta relacdo entre insulina e atividade do sistema nervoso
simpatico pode ocorrer pela agdo do hormonio leptina, liberado pelos adipocitos e que atua no
sistema nervoso central promovendo a sensacdo de saciedade. A insulina promove aumento da
expressdo e da secrecdo de leptina pelo tecido adiposo branco, a qual aumenta a atividade do

sistema nervoso simpatico. Por uma al¢a de feedback negativo, as catecolaminas liberadas pela
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ativacdo simpatica inibem, via adrenoceptores 3, a expressdo do gene responsavel pela sintese
deste hormonio pelas células adiposas (NONOGAKI, 2000).

Pode-se hipotetizar que, devido a hiperlipidemia mantida, a insulina sinaliza
constantemente a secre¢do de leptina que, por sua vez, mantém o tonus simpatico ativado, de
forma a produzir efeitos tais como maior mobilizagdo das reservas energéticas, favorecendo a
manuten¢do da hiperlipidemia e da elevada glicemia de jejum, nos ratos com 6 semanas de
ingestdo de dieta, entretanto ratos com ingestdo de dieta por 4 semanas estas alteracdes nas
concentragdes de leptina, de insulina, estoques de glicogénio ndo foram avaliadas, sendo assim
alteracdes observadas neste periodo sdo exclusivamente decorrentes das altas concentragdes de

lipideos circulantes que sdo os desencadeadores de todo o processo.
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4.1.3 Anadlise Morfologica e Histologica do Tecido Hepdtico

A avaliagdo morfologica e histologica do tecido hepatico confirma que a dieta
administrada por 4 semanas ja foi eficaz para a instalagdo do quadro de dislipidemia, causando
inclusive esteatose hepatica conforme relatado previamente por Miotto, 2001; Wolf-Nunes, 2004
e Miotto, 2006, quando administraram a dieta por 6 semanas.

Podemos observar na Figura 2, que os ratos tratados com dieta hiperlipidica por 4
semanas apresentaram hepatomegalia caracterizada por aumento no tamanho e peso do figado. O
figado dos ratos hiperlipidémicos apresentou coloragdo esbranqui¢cada com pontos escuros em
toda extensdo, além de consisténcia diferente daquela observada no grupo controle.

a) b)

Figura 2: Foto ilustrativa do tecido hepatico de ratos controle (a) e submetidos a dieta hiperlipidica (b) ao
longo de 4 semanas. Os ratos controle ingeriram ra¢do padrdo para laboratorio contendo 4% de gordura e
0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a rag@o hiperlipidica tinha a seguinte composicdo: 15% de gordura de
manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de acido colico (HN&C Consultoria em Nutri¢do

Experimental, Brasil).

A investigagcdo histoldgica do figado por meio de cortes corados com hematoxilina e
eosina (HE) e também por Sudan Black B (Figura 3) confirmaram um quadro de esteatose

hepatica nos ratos tratados com a dieta rica em lipidios, observando-se a vacuolizagdo do
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citoplasma devido ao depodsito de lipidios. Esses depdsitos ndo sdo corados com HE, mas a
coloracdo com Sudan Black B confirmou a deposi¢do de lipidios no citoplasma dos hepatdcitos
desses animais. Como seria de esperar, a dieta rica em gordura induziu ao acumulo de lipidios
hepaticos no grupo Dieta (C), mostrando esteatose microvesicular ou macrovesicular ao redor da

zona periportal, necrose e inflamagdo, juntamente com hepatdcitos alargados. Deposi¢do de

gordura neste grupo foi classificada como mista.

Figura 3: Fotomicrografia de cortes histologicos de tecido hepatico retirado de ratos tratados com dieta
padrédo (A e C) e ratos tratados com dieta hiperlipidica por 4 semanas (B e D), sendo A e B coradas com

hematoxilina e eosina enquanto C e D coradas com Sudan Black B.
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4.2 Analise da Expressdo Génica por qRT-PCR

Diante dos resultados observados neste modelo de indu¢do de dislipidemia pela dieta
avaliamos os mecanismos moleculares envolvidos, analisando por técnica de qRT-PCR a
expressdo génica das pricipais enzimas envolvidas no metabolismo lipidica e glicidico do tecido
hepatico e adiposo branco.

As amostras coletadas para analise por qRT-PCR foram preparadas segundo método do
Trizol para posterior extragdo de RNA. Para garantir a integridade das amostras, estas foram

analisadas em gel de eletroforese (Figura 4) e por Nanodrop (Tabela 3). Assim a constatacdo da

integridade das amostras nos permitiu dar prosseguimento aos procedimentos.

Figura 4: Gel de integridade das amostras de RNA extraidas das amostras de tecido adiposo epididimal,
mesentérico e peri-renal e tecido hepatico de animais controle e dieta administrada por 4 semanas. (DRD:
animal dieta Peri-renal direito; CRD: animal controle Peri-renal direito; DM1: animal dieta amostra 1 do
mesentérico, CM1: animal controle amostra 1 do mesentérico; DED: animal dieta epididimal direito;
CED: animal controle epididimal direito; DHS: animal dieta hepatico superior; CHS: animal controle
hepatico superior). Os nimeros em frente as identificagdes indicam o numero de marcas existentes no

rabo do animal para identificagdo do mesmo.
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Tabela 3: Andlise das amostras de RNA extraidas das amostras de tecido adiposo epididimal,

mesentérico e peri-renal e de tecido hepatico de animais controle e dieta por 4 semanas por

Nanodrop.
# |Sample ID User [Date and Time Nucleic Acid Conc. [Unit [A260 A280 260/280 |260/230 |Sample Type |Factor
1 _|Branco - miliQ |Cris |30/7/2010 15:17:51 0.1|ng/ul 0,003 0,007 042 -0,2|RNA 40
2 MCHS Cris [30/7/2010 15:19:11 9464 8[ng/ul 236,622 114,123 2,07 1,98|RNA 40
3 1D HS Cris _[30/7/2010 15:22:37 12,3177 ug/ul 307,943 150,67 2,04 1,77|RNA 40
4 TCRD Cris |30/7/2010 15:24:00 1,1326|ug/ul 28,314 13,919 2,03 1.48|RNA 40
5 |"DRD Cris |30/7/2010 15:25:28 1,2191|pg/ul 30,477 15,316 1,99 0,72|RNA 40
6 |1CED Cris _|30/7/2010 15:26:54 1,2162|ug/ul 30,408 15,157 2,01 1,67|RNA 40
7 "DED Cris |30/7/2010 15:28:05 1,2844 |ug/yl 32,111 15,595 2,08 1,21|RNA 40
8 [100701.1 Cris [30/7/2010 15:29:34 0,2971 {ug/pl 7,428 3871 1,92 0,41|RNA 40
9 [100701.2 Cris [30/7/2010 15:31:55 0,5765|ug/ul 14,414 7,191 2 1,42|RNA 40
10 [100527.1 Cris _|30/7/2010 15:33:30 0,2412|pg/ul 6,029 3,083 1,96 1,52|RNA 40
11 [100527.2 Cris |30/7/2010 15:35:41 0,5292 [pg/ul 13,231 6,451 2,05 1.48|RNA 40
B—
Date and Time ucleic Acid Co init_[A26/ - 260/230 [Sample Type |Factor |
3 12/8/2010 14:35:49 ng/pl 91,892 2,04 2,2|RNA 40
2|1DM1 Cris_[12/8/2010 14:37:25 599 2 ng/ul 14 98 7,918 1,89 1,.91|RNA 40
3|2CM1 Cris [12/8/2010 14:38:22 1720,4 [ng/ul 43,009 21,795 1,97 2,19/RNA 40
412DM1 Cris [12/8/2010 14:39:16 B881,2|ng/ul 22,031 11,097 1,99 1,86/ RNA 40
SIm Cris [12/8/2010 14:40:01 122,3[ng/ul 3,057 1,702 1,8 0,46 RNA 40
6|2DRD Cris [12/8/2010 14:41:01 484 4|ng/pl 12,109 6,315 1,92 1,52|RNA 40
7|2CED Cris_[12/8/2010 14:41:51 858,6|ng/ul 21,465 10,517 2,04 1,87 |RNA 40
8|2DED Cris_|12/8/2010 14:42:32 236 |ng/ul 5.9 3,029 1,95 0,85 RNA 40
9|2CHS Cris [12/8/2010 14:43:24 8951,5/ng/ul 223,788 108,075 2,07 2,21|RNA 40
10|2DHS Cris_[12/8/2010 14:44:14 4559,5|ng/ul 113,887 56,623 2,01 2,16|RNA 40
11]3CED Cris_[12/8/2010 14:45:00 614,4|ng/ul 15,361 7,777 1,98 1,64 RNA 40
12|3DED Cris_}12/8/2010 14:46:11 596, 7§ng/ul 14,917 7,65 1.95 1,741RNA 40
13|3CRD Cris [12/8/2010 14:46:55 662,5|ng/ul 16,563 B,554 1,94 2,02 RNA 40
14|3DRD Cris [12/8/2010 14:47:39 567,4|ng/ul 14,186 7,325 1,94 1,93|RNA 40
15 Cris [12/8/2010 14:48:35 124, 2|ng/ul 3,108 1,72 1,81 0,34 RNA 40
# | SampleID | User | Date and Time | Nucleic Acid Conc. [ Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type | Factor
1 3CHS 18.02.11 8387,3 ng/ul | 209,881 102,77 2,04 2,16 RNA 40
2 3DHS 18.02.11 4380,8 ng/pl | 109,523 54,176 2,02 2,03 RNA 40
3 4CHS 18.02.11 9418.4 ng/ul | 235,459 115,073 2,05 a3 RNA 40
4 4DHS 18.02.11 3939.6 na/ul 98,491 48,803 2,02 1,94 RNA 40
5 5CHS 18.02.11 7846.8 ng/ul | 196,171 96,29 2,04 2,08 RNA 40
B 5DHS 18.02.11 3903,1 ng/ul 97.577 47,919 2,04 2,08 RNA 40
7 6CHS 18.02.11 7683,6 ng/pl | 192,089 94,008 2,04 217 RNA 40
8 8DHS 18.02.11 4253 ng/ul | 106,325 | 52,329 2,03 2,1 RNA 40
9 3CM1 18.02.11 873,6 ng/ul | 21,839 11,229 1,94 1,31 RNA 40
10 EDM1 18.02.11 668,7 ng/pl 16,718 9,068 1,84 1.5 RNA 40
1 4CM1 18.02.11 9049 na/ul 22,621 11,857 1.91 1,13 RNA 40
12 40M1 18.02.11 758,4 ng/ul 18,859 10,285 1,84 1,67 RNA 40
13 5CM1 18.02.11 1071,3 ng/l 26,782 14,235 1,88 1,38 RNA 40
14 5DM1 18.02.11 12916 ng/ul 32,291 16,464 1,96 1,51 RNA 40
15 6CM1 18.02.11 1000,4 ng/ul 25.008 13,185 1,9 1,71 RNA 40
16 6DM1 18.02.11 1289,2 ng/ul 32,23 16,345 1,97 1,62 RNA 40
17 4CED 18.02.11 476 ngil | 11,9 6,103 1,95 1,28 RNA 40
18 4DED 18.02.11 575,9 ng/l | 14,398 8,213 1,75 1,46 RNA 40
19 5CED 18.02.11 750,5 ng/pl 18,763 10,01 1,87 1,72 RNA 40
20 SDED 18.02.11 7176 ng/ul 17,941 9,78 1,83 1,18 RNA 40
21 6CED 18.02.11 150,5 ng/ul 3,763 3,425 1.1 0,74 RNA 40
22 6DED 18.02.11 708,8 ng/ul 17.720 9,65 1,84 1,54 RNA 40
23 4CRD 18.02.11 7239 ng/ul 18,097 9,578 1,89 1,07 RNA 40
24 4DRD 18.02.11 4972 ng/ul 12,249 6.837 1,78 1,64 RNA 40
25 SCRD 18.02.11 832,5 ng/ul 20,814 10,724 1,94 0,7 RNA 40
26 5DRD 18.02.11 608 ng/ul 152 8.032 1,88 1,88 RNA 40
27 B6CRD 18.02.11 5079 ng/pl 12,698 7,111 1,79 1,23 RNA 40
28 6DRD 18.02.11 6257 ng/ul 15,644 8,52 1.84 1,43 RNA 40

Confirmada a integridade das amostras prosseguimos com a transcri¢do para cDNA e

analise das expressdes génicas por qRT-PCR .
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4.2.1 Andlise da expressdo génica de enzimas no tecido hepdtico

No tecido hepatico foram analisadas as seguintes enzimas: LPL, PDK4, PFK1, Acaca,
GyK e PDP2.

4.2.1.1 LPL hepadtica

Os tecido hepatico dos ratos que ingeriram dieta por 4 semanas apresentou aumento
significativo na expressdo génica da enzima LPL (p<0,05) (Figura 5). Tratando-se de uma
enzima chave do metabolismo lipidico participando como disponibilizadora lipidica e permitindo
a absor¢do lipidica pelos tecidos, esse aumento reforca os dados histologicos que demonstraram
acumulo lipidico citoplasmatico nos hepatocitos. A LPL aumentada estaria, portanto,
promovendo uma maior absor¢do lipidica para o tecido hepatico.

Segundo Brown et al. (2011) a atividade hidrolitica da LPL hepatica de camundongos
pode estar envolvida na regulagdo da via de transcricdo de Receptores Ativados por
Proliferadores de Peroxissoma (PPARs), dado o papel destes receptores nucleares de acido graxo
que sdo ativados nas respostas pelo tecido hepatico. Os PPARs (alpha, gama e delta) compdem
uma familia de fatores de transcricdo ativada por ligantes que regulam o balango energético,
incluindo o metabolismo lipidico. Eles demonstraram que, em contraste com a LPL endotelial e
LPL de tecidos extra-hepaticos, que ativam PPAR alpha, a LPL hepatica hidrolisa VLDL para
gerar predominantemente ativacdo da PPAR delta. Ao integrar esses dados com uma abordagem
global de perfil metabdlico, descobriram que a hidrélise de VLDL pela LPL hepatica gera acidos
graxos insaturados especificos que podem induzir a uma resposta transcricional dependente de
PPAR delta in vitro e in vivo, com efeitos funcionais gerando a formacdo de goticulas lipidicas
celulares nos hepatocitos, provocando assim o quadro de esteatose hepatica visivel nas em nossas

analises histoldgicas (Figura 3).
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Em outro estudo com camundongos deficientes de LPL hepatica (hl / - ), foi relatado que
embora estes animais apresentem peso corporal normal em uma idade jovem, com o tempo eles
ganham menos peso e gordura corporal do que os controles com uma dieta padrio, e esse efeito é
mais proeminente quando os ratos s3o alimentados com uma dieta hiperlipidica. Neste tipo de
dieta, a redug¢do do peso corporal em hl / - ratos foi associada a reducdes significativas na
porcentagem corporal de gordura e no tamanho da célula de gordura em comparacdo com
controles selvagens, indicando que a deficiéncia de LPL hepatica protege contra a obesidade
induzida pela dieta. (CHIU et al., 2010).

O mecanismo delineado observou diferengas de peso corporal e massa gorda envolvendo
tanto aumento modesto do gasto de energia quanto uma diminui¢do mais substancial na ingestao
alimentar. Considerando que a deficiéncia de LPL hepatica protege fortemente contra a esteatose
hepatica induzida por obesidade, foi pouco o impacto sobre as medidas do metabolismo da
glicose.

Pode-se concluir que a LPL hepatica € necessaria para o controle do balango energético e
acumulo de gordura corporal. Dessa maneira os resultados sugerem que o efeito da obesidade,
induzida pela dieta, para causar esteatose hepatica, mas ndo a resisténcia a insulina ou

intolerancia a glicose, ¢ dependente da LPL hepatica (CHIU et al., 2010).



41

3,5 *
s
2
g 25
8
g 2
[« 8
a |
S 15
8 |-
2
E05
o
o

0

Controle Dieta

Figura 5: Expressdo génica da enzima LPL em tecido hepatico isolado de ratos controle e que ingeriram
dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle ingeriram rag¢do padrio para laboratdrio
contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a rag@o hiperlipidica a seguinte composigio:
15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol ¢ 0,5% de acido colico (HN&C Consultoria
em Nutri¢do Experimental, Brasil). *p<0,05 - teste # Student. n = 6.

4.2.1.2 G6PC hepadtica

A enzima glicose-6-fosfatase (G6PC) catalisa a hidrélise de glicose-6-fosfato a glicose,
que uma vez na corrente sanguinea se liga ao transportador da glicose 4 (GLUT4) presente na
membrana celular dos tecidos alvos, permitindo a absorc¢do de glicose do plasma e deposicido no
tecido adiposo e musculo. A expressdo génica da enzima glicose-6-fosfatase foi
significativamente menor em tecido hepdtico de ratos submetidos a dieta hiperlipidica por 4
semanas em relagc@o aos controles (Figura 6).

Este achado pode ser explicado devido ao fato da atividade enzimatica da G6PC ser
proporcional ao contetido intracelular de seu substrato, ou seja, glicose-6-fosfato que por sua vez
tem sua producdo aumentada em virtude do estimulo da glicogendlise e da gliconeogénese no

jejum. Estudos feitos em ratos com 10 semanas de vida tratados por 40 semanas com dieta padrao
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e hiperlipidica mostraram a instalacdo de um quadro de obesidade, o que ndo ocorre com os
nossos animais devido ao tempo de tratamento de 4 semanas. Porém, neste estudo ocorre a
diminui¢do da expressdo génica da subunidade catalitica da glicose-6-fosfatase (G6PC) hepatica,
uma enzima critica envolvida na glicogenolise hepatica e gliconeogénese, sendo esta alteragdo
provavelmente uma resposta a hiperinsulinemia exibida em ratos obesos na idade de 30 semanas.
(HOFFLER et al., 2009). Estes dados vdo de encontro com nossos resultados apesar da diferenca
no tempo de tratamento, uma vez que estudos realizados em nosso laboratério verificaram
aumento na concentrag¢do de insulina plasmatica em animais alimentados com dieta hiperlipidica
(WOLF-NUNES, 2004). Assim podemos inferir que a presen¢a da insulina inibe os processos de
glicogenodlise e gliconeogénese reduzindo a concentracdo de glicose-6-fosfato, que por sua vez

reduz a atividade da enzima G6PC e, portanto sua expressdo génica no tecido hepatico.

*
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Expressdo Glicose é fosfatase

Figura 6: Expressdo génica da enzima G6PC em tecido hepatico isolado de ratos controle e que ingeriram
dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle ingeriram ragdo padrdo para laboratério
contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a rag@o hiperlipidica a seguinte composigéo:
15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de acido colico (HN&C Consultoria
em Nutri¢do Experimental, Brasil) *p<0,05 - teste # Student. n = 6.
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4.2.1.3 PDK4 e PFKI hepadtica

A expressao das enzimas PDK4 e PFK1 apresentaram significativamente aumentadas em
tecido hepatico de ratos submetidos a dieta hiperipidica por 4 semanas (Figura 7).

O complexo piruvato desidrogenase (CPD) catalisa a descarboxilagdo oxidativa do
piruvato (componente E1 — piruvato descarboxilase), a transferéncia do grupo resultante acetil
para o HS-CoA (componente E2 - dihidrolipoil transacetilase) e a regeneragdo da lipoamida
oxidada (componente E3 — dihidrolipoil desidrogenase) (MARZZOCO & TORRES, 2007).

A reagdo associa a glicdlise ao metabolismo oxidativo, pois o produto acetil-CoA entra no
ciclo do acido citrico. A reacdo a este ponto critico de ramificacdo no metabolismo ¢ irreversivel
e, portanto, bem controlado. A principal regulagdo ocorre por fosforilacdo reversivel do
componente E1 do CPD, que inibe a atividade enzimatica. O complexo PDH contém enzimas
associadas reguladoras, incluindo piruvato desidrogenase quinase (PDK) e piruvato
desidrogenase fosfatase (PDP). As atividades destas enzimas determinam a propor¢do de PDH
em seu estado ativo, ou seja, desfosforilada. Sendo assim a atividade da PDK promove
fosforilagdo do complexo e, portanto a sua inibi¢do (HOUTEN et al., 2009).

A regulacdo da atividade do CPD desempenha um papel importante na adequagdo na
atividade metabolica dos érgdos, o que significa a escolha de quais substratos um 6rgao ird usar
para manter a homeostase energética. Em condi¢des normais, condi¢cdes de boa alimentagdo, a
glicose € o substrato preferencial para a oxidagdo. Durante o jejum, no entanto, a beta-oxidagdo
mitocondrial de acidos graxos vai se tornar uma fonte de energia mais importante como uma
alternativa para a glicose (HOUTEN et al., 2009).

Esta relagdo de reciprocidade entre a beta oxidacdo e a oxidagdo de glicose é conhecida
como o ciclo da glicose-acido graxo, ou ciclo de Randle (RANDLE et al., 1963). Na fisiologia

normal, a fun¢do principal deste ciclo € poupar a glicose durante o jejum, quando a oferta de
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glicose ¢ limitada e os acidos graxos livres plasmaticos e a beta oxidagao estdo elevados. O ciclo
de Randle desempenha um papel crucial na fisiopatologia de doengas metabdlicas, como diabetes
tipo 2 (HUE & TAEGTMEYER, 2009).

A atividade de PDK ¢ regulada por dois mecanismos de curto e longo prazo. Regulacdo a
curto prazo inclui a ativagdo de PDK por produtos da reacdo da PDH, ou seja, acetil-CoA e
NADH. Assim, alta taxa de acetil-CoA / CoA e NADH / NAD + ativa PDK, levando a uma
fosforilagdo inibitoria do CPD. A atividade da PDK ¢ inibida pelo préprio substrato, o piruvato
(Figura 7). A longo prazo regulagdo da PDK ocorre principalmente ao nivel da transcri¢do. Nos
mamiferos, existem quatro PDKs, que tém diferentes propriedades bioquimicas e sdo expressas
de forma tecido-especificos (BOWKER-KINLEY et al., 1998; PATEL & KOROTCHKINA,
2006; SUGDEN & HOLNESS, 2006; ROCHE & HIROMASA, 2007). PDK1 foi encontrada
quase exclusivamente em corag@o de rato. Recentemente, foi descrito que PDK1 ¢ um alvo para
inducdo de hipoxia fator-1a (HIF-1a) (KIM et al., 2006; PAPANDREOQOU et al., 2006). Como tal,
PDK1 desempenha um papel indispensavel na adaptacdo de metabolismo celular a hipdxia.

PDK3 ¢ abundantemente expressa em testiculo de ratos, mas seu papel ¢ relativamente
inexplorado. PDK2 e PDK4 parecem desempenhar papéis adaptativos em jejum e em estado de
fome. PDK2 ¢ expressa e sua expressdo aumenta significativamente no figado e nos rins apds
jejum. A expressdo de PDK4 ¢ altamente responsiva em tecidos como musculo cardiaco,
esquelético e hepatico. A regulacdo da transcri¢do de PDK4 tem sido intensamente estudada nos
ultimos anos e elementos promotores funcionais foram identificados para o receptor
glicocorticéide, receptor ativado por proliferadores de peroxissoma (PPAR), o receptor
relacionado ao estrogénio e fatores de transcrigdo FOXO (ARAKI & MOTOJIMA, 2006).

Houten et al., 2009 mostraram que a proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e acidos

graxos sinergicamente induzem a expressdo de PDK4. AMPK ¢ um sensor e regulador do
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balanco energético celular (KAHN et al., 2005). AMPK ¢ ativada por AMP que ¢ um sinal para o
estado de baixa energia, mas também por outras vias de sinalizacdo tais como sinalizagcdo de
adiponectina. A ativacdo da AMPK inicia uma cascata de sinaliza¢do destinada a restabelecer os
niveis de energia celular. O principal evento é a fosforilacdo da Acetil-CoA carboxilase (ACC),
que converte acetil-CoA em malonil-CoA. Malonil-CoA ¢ um inibidor da carnitina
palmitoiltransferase (CPT1), a primeira enzima no transporte da carnitina que € necessaria para a
importacdo de acil-CoA para dentro da mitocondria. Como tal, CPT1 catalisa um passo limitante
no caminho a beta oxidagao.

Portanto, a ativagdo da AMPK tem como objetivo aumentar a producdo de energia pela
beta oxidacdo. O crosstalk entre acidos graxos e status de energia na regulacdo da sinalizacdo da
expressdo de PDK4 é completamente novo, ¢ aumenta ainda mais nas células com dependéncia
de 4cidos graxos como fonte de energia (HOUTEN et al., 2009).

A superexpressdo da PDK4 ¢é largamente responsavel pela inativacdo do complexo
piruvato desidrogenase (CPD) em jejum. Camundongos knockout para a enzima PDK4 tém
menor glicemia de jejum do que os camundongos do tipo selvagem, provando que a regulagdo
por PDK4 ¢é importante para a homeostase da glicose normal. Na diabetes tipo 2, o aumento da
regulacdo do PDK4 também inativa o CPD, que promove a gliconeogénese e, assim, contribui
para a hiperglicemia caracteristica da doenca. Quando alimentados com uma dieta rica em
gordura, os camundongos do tipo selvagem desenvolvem hiperglicemia de jejum, mas
camundongos knockout para a enzima PDK4 permanecem euglicémicos, provando que a
regulacdo por PDK4 contribui para a hiperglicemia em diabetes. Estes resultados sugerem que
inibidores de PDK4 podem ser uteis no tratamento do diabetes tipo 2 (JEOUNG & HARRIS,

2010).
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Ja a PFK1 ¢ uma enzima tetramérica que fosforila a frutose-6-fosfato com consumo de
ATP em frutose-1, 6-bisfosfato e ADP, comprometendo glicose para a glicolise. Esta ¢ uma
reacdo irreversivel e a partir deste ponto o substrato estd forcado a proceder a rota glicolitica
sendo, portanto a enzima mais importante na regulacdo da glicdlise. Trés isoenzimas PFK,
codificadas por genes distintos, tem sido identificadas em mamiferos: PFKM encontrada no
musculo, PFKL incidente no figado ¢ PFKP em plaquetas, as quais, portanto, sdo expressas de
maneira tecido especifica (GARCIA et al., 2009).

A PFK apresenta como efetuadores alostéricos negativos, , ou seja, inibidores da
atividade enzimatica, ATP e citrato sendo os efetuadores alostéricos positivos, AMP e frutose 2-
6-bisfosfato. A frutose 2-6-bisfosfato ¢ o efetuador alostérico positivo mais potente no controle
da via glicolitica, sendo sua producdo submetida a controle alostérico e hormonal dependendo,
portanto de duas agdes cataliticas (quinase e fosfatase) presentes em dominios diferentes de uma
enzima bifuncional: fosfofrutoquinase 2, sendo sua por¢do quinase a fosfofruto-2-quinase e a
porg¢do fosfatase representada pela frutose 2,6-bisfosfatase (MARZZOCO & TORRES, 2007).

Assim sendo quando a por¢do quinase esta favorecida a concentragdo da frutose 2,6-
bisfosfato aumenta ativando por sua vez a fosfofrutoquinase-1 estimulando a glicolise e
restringindo a gliconeogénese. Deste modo o teor de frutose 2,6-bisfosfato depende diretamente
do nivel de frutose 6-fosfato e inversamente do nivels de fosfoenolpiruvato. O aumento na
concentragdo de fosfoenolpiruvato indica que este ndo esta sendo utilizado pela piruvato quinase
ou que este estd sendo produzido pela gliconeogénese. Em qualquer dos dois casos seus efeitos
sobre a enzima bifuncional leva a diminui¢do da concentragdo de frutose 2,6-bisfosfato reduzindo
a velocidade de ocorréncia da glicdlise abrindo caminho para que se complete a gliconeogénese

(MARZZOCO & TORRES, 2007).
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A atividade da enzima bifuncional também tem regulacdo mediada por hormdnios. A
enzima ¢ substrato da PKA. Quando um dos residuos de serina da enzima hepatica ¢ fosforilado o
sitio ativo responsavel pela sintese de frutose 2,6-bisfosfato é inibido e aquele responsavel por
sua degradacdo ¢ estimulado; quando a enzima ¢ desfosforilada a atividade exercida é a de
quinase. Glucagon ¢ adrenalina ativam PKA, que por sua vez fosforila a enzima bifuncional
ativando a por¢do fosfatase, diminuindo a concentragdo de frutose 2,6-bisfosfato que atua como
efetuador alostérico negativo, inativando PFKI1 no tecido hepatico restringindo a glicolise e
liberando a gliconeogénese. Ja a insulina exerce um efeito inverso desfosforilando a enzima
bifuncional e consequentemente estimula PFK1 hepatica por aumento da concentracio de frutose
2,6-bisfosfato acelerando a glicdlise e inibindo gliconeogénese (MARZZOCO & TORRES,
2007).

Nossos dados demonstram que em animais tratados com dieta hiperlipidica por 4 semanas
ocorre um aumento significativo na expressdo génica da PFK1 hepatica inferindo um incremento
na via glicolitica. A via glicolitica culmina na producdo de piruvato que pode seguir duas vias
distintas de acordo com a diponibilidade de oxigénio e a necessidade energética. O piruvato em
condi¢des anaerobias sofre oxidagdo anaerobia gerando lactato. J4& em condigdes aerobias o
piruvato sofre oxidacdo aerobia , ou seja, o piruvato produzido no citossol na via glicolitica ¢
transportado para mitocondria pela piruvato translocase e 14 sera oxidado. O primeiro passo desse
processo ¢ a conversdo do piruvato a acetil-CoA por descarboxilacdo oxidativa catalisada pelo
CPD como visto anteriormente.

Nossos resultados demonstram que o aumento da expressdo génica da PDK4 estaria
inativando este complexo e, portanto a conversdo de piruvato a acetil-CoA estaria reduzida. Se
PKK1 estéd superexpressa produzindo piruvato e este ndo esta seguindo a via de oxidacdo aerdbia,

para onde esta indo este piruvato?
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Em situa¢do de jejum e na atividade fisica, por exemplo, ocorre a inibicdo do CPD
selecionando assim o substrato a ser preferencialmente consumido, glicose ou acidos graxos,
favorecendo a utilizacdo de acidos graxos sendo este mecanismo crucial para economia de
glicose. Os acidos graxos sdo utilizados assim, como substrato energético pelo tecido muscular
esquelético, cardiaco, hepatico e etc., poupando glicose para os tecidos exclusivamente
glicoliticos. A inativagdo da piruvato desidrogenase facilita a oxidacdo de acidos graxos por
economizar piruvato para formag¢do do oxaloacetato, cuja oferta ao ciclo de Krebs permite oxidar
acetil-CoA.

Tendo em vista que ndo existem vias para converter acetil-CoA a glicose em mamiferos, o
bloqueio da piruvato desidrogenase permite preservar, além da propria glicose, compostos
gliconeogénicos quando o agucar ¢ insuficiente. No figado, o piruvato disponivel pode formar
oxaloacetato que ganha acesso a gliconeogénese, entdo estimulada, sintetizando glicose. A acetil-
CoA originada de 4cidos graxos nio sé causa a supressdo da oxida¢do de piruvato, como também
estimula a carboxilacdo de piruvato a oxaloacetato; a acetil-CoA é o efetuador comum as duas
reacdes. Estd seria uma possivel hipétese do caminho do piruvato acumulado por inibi¢cdo do

CPD pelo tratamento com dieta hiperlipidica.
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Figura 7: Expressdo génica das enzimas PDK4 e PFK1 em tecido hepatico isolado de ratos controle e que
ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle ingeriram racdo padrio para
laboratdrio contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a ragdo hiperlipidica a seguinte
composi¢do: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol ¢ 0,5% de acido colico (HN&C

Consultoria em Nutri¢do Experimental, Brasil). *p<0,05 - teste # Student. n = 6.
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Figura 8: Regulacdo do complexo piruvato desidrogenase (CPD) e suas quinases (PDKs) e fosfatase
(PDPs). DCA: dicloroacetato; Lipoic acid: acido lipdico; Insulin: insulina; Fatty acids and glucorticoids:
acidos graxos e glicocorticoides; Starvation and diabetes: Estado de fome e diabetes; Inactive: inativo;

Pyruvate: piruvato; Active: ativo; Acetyl-CoA: acetil-CoA. Adaptado de Jeoung et al., 2010.
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4.2.1.4 Acaca hepdtica

Em nossos resultados a expressdo gé€nica da acetil-CoA carboxilase alpha (Acaca) em
tecido hepatico de ratos submetidos a dieta hiperlipidica por 4 semanas ndo se alterou
significativamente quando comparados os dados do grupo controle (Figura 9).

A Acc catalisa a sintese de malonil-CoA, que ¢ tanto um intermediario na sintese de
acidos graxos como um inibidor alostérico da carnitina palmitoiltransferase (CPT1) (MUNDAY
& HEMINGWAY, 1999; MUNDAY, 2002). CPTI regula a transferéncia de cadeia longa acil-
CoA (LCCoAs) do citosol para a mitocondria, onde sdo oxidados (SAVAGE et al., 2006).

Malonil-CoA ¢é, portanto, um regulador fisiolégico chave tanto da sintese de acidos
graxos (WAKIL et al., 1983) quanto da oxidagdo (McGARRY, 1997). Ha duas isoformas de Acc
em roedores e seres humanos; ACACA ¢ altamente expresso no figado e tecido adiposo enquanto
Acacb ¢ predominantemente expressa no cora¢do e musculo esquelético e, em menor medida, no
figado (ABU-ELHEIGA et al.,, 2001). Apesar de serem codificadas por genes separados,
ACACA e Acacb apresentam identidade de sequéncia consideravel (85% excluindo a extensdo
terminal N de Acacb) e tém a mesma estrutura de dominio responsavel pela atividade da enzima
(SAVAGE et al., 2000).

Estudo utilizando as propriedades farmacocinéticas de oligonucleotideos antisense
(ASOs) permitiu examinar in vivo redugdes de mRNA alvo no figado sem causar qualquer
mudanga na expressdo Acc no musculo. Os resultados sugerem que tanto ACACA quanto Acacb
estdo envolvidos na regulagdo da oxidagdo de gordura no figado, enquanto que apenas ACACA
sintetiza malonil-CoA para a sintese de gordura, e que a diminuicdo na expressdo tanto de
ACACA quanto de Acacb com um simples Acc ASO (accl e -2) inverte esteatose hepatica e

resisténcia a insulina hepatica em ratos alimentados com dieta hiperlipidica, proporcionando uma
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nova opg¢ao terapéutica para o tratamento da doenga do figado gorduroso nédo-alcoolica (NAFLD)
(SAVAGE et al., 20006).

A alimentacdo rica em gordura em ratos provoca acumulo de lipidios hepaticos e
resisténcia a insulina dentro de 3 dias (SAMUEL et al., 2004). O padrdo de LCCoA acumulado
(acido linoléico [18:02] € o principal acido graxo constituinte da dieta utilizada neste estudo e os
principais LCCoA detectaveis em extratos de figado nesses ratos) sugere que esta ¢
principalmente uma consequéncia da reesterificacdo de 4acidos graxos ao invés de nova
lipogénese (SAMUEL et al., 2004). O acido graxo acil-CoA 18:02 ¢ também o Acil-Coa de
cadeia longa dominante ¢ o acido graxo dominante na fragdo diacilglicerol no figado de ratos
apds 4 semanas de ingestdo de dieta hiperlipidica, sugerindo que reesterificagdo continua a ser o
fator dominante no desenvolvimento da esteatose hepatica nestes animais.
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Figura 9: Expressao génica da enzima Acaca em tecido hepatico isolado de ratos controle e que ingeriram
dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle ingeriram ragdo padrdo para laboratério
contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a ragdo hiperlipidica a seguinte composigao:
15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol ¢ 0,5% de acido colico (HN&C Consultoria

em Nutri¢do Experimental, Brasil). n = 6.
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4.2.1.5 GyK hepadtica

A glicerolquinase (GyK) catalisa a fosforilagdo do glicerol em glicerol-3-fosfato o qual é
importante na formagdo de triacilglicerdis (TAGs) e armazenamento lipidico. O GyK estd na
interface do metabolismo de lipidios e carboidratos (RAHIB et al., 2007). Nossos resultados nao
demonstraram alterac¢do significativa na expressdo génica da GyK no tecido hepatico de ratos
submetidos a dieta por 4 semanas quando comparados aos controle (Figura 10).

O figado desempenha um papel central no metabolismo do glicerol, uma vez que ¢
responsavel por 70-90% do glicerol corporal (RESHEF et al., 2003). As aquagliceroporinas
(AQP3, AQP7, AQP9 ¢ AQP10) englobam uma subfamilia de aquaporinas, que permitem o
movimento da agua e outros solutos pequenos, especialmente o glicerol, através da membrana
celular. A aquaporina 7 (AQP7) representa a principal porta de entrada para o fornecimento de
gordura derivadas do glicerol, enquanto o glicerol entra nos hepatocitos via aquaporina 9
(AQP9), onde é convertido em glicerol-3-fosfato, um precursor da gliconeogénese e uma fonte
direta para a sintese de TAGs (RODRIGUEZ et al., 2006; MAEDA et al., 2008). O piruvato
também constitui uma fonte de glicerol-3-fosfato pela atividade enzimatica da piruvato
carboxilase (PC) e fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) (RESHEF et al., 2003). A insulina
inibe a gliconeogénese, reduzindo a atividade da PEPCK, bem como pelo bloqueio da
glicogenolise (ie, a conversio de polimeros de glicogénio para mondmeros de glicose)
(RODRIGUEZ et al., 2006).

A AQP9 constitui o canal de glicerol mais importante em hepatdcitos e esta localizada na
membrana plasmatica sinusoidal que enfrenta a veia portal (ISHIBASHI et al., 1998; CARBREY
et al., 2003).

A regula¢do das aquagliceroporinas induzida por insulina em hepatocitos humanos

também parece ser diferente do controle que ocorre em ratos, uma vez que a insulina supra-regula
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a expressio de aquagliceroporinas em células hepaticas de humanos (RODRIGUEZ et al., 2011).
O aumento da AQP3 ¢ AQP7, dois canais de glicerol em torno das goticulas de lipidios, mediada
por insulina pode refletir em um contetdo aumentado de TAGs intra-hepatocelular, dado que a
insulina induz esteatose hepatica por meio da ativagdo da expressdo de genes lipogé€nicos
(POSTIC & GIRARD, 2008). Por outro lado, a supra-regulagdo de AQP9 induzida por insulina,
pode favorecer influxo de glicerol em hepatdcitos (Figura 10) (RODRIGUEZ et al., 2011). Os
pacientes obesos com diabetes tipo 2 apresentam uma AQP9 hepatica diminuida, compativel com
um mecanismo compensatorio que visa reduzir a entrada de glicerol em hepatdcitos e melhorar
ainda mais o desenvolvimento de hiperglicemia (CATALAN et al., 2008; MIRANDA et al.,
2009; RODRIGUEZ et al., 2011).

A esteatose hepatica é caracterizada pelo acimulo de TAGs em hepatocitos e varia de
acumulo simples de gordura (esteatose), a esteatohepatite nido alcoolica (NASH) e a cirrose
(irreversivel, deteriora¢do avangada do figado) (WIDHALM & GHODS, 2010). AQP9 foi
proposta como uma terapia farmacoldgica para NAFLD-NASH (WIDHALM & GHODS, 2010).
Neste sentido, Rodriguez et al., 2011 forneceram evidéncias de que mRNA de AQP9 hepatico foi
negativamente correlacionada com o conteudo lipidico intra-hepatico em pacientes obesos. No
entanto, Miranda et al., 2009 ndo encontraram nenhuma relacio entre a expressdo de AQP9 e o
grau de esteatose hepatica ou fibrose em pacientes obesos morbidos. Em linha com esta
observacdo, nenhuma anormalidade histoldgica aparente foi mostrada nas se¢des hepaticas de

ratos transgénicos knockout para a AQP (ECKEL, 2005; HIBUSE et al., 2006).



54

3,5 1
S 3 -
8 25
Og 2 -
o c
’g'5|,5-
EU | -
o
0_ T

Controle Dieta

Figura 10: Expressdo génica da enzima GyK em tecido hepatico isolado de ratos controle e que ingeriram
dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle ingeriram rag¢do padrdo para laboratdrio
contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a rag@o hiperlipidica a seguinte composigio:
15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de acido colico (HN&C Consultoria

em Nutri¢do Experimental, Brasil). n = 6.
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Figura 11: Participagdo de AQP9 na gliconeogénese hepatica e esteatose. Durante o jejum, os adipdcitos
induzem a liberagdo de glicerol através AQP3 e AQP7 enquanto hepatdcitos favorecem a captacdo de
glicerol através AQP9. Glicerol ¢ fosforilado por GK para produzir glicerol-3-fosfato, um precursor da
gliconeogénese e uma fonte direta de glicerol-3-fosfato para a sintese de novos triacilglicerdis. Regulagio
coordenada pelas aquagliceroporinas adiposa e hepatica ¢é necessaria para manter um equilibrio correto
entre acimulo de gordura, gliconeogénese hepatica e esteatose. FFA, acidos graxos livres; GK, glicerol
quinase, transportador de glicose GLUT; PC, piruvato carboxilase; PEP, fosfoenolpiruvato, PEPCK,
carboxicinase fosfoenolpiruvato; TAG, triacilglicerdis; Insulin: insulina; Glycogen: glicogénio;
Pyruvate:piruvato; Oxaloacetate: oxaloacetato; Gluconeogenesis: gliconeogénese; Glucose: glicose;
Glycerol: glicerol; Glycerol 3-P: glicerol 3-fosfato; Adipocyte: adipocitos. Adaptado de RODRIGUEZ,
2011.

4.2.1.6 PDP2 hepadtica

A atividade do Complexo Piruvato Desidrogenase (PDP2) ¢ rigidamente controlada por
um ciclo de fosforilagdo / desfosforilagdo, com o grau de fosforilagdo do complexo determinada
pelas atividades relativas da piruvato desidrogenase quinase (PDK) versus a piruvato
desidrogenase fosfatase (PDP). Altera¢des induzidas na atividade PDK relativa a atividade PDP
durante as transicdes a diferentes estados nutricionais e hormonais levam a mudangas
substanciais no estado de fosforilagdo e, portanto, o estado de atividade do complexo (HUANG et

al., 2003).
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Nossos resultados ndo demonstraram alteragao significativa na expressao génica da PDP2
em tecido hepatico isolado de ratos submetidos a dieta hiperlipidica (Figura 12), porém em
relacdo a PDK4 analisada anteriormente houve aumento na expressdo génica em tecido hepatico
de ratos submetidos a dieta hiperlipidica por 4 semanas quando comprados aos ratos do grupo
controle.

A sobrevivéncia durante o jejum ¢é dependente de mecanismos que limitam a perda
oxidativa do piruvato em tecidos ndo neuronais do organismo. Piruvato e outros trés compostos
de carbono que podem ser convertidos em glicose devem ser conservados durante o jejum. A
reciclagem eficiente destes compostos € particularmente importante para limitar a utilizacdo de
aminoacidos glicogénicos que de outra forma teriam de ser usados para manter os niveis de
glicose durante o jejum (HUANG et al., 2003).

Limitar o volume de aminoacido ajuda a manter a protedlise em cheque e conserva
proteina corporal. A inibicdo da oxida¢do do piruvato é alcangcada por uma combinacdo de
mecanismos reguladores que virtualmente eliminam a atividade da piruvato desidrogenase de
células ndo neuronais durante o jejum. A mais importante delas ¢ a modificacdo covalente do
complexo por fosforilagdio (HUANG et al., 2003).

O equilibrio entre as atividades relativas dos PDKs e PDPs determina o grau em que o
complexo ¢ inibido por fosforilagdo. Estd bem estabelecido que a expressd@o aumentada em PDK
no jejum desloca o equilibrio para uma maior fosforilagdo do complexo. Nao esta bem definido
se ocorrem mudancas na atividade estavel da PDP. Parte do aumento na atividade PDK induzida
pelo jejum ¢ devido as concentragdes elevadas de acidos graxos livres e corpos cetonicos. O
catabolismo destes compostos aumenta os niveis de NADH e acetil-CoA, que por sua vez,
aumentam a atividade da PDK reduzindo a acetilagdo dos residuos lipoil do componente E2 do

complexo (HUANG et al., 2003). Complementando esse mecanismo ocorre aumento acentuado
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na expressdo de PDK4 em muitos tecidos (WU et al., 1998; WU et al., 1999; WU et al., 2000;
WU et al., 2001), juntamente com o aumento da expressdo PDK2 em alguns poucos tecidos (WU,
et al., 2000; SUGDEN et al., 2000). Alteracdes nos niveis sanguineos de glicocorticoides,
insulina e acidos graxos livres sinaliza aumento na expressao de PDK4 em jejum (HUANG et al.,
2002).

Assim sendo, nossos resultados corroboram com os dados encontrados na literatura onde
a relacdo a atividade das unidades regulatérias do complexo, uma vez que obtivemos aumento na

expressao génica da PDK4 e a ndo alteragdo da expressdo génica da PDP2.

Expressdo PDP2

0
Controle Dieta
Figura 12: Expressdo génica da enzima PDP2 em tecido hepatico isolado de ratos controle e que
ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos controle ingeriram racdo padrio para
laboratdrio contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a ragdo hiperlipidica a seguinte

composi¢do: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de acido colico (HN&C

Consultoria em Nutri¢do Experimental, Brasil). *p<0,05 - teste # Student. n = 6

Sendo assim, em relacdo ao tecido hepatico, o tratamento por quatro semanas de ratos
com dieta hiperlipidica obteve em relagdo a lipogénese, aumento na expressido génica de LPL,

sem apresentar alteracdo significativa na expressao génica da Acaca e Gyk reforcando a hipotese
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de esteatose por reesterificagdo. Os processos de glicogenolise e gliconeogénese estariam
inibidos por diminuignao na expressdo génica de G6PC, embora os animais tenham ficado em
jejum de 16 horas demonstrando que possivelmente a hiperinsulinemia regula negativamente a
expressdo enzimatica. A glicolise por sua vez estd provavelmente ativada por aumento na
expressdo génica da PFK1, por estimulo insulinico sobre efetuador alostérico positivo Frutose 2-6
bisfosfato. Dessa maneira a glicose estaria sendo convertida a piruvato e este poderia estar sendo
convertido em acetil-CoA. Porém estes animais dieta apresentam um aumento na expressao
génica de PDK4 inferindo, portanto inibicdo do CPD e portanto a ndo conversdo de piruvato a
acetil-CoA. Qual seria entdo o destino do piruvato? Este pode ser convertido a lactato pela
enzima lactato desidrogenase ou a oxaloacetato pela enzima piruvato carboxilase, porém estudos
posteriores serdo necessarios para avaliar a expressdo ¢ a atividade dessas enzimas neste modelo
de dislipidemia. Além desses dados, também verificamos neste modelo que o glicogénio hepatico

ndo sofre deple¢do, sendo também interessante analisar a enzima glicogénio sintase (Figura 13).
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Figura 13: Esquema resumido das alteragdes apresentadas na expressdo génica das enzimas em tecido
hepético isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos
controle ingeriram rag@o padrdo para laboratério contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab,
Brasil e a racdo hiperlipidica a seguinte composicdo: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de

colesterol e 0,5% de acido célico (HN&C Consultoria em Nutricdo Experimental, Brasil).
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4.2.2 Anadlise da expressdo génica de enzimas no tecido adiposo

O tecido adiposo branco (TAB) desempenha papel importante na regulagio da
homeostase energética de todo o organismo. Um de seus papéis principais ¢ a liberagdo de acidos
graxos em condigdes de balango energético negativo, ou exercicio prolongado para fornecer
energia para os tecidos periféricos. As maquinarias moleculares envolvidas na quebra de
triacilglicerol (TAG) e liberagdo de acidos graxos funcionam de forma ordenada e regulada,
conferindo ao tecido adiposo branco a capacidade de responder a diversas condi¢des de
alimentagdo e as demandas energéticas corporais. Importante destacar que, nas condigdes que
levam o excesso de ingestdo alimentar e obesidade, ocorre alteragdo na regulagdo normal da
lipdlise no TAB (GAIDHU et al., 2010).

Na verdade, a lipdlise basal tem sido repetidamente relatada como elevada, enquanto a
lipdlise induzida por catecolaminas ¢ suprimida em humanos e roedores obesos (JOCKEN &
BLAAK, 2008). O mecanismo cléssico para explicar esta condi¢do esta centrado no fato de que o
TAB expandido de individuos obesos se torna resistente a insulina, prejudicando os principais
efeitos lipogénicos e anti-lipoliticos deste hormonio.

A obesidade se desenvolve em condi¢des de excesso de energia cronica, indicando que
adipocitos viscerais (AV) e subcutdneos (AS) devem ser capazes de lidar com grandes
quantidades de lipidios a serem entregues ao TAB para armazenamento. Neste cendrio, a
capacidade dos adipocitos para lidar com excesso de lipidios através de alteracdes no
metabolismo de acidos graxos pode desempenhar um importante papel nas respostas adaptativas
do TAB para a obesidade. Importante, a obesidade ¢ invariavelmente acompanhada por aumento
nas concentragdes circulantes de acidos graxos ndo esterificados (AGNE) (ARNER, 2005;

STUMVOLL et al., 2005; BAYS et al., 2008), indicando que a regulacdo de armazenamento de
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energia e mobiliza¢do de acidos graxos dos adipdcitos viscerais e subcutaneos estd com defeito
em seu funcionamento.

Embora exista literatura descrevendo as diferencas entre adipocitos viscerais e depdsitos
de gordura subcutanea a fim de elucidar as distintas taxas lipoliticas (BOLINDER et al., 1983;
MAURIEGE et al., 1987; SZTALRYD et al., 1994), os mecanismos celulares e moleculares
responsaveis por essas caracteristicas deposito-especifico ainda precisam ser elucidadas. Isto ¢
particularmente importante porque ¢ o acumulo excessivo de gordura no tecido adiposo visceral
(obesidade visceral) que tem sido fortemente correlacionado com o desenvolvimento de
resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (ARNER, 2005; JENSEN, 2008). Neste cenario, desvendar
os mecanismos moleculares envolvidos na desregulacdo de lipolise e metabolismo lipidico no
tecido adiposo visceral e subcutdneo na obesidade pode ser de grande relevancia terapéutica.
a. Epididimal Controle
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Figura 14: Fotomicrografia de adipocitos isolados das regides epididimal (a, d), peri-renal (b, €) e
mesentérica (c, f) de ratos controle (painéis superiores) e de ratos ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de
4 semanas (painéis inferiores). Os ratos controle ingeriram rag¢do padrdo para laboratério contendo 4% de
gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil e a ragdo hiperlipidica a seguinte composicdo: 15% de gordura
de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de acido cdlico (HN&C Consultoria em Nutrigdo

Experimental, Brasil).
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Figura 15: Morfometria de adipdcitos isolados do paniculo adiposo da regido epididimal, mesentérica e
Peri-renal de ratos controle e de ratos que ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. A
morfometria foi avaliada pela andlise da area (a) e didmetro (b) dos adipocitos isolados. Os ratos controle
ingeriram racdo padrdo para laboratorio contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab, Brasil ¢ a
racdo hiperlipidica a seguinte composicdo: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e
0,5% de acido colico (HN&C Consultoria em Nutricdo Experimental, Brasil). Controle vs dieta - test t
Student ns. Diferentes depositos em um mesmo grupo: Anova seguida de Tukey.

* PR vs M p<0,05 controle e * PR vs Epididimal p<0,05 controle.

# PR vs M p<0,05 dieta ¢ * PR vs Epididimal p<0,05 dieta.
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Gaidhu et al., 2010, em estudo com ratos tratados com dieta hiperlipidica por 8 semanas
demonstrou que ratos do grupo dieta tinham uma média de massa corporal 36% maior do que os
animais controle, que foi acompanhado por um aumento de 3,0 ¢ 2,8 vezes do depdsito adiposo
epididimal e inguinal, respectivamente. Este era compativel com um aumento de 1,67 ¢ 1,59,
vezes nos diametros dos adip6citos epididimais e inguinais do grupo dieta, respectivamente.

Nossos resultados mostram que a administragdo de dieta por 4 semanas ndo alterou o
tamanho dos adipdcitos isolados das regides analisadas ou seja epididimal, mesentérica e per-
renal. Neste estudo ndo avaliamos os pesos dos depdsitos de gordura como fez Wolf-Nunes, 2004
que identificou aumento no peso dos paniculos das regides epididimal e peri-renal nos ratos que
ingeriram dieta por 6 semanas.

Poderiamos inferir que 4 semanas de administragdo de dieta ndo sdo suficientes para
aumentar o deposito de lipideos nos adipdcitos e que este excesso estd sendo depositado
exclusivamente no leito hepatico devido a esteatose. Entretanto avaliamos a expressdo das
enzimas lipoproteina lipase, responsavel pela captura de lipideos para os adipocitos bem como a
enzima lipase horménio sensivel, responsavel pela degradacdo destes estoques, e os resultados

estdo apresentados a seguir.

4.2.2.1 HSL no tecido adiposo

A andlise da expressdo génica da enzima lipase hormodnio-sensivel ndo demonstrou
diferenga significativa no tecido adiposo epididimal e apresentou-se significativamente
aumentada nos tecidos adiposo mesentérico e peri-renal (Figura 16).

A lipolise no tecido adiposo branco de humanos e roedores ¢ regulada fase a fase pela
lipase de triacilgliceridios adiposo (ATGL), lipase hormoénio-sensivel (HSL) e lipase de

monoacilglicerol (MAGL) (LARGE & ARNE, 1998; ARNER, 2005; LAFONTAN & LANGIN,
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2009). O modelo atual ¢ que ATGL inicia a lipdlise pela primeira clivagem de TAG e, em
seguida, HSL ¢ MAGL promovem a clivagem do diaciglicerol (DAG) e monoacilglicerol,
respectivamente, lancando dois 4acidos graxos adicionais ¢ uma molécula de glicerol
(LAFONTAN, 2009). Portanto, a ativagdo orquestrada de ATGL, HSL, e MAGL parecem ser
necessarias para a lipélise completa ocorrer em adipocitos. A ligagdo de agonistas adrenérgicos,
acoplados a adenilato ciclase através da proteina G estimulatdria, leva aumento na concentragdo
de AMPc e ativagdo da proteina quinase A (PKA) (FRAYN et al., 2003; ARNER, 2005).

Em HSL de ratos, a PKA fosforila residuos de serina 563, 659 ¢ 660 (ANTHONSEN,
1998; SHEN, 1998; ARNER, 2005), levando a translocagdo de HSL para a gota lipidica e para
grande reforco da lipolise. A fosforilagdo da perilipina A, uma proteina associada a gota lipidica,
por PKA também tem sido demonstrada ser necessaria para ativacdo da HSL e ocorréncia da
lipdlise induzida por catecolaminas. Por outro lado, o sensor de energia celular, a proteina
quinase ativada por AMP (AMPK) tem sido demonstrada por fosforilar a serina-565 da HSL, o
que impede a fosforilagdo mediada por PKA desta enzima e prejudica a lipolise estimulada por
catecolaminas (GARTON et al., 1989).

Neste contexto, a AMPK tem sido proposta por reduzir a libera¢do de acidos graxos na
circulagdo, o que poderia ajudar a prevenir lipotoxicidade nos tecidos periféricos, bem como
reduzir o dispendioso processo de reesterificacdo de acidos graxos no tecido adiposo branco.

A literatura atual sugere que em roedores magros ATGL e HSL sio as principais lipases
para TAG e DAG, respectivamente, ¢ respondem por 95% da atividade lipase em TAB de
murinos (SCHWEIGER, 2006). Portanto, essas etapas moleculares que regulam a lipolise podem
ser potencialmente afetadas pela obesidade e também ser claramente regulada em adipdcitos

viscerais ou subcutaneos. No entanto, muito pouco se sabe sobre como a obesidade induzida pela
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dieta afeta o conteudo ou a atividade da HSL e ATGL, bem como a lipdlise basal e induzida por
catecolaminas em tecido adiposo branco visceral e subcutaneo.

Para avaliar os efeitos da dieta sobre os principais mecanismos moleculares que regulam a
lipélise em TAB, Gaidhu et al., 2010 examinaram a fosforilacdo da HSL sobre residuos chave de
serina, bem como o teor de proteinas de ATGL e perilipina. Desde que a AMPK também tem
sido implicada na regulagdo da atividade HSL, a fosforilagdo e conteudo desta quinase e de seus
substratos diretos foram determinados. A fosforilacdo da HSL em serina-563, -565, -660 revelou
que estas variaveis foram potencialmente suprimidas no tecido adiposo visceral e subcutineo de
ratos tratados com dieta hiperlipidica, apesar de nenhuma mudanca no conteudo de proteina total
da HSL.

A perilipina foi diminuida em ambos os depositos de gordura de ratos dieta, embora este
efeito tenha sido mais pronunciado no tecido adiposo visceral em compara¢do com o subcutaneo.
Por outro lado, o conteudo de ATGL foi significativamente aumentado em ambos os depdsitos de
gordura. Uma vez suprimida a fosforilagdo de HSL no TAB visceral e subcutaneo, eles
analisaram o conteudo de DAG e atividade da ATGL nestes depositos de gordura de ratos
controle e dieta. O conteudo de DAG aumentou 2,5 vezes no deposito visceral e de 2,9 vezes em
subcutdneo. A atividade da ATGL aumentou 1,4 e 2 vezes no visceral e subcutdneo de ratos
dieta, respectivamente (GAIDHU et al., 2010).

Como esperado, os adipdcitos de ratos controle expostos a adrenalina sofreram aumento
da liberacdo de glicerol (0,52+0,04 a 14,16+£0,44 nmol-75 min-107células e de 0,26+0,03-
10,491,12 nmol 75 min 10 > células em adipdcitos viscerais e subcutineo, respectivamente).
Camundongos dieta apresentaram a lipolise basal aumentada nos adipocitos visceral e subcutaneo
2,3 e 2,9 vezes, respectivamente, enquanto a lipolise estimulada por adrenalina foi atenuada em

ambos os depdsitos de gordura de animais dieta (GAIDHU et al., 2010).
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Das funcdes essencialmente da ATGL como lipase de TAG (ZIMMERMANN et al.,
2004; SCHWEIGER, 2006), a supraregulacdo de conteido da ATGL em combinag¢do com o
aumento da expressdo de seu coativador CGI-58 deve ter promovido quebra de TAG e formacao
de DAG. Isto ¢ suportado pelos dados indicando que a atividade da lipase TAG é aumentada em
tecido adiposo branco de camundongos dieta. Por outro lado, a supressdo induzida pela dieta da
fosforilagdo/atividade da HSL, diminui a quebra de DAG, facilitando assim seu actimulo no
TAB. Isto é evidenciado pelos resultados que mostram que o conteudo DAG foi
significativamente aumentado em 2,5 e 2,9 vezes nos adipdcitos visceral e subcutineo,
respectivamente. Este fato também corrobora com estudos anteriores em camundongos HSL -
knockout mostrando que, na auséncia desta lipase ocorre acumulo de DAG em TAB
(HAEMMERLE et al., 2002).

Além da fosforilagdio HSL, o conteudo de perilipina também foi reduzido em ambos os
depositos de gordura de camundongos tratados com dieta. Em animais dieta os niveis de
perilipinas em TAB foram dificilmente detectaveis, enquanto que em subcutdneo o contetido
desta proteina foi menor do que o controle, embora ainda presentes em abundancia. O contetdo
reduzido de perilipina tem sido demonstrada por alterar a quebra normal de lipidios neutros nas
células adiposas (HAEMMERLE et al., 2002).

Na verdade, ja havia sido relatado que a lipdlise basal é elevada, ao passo que a lipdlise
estimulada por isoproterenol ¢ severamente atenuada em camundongos perilipina nulos
(TANSEY et al., 2001). Com base nessas observagdes, foi proposto que a perilipina exerce um
papel importante para prevenir o acesso de lipases a estoques de lipidios neutros em condigdes
basais, ao passo que sua presenga ¢ necessaria para lipdlise mediada por PKA (TANSEY et al.,

2001; BRASAEMLE, 2007).
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Na auséncia de estimulo adrenérgico, HSL esta localizada principalmente no citoplasma,
enquanto que a perilipina esta na superficie da goticula lipidica (SZTALRYD et al., 2003). Apds
estimulos adrenérgicos, a ativagdo da PKA fosforila a HSL, bem como a perilipina (SU et al.,
2003; MIYOSHI et al., 2007). HSL, em seguida, transloca para a goticula lipidica e com
perilipina leva a uma melhora na hidrolise de lipidios neutros (SU et al., 2003; SZTALRYD et
al., 2003; WANG et al., 2009), indicando que a interagdo da perilipina e HSL ¢ essencial para os

efeitos mediados por PKA sobre a lipdlise.
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Figura 16: Resumo dos efeitos da HFD em lipolise dos adipdcitos e metabolismo. Setas representam
supra ou subregulagdo da atividade, conteido de proteina e / ou expressdo. Linhas sem setas indicam
inibicdo. Sob HFD, o efeito das catecolaminas na cascata de sinalizacdo [J-adrenérgica ([-AR) por meio
da ativagdo reduzida do receptor de proteina G estimuladora acoplado (Gs). Isto reduz a ativagdo da
proteina quinase A (PKA) e inibe a fosforilagdo da lipase hormodnio-sensivel (HSL). HFD também
supraregula a expressdo do tecido adiposo fosfolipase A, (AdPLA,), que tem sido demonstrada pelo
aumento da produgdo de prostaglandina E, (PGE,), o ligante primario para o E-3 prostanoides receptor
(EP3). Uma vez EP3 acoplado a uma proteina G inibitdria (Gi), a ativagdo desse receptor inibe ainda mais
PKA em condi¢des HFD. Aumento do conteudo e identificagdo ATGL-58 gene comparativa (CGI-58). A
expressdo também ocorre com HFD para facilitar a quebra TAG, embora subsequente diminuigdo HSL
fosforilagdo / atividade resulte no acimulo de DAG. HFD induz a diminui¢do do conteudo de perilipinas
(Peri) também parece contribuir para a lipolise disfuncional nestas células. Reducdo do contetdo/
fosforilagdo de AMPK por HFD esta em linha com a oxidacdo e supressdo da ACC. A capacidade

oxidativa dos adipdcitos ¢ diminuida com HFD, que ¢ compativel com a supressdo dos reguladores da
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biogénese mitocondrial, como peroxisoma proliferador-ativado receptor-y (PPAR-y) coativador-la (PGC-
la) e expressdo de PPAR-a. AC, a adenilato ciclase; AA, o acido araquiddnico; fosfatidilcolina PC,; PM,
membrana plasmatica; FA, acidos graxos; MAG; monoacilglicerol; magl, MAG lipase; Mito,
mitocondrias. Adaptado de Gaidhu et al., 2010.

Em resumo, os resultados de Gaidhu et al. 2010 indicam que a obesidade induzida pela
dieta perturba a sinalizacdo através de componentes principais da cascata lipolitica no TA.

Especificamente, HSL e perilipina sdo subreguladas, enquanto ATGL e CGI-58 sdo
suprareguladas. Isso culmina no aumento basal da lipdlise induzida por catecolaminas e acimulo
de DAG em depositos viscerais e subcutaneos. Além disso, o comprometimento da atividade da
AMPK e down regulation de PGC-1 e PPAR resultaram em elevada esterificacdo e reduzida
capacidade para oxidar &cidos graxos nos adipocitos viscerais e subcutaneos.

Ao todo, estas alteragdes na regulacdo molecular da lipdlise e o metabolismo de acidos
graxos sugerem adaptacdes metabolicas disfuncionais que ocorrem com a dieta hiperlipidica no
tecido adiposo branco e pode ajudar ainda mais a nossa compreensdo dos mecanismos

defeituosos que contribuem para a obesidade e suas alteragdes metabolicas associadas.
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Figura 17: Expressdo génica da enzima HSL em tecido adiposo das regides epididimal, mesentérica e
peri-renal, isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos
controle ingeriram rag¢@o padrdo para laboratério contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab,
Brasil e a ragdo hiperlipidica a seguinte composi¢do: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de
colesterol e 0,5% de acido colico (HN&C Consultoria em Nutrigdo Experimental, Brasil). *p<0,05 - teste ¢
Student. n = 6.

4.2.2.2 LPL no tecido adiposo

LPL ¢ um marcador importante para a diferenciacdo dos adipocitos, e a expressdo da LPL
aumenta em paralelo com o actimulo de TAG celular como pré-adipdcitos diferenciados. Embora
o tecido adiposo possa sintetizar os novos acidos graxos livres, os acidos graxos livres para o
armazenamento de lipidios s@o preferencialmente fornecidos pela hidrdlise mediada por LPL de
lipoproteinas plasmaticas ricas em TAG. LPL ¢, portanto, considerada uma enzima chave por
desempenhar um papel importante na iniciagdo e/ou desenvolvimento da obesidade (WANG &
ECKEL, 2009).

Nossos resultados demonstraram que ndo houve diferenca significativa na expressao
génica da LPL nos depdsitos adiposos epididimal e mesentérico havendo uma diminuicdo na

expressdo de LPL no depdsito adiposo peri-renal (Figura 18).
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Figura 18: Expressdo génica da enzima LPL em tecido adiposo das regides epididimal, mesentérica e
peri-renal, isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos
controle ingeriram rag¢@o padrdo para laboratério contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab,
Brasil e a ragdo hiperlipidica a seguinte composi¢do: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de
colesterol e 0,5% de acido cdlico (HN&C Consultoria em Nutri¢do Experimental, Brasil). *p<0,05 peri-

renal dieta vs peri-renal controle - teste # Student. n = 6.

Numerosos estudos tém revelado que dietas ricas em gordura promovem a hiperglicemia
e a resisténcia a insulina (RI). E geralmente aceito que dietas ricas em gordura podem ser usados
para gerar um modelo de roedores valido para a sindrome metabdlica com RI (BUETTNER et al.,
2006). O tratamento dos animais com dieta contendo alto teor de gordura (mais de 50% das
calorias) por aproximadamente cinco semanas ¢ suficiente para iniciar a obesidade moderada e
muitas vezes resultam em RI (MOLLER & KAUFMAN, 2005; FAM et al., 2006).

Em EU, et al., 2010, foi proposto estudar os efeitos do 4acido Glicirrizico (AG) em ratos
alimentados com uma dieta rica em gorduras com 60% de calorias provenientes de gordura
vegetal por quatro semanas. Para tal foram estabelecidos trés grupos sendo: controle, alimentados
com dieta sem tratamento com AG e alimentados com dieta tratados com AG. Os animais que

ingeriram dieta e ndo receberam o tratamento com AG apresentaram, em relacdo ao controle,
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subexpressdo da LPL em tecido cardiaco, muscular esquelético, adiposo visceral e subcutaneo,
porém, o oposto foi verificado no hepatico. Foi constatado também hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia e hiperglicemia nos animais dieta com tendéncia a um aumento, porém, sem
diferenga significativa, na concentragdo de colesterol plasmatico. Aplicando o indice HOMA-IR
verificou-se resisténcia a insulina. Por fim verificaram um aumento na deposi¢do de gordura nos
tecidos estudados com aumento significativo no tecido hepatico.

No estado resistente a insulina, a diminui¢do da supressdo da lipolise mediada pela
insulina em adip6citos promove a liberagdo de acidos graxos, que inibe a atividade da LPL
(FRANSSEN et al., 2008). Quando a oferta de acidos graxos excede a demanda do tecido, acidos
graxos provavelmente se ligam a LPL e deslocando-a de seus sitios de ligagdo, assim, tornando-
as ndo-funcionais (PULNILKUNNIL & RODRIGUES, 2006).

A down regulation da LPL no tecido adiposo, musculos e rim neste estudo, segundo o
autor, pode ser devido a mediadores inflamatorios, tais como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a) que sdo encontrados por estarem elevados nos estados de obesidade e resisténcia a insulina. A
inibi¢do da transcrigdo génica da LPL ¢é sugerida por ser mediada, em parte, através do bloqueio
de interacdes do fator nuclear-Y/CCAAT com o promotor da LPL (PREISS-LANDI et al., 2002;
ROSEN & SPIEGELMAN, 2006). No entanto, o aumento do nivel de TNF-a leva a um efeito
oposto no figado. De acordo com Wang e Eckel, 2009, a LPL no ¢ normalmente expressa no
figado adulto de animais, mas pode ser expresso sob condi¢des especificas fisiologicas e
patologicas. Uma tnica dose de TNF-a pode causar um aumento significativo nos niveis de
mRNA de LPL no figado.

No entanto, o mecanismo detalhado de tal indugdo ndo é bem compreendido. O aumento
na atividade da LPL hepatica e sua concomitante diminui¢do nos tecidos ndo-hepaticos poderia

ter resultado em uma maior divisdo do TAG plasmatico para o figado e captacdo hepatica
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aumentada de AGL. Isso levaria a um aumento na secre¢do de VLDL-TAG e apolipoproteina
B100 (apoB100) a partir do figado (ADIELS et al., 2008) e, portanto, pode contar para a
hipertrigliceridemia observada no grupo dieta quando comparado ao grupo controle.

A obesidade induzida por RI resulta em desregulagdo profunda na homeostase da glicose,
e produz elevagdes nos niveis de glicemia de jejum e pds-prandial (SALTIEL & KAHN, 2001).
Ainda em EU, et al., 2010, a concentrag@o de glicose no sangue foi significativamente aumentada
no grupo dieta quando comparado ao grupo controle. Com o desenvolvimento da obesidade
visceral, a alta circulagdo AGL leva a RI que promove um duplo efeito para aumentar a
hiperglicemia por (i) down regulation do transportador de glicose insulino-dependente 4
(GLUT#4), através do ciclo de Randle e portanto, promove um acumulo de glicose na circulagdo e
(i1) estimulo da gliconeogénese hepatica, antagonizando a a¢do da insulina no figado (RI
hepatica) (LANN & LEROITH, 2007).

Sendo assim estes dados vem de encontro com nossos resultados que demonstraram uma
diminui¢do na expressdo de LPL no tecido adiposo ¢ um aumento da mesma no tecido hepatico
sugerindo entdo que o tratamento com dieta hiperlipidica altera o metabolismo lipidico e

glicidico.

4.2.2.3 PDK 4 e PDP2 no tecido adiposo

Nossos resultados ndo apresentaram alteracdes significativas na expressdo gé€nica de
PDK4 nos depdsitos adiposos epididimal e mesentérico, porém no peri-renal foi observado
aumento significativo na expressdo da mesma (Figura 19). Ja em relagdo a expressdo da PDP2
ndo houve alterag¢des significativas em nenhum dos depdsitos em questio (Figura 19).

Como ja apresentado anteriormente, a PDK 4 ¢ uma das isoformas da porc¢do quinase do

complexo piruvato desidrogenase mitocondrial (CPD) que catalisa a descarboxilagdo irreversivel
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do piruvato a acetil-CoA e CO2. Este complexo regula o equilibrio entre a oxidagdo de glicose e
lipidios, dependendo do estado nutricional e, portanto, desempenha papel de chave metabolica
para sele¢do de combustivel (SUGDEN et al., 2001). A atividade deste complexo € rigidamente
controlada a curto prazo por um ciclo de fosforilagdo/ desfosforilagdo continuo. A fosforilacdo da
subunidade E1 do CPD ¢ catalisada pelas quinases (PDKs), que inativam CPD, enquanto que as
fosfatases (PDPs) ativam CPD através da desfosforilagdo. Quatro isoformas da PDK (PDK1-4) e
duas isoformas da PDP (PDP1 e -2) t€m sido descritas em mamiferos e sdo expressas em
quantidades variadas de forma tecido-especificos (BOWKER-KINLEY et al., 1998; SUGDEN &
HOLNESS, 2003).

Sabe-se que a resisténcia a insulina esta associada a alteragdes no equilibrio entre as vias
oxidativas da glicose e dos acidos graxos. Isto leva a hiperglicemia cronica por causa de
produgdo excessiva de glicose hepatica (gliconeogénese) (BODEN et al., 2001) associada a uma
diminui¢do na disponibilidade de glicose induzida pela insulina no interior do tecidos periféricos,
tal como o musculo esquelético (KELLEY et al., 1992). Além disso, a resisténcia a insulina esta
associada com uma concentragdo plasmatica excessiva de acidos graxos ndo esterificados
(AGNE), que ¢ em parte devido a redugdo do efeito antilipolitico da insulina sobre tecido adiposo
branco (TAB) em situagdo pds-prandial e uma diminuicdo da reesterificacdo de acidos graxos
durante lipdlise no jejum (GELDING et al., 1995; ERIKSSON et al., 1999). Intimeras linhas de
evidéncias apdiam a nocdo de que esse aumento de AGNE no plasma desempenha papel
fundamental no aparecimento precoce de resisténcia a insulina (PAOLISSO et al., 1995;
CHARLES et al., 1997; BERGMAN & ADER, 2000).

Para evitar hiperglicemia em estados insulino-resistentes, inibidores da PDK tém sido
desenvolvidos para ativar CPD, diminuindo assim a gliconeogénese no figado e aumento das

capacidades de glicélise oxidativa no musculo esquelético (MORRELL et al., 2003; MAYERS et
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al., 2003). No entanto, o papel do CPD e de sua regulamentacdo pela relacio PDK/PDP em
outros tecidos sensiveis a insulina, como tecido adiposo, ndo tem sido extensivamente estudada.

Em TAB, vias lipoliticas e de reesterifica¢do estio ativas e ambas participam do controle
da liberagio de AGNE (VAUGHAN, 1962). O processo de reesterificacdo em triglicérides de
uma parte importante do AGNE decorrentes da lipdlise requer a sintese de glicerol-3-fosfato
(G3P), que resulta principalmente de substratos ndo carboidratos, como lactato ou piruvato
através de uma via chamada gliceroneogénese (RESHEF et al., 1967, RESHEFet al., 1970). A
enzima chave desta via metabdlica ¢ a isoforma citosolica da PEPCK-C (BALLARD et al.,
1967).

O piruvato pode ser carboxilado a oxaloacetato pela piruvato carboxilase e usado para
gliceroneogénese ou descarboxilado a acetil-CoA pelo CPD para o ciclo do acido tricarboxilico.
Por isso, hipotetizamos que o fluxo do piruvato através da gliceronecogénese foi negativamente
relacionado com a atividade CPD. Como sequenciaconsequencia, a relagio PDK/ PDP iria
participar na via de reesterificagdo de acidos graxos nos adipdcitos.

Estudos anteriores mostraram que PEPCK-C nos adipdcitos e toda via gliceroneogénica
sdo alvos especificos para os agonistas de receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
(PPAR) gama, como as tiazolidinedionas (rosiglitazona), em roedores e humanos (TORDJMAN
et al., 2003; LEROYER et al., 2006; CADOUDAL et al., 2007). A Rosiglitazona (RSG),
desenvolvido para o tratamento de diabetes mellitus tipo 2, é conhecida por ter efeitos poderosos
sobre o metabolismo de carboidratos e lipidios levando a melhoria da sensibilidade a insulina nos
tecidos-alvo (LE BOUTER et al., 2010). Pckl, que codifica PEPCK-C, é o gene mais
precocemente e fortemente ativado por rosiglitazona nos adipdcitos, sugerindo um papel
essencial da PEPCK-C na resposta do TAB para tiazolidinedionas. Tal aumento no PEPCK-C

precede a ativagdo da gliceroneogénese, que participa do sequestro de lipidios no tecido adiposo



75

observado com estes compostos e, assim, explicam, pelo menos em parte, as propriedades
hipolipemiantes desta classe de drogas (YE et al., 2004).

Cadoudal et al. (2008) estudaram a regulagao por tiazolidinedionas da expressdo de PDK2
e PDK4, as duas isoformas de PDK expressa nos tecidos adiposo tecido em ratos e mostraram
que o tratamento com Rosiglitazona por 4 dias, aumentou a expressdo de PDK4 em tecido
adiposo subcutineo, peri-epididimal e retroperitonial, mas ndo no figado e no musculo. A
transcri¢do de PDK2 e das fosfatase PDP1 e PDP2 ndo foi afetada. Esta seletividade por esta
isoforma também foi encontrada em ex vivo tratados com explantes. Em adipdcitos da linhagem
celular 3T3-F442A, a expressdo de Pdk4 foi fortemente e seletivamente induzida pela
rosiglitazona. O uso de acido dicloroacético ou leelamine, dois inibidores da PDK, ou uma
siRNA PDK4 especifico, demonstrou que PDK4 participou da gliceronecogénese, portanto

alterando a liberacdo de 4cidos graxos livres em condi¢des basal e induzida por rosiglitazona.
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Figura 19: Expressdo génica da enzima PDK4 em tecido adiposo das regides epididimal, mesentérica e
peri-renal, isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos
controle ingeriram rag¢do padrdo para laboratdrio contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab,
Brasil e a ragdo hiperlipidica a seguinte composi¢cdo: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de
colesterol e 0,5% de acido célico (HN&C Consultoria em Nutricdo Experimental, Brasil). *p<0,05 - teste ¢

Student. n = 6.
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Figura 20: Expressdo génica da enzima PDP2 em tecido adiposo das regides epididimal, mesentérica e
peri-renal, isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos
controle ingeriram rag¢do padrdo para laboratdrio contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab,
Brasil e a ragdo hiperlipidica a seguinte composi¢do: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de

colesterol e 0,5% de acido cdlico (HN&C Consultoria em Nutrigdo Experimental, Brasil). *p<0,05 - teste

t Student. n = 6.
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4.2.2.4 Acaca no tecido adiposo

Na andlise da Acaca (Figura 21) ndo houve alteragdes significativas em nenhum dos
depositos em questdo, sugerindo que a expressdo desta enzima nos adipocitos das diferentes
regides epididimais estd preservada.
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Figura 21: Expressdo génica da enzima Acaca em tecido adiposo das regides epididimal, mesentérica e
peri-renal, isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos
controle ingeriram rag¢@o padrdo para laboratério contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab,
Brasil e a ragdo hiperlipidica a seguinte composigdo: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de

colesterol e 0,5% de acido colico (HN&C Consultoria em Nutrigdo Experimental, Brasil). n = 6.

O evento central no metabolismo lipidico ¢ a geracdo de malonil-CoA via carboxilagido do
acetil-CoA pela acetil-CoA carboxilases alpha e beta (Acaca e Acacb). No figado, malonil-CoA
gerado pelo Acaca ¢é utilizado para sintese e alongamento de acidos graxos (AQG), finalmente
levando a formagdo de triglicérides. No coracdo e no musculo esquelético, com uma capacidade
limitada para a sintese de AG, malonil-CoA formada na superficie mitocondrial por Acacb
funciona basicamente como um regulador negativo da oxidagdo de AG através da inibicdo da
carnitina palmitoiltransferase (CPT-I) (McGARRY & BROWN, 1997, RUDERMAN et al.,

1999; McGARRY, 2001; HARWOOD, 2005).



78

Em humanos e animais, Acaca e Acacb sdo codificadas por genes separados (WIDMER
et al., 1996; KIM, 1997). A quota de enzimas humanas apresentam 75% de identidade na
sequencia geral de aminoacidos, com exce¢cdo de uma extensdo extra sequencia N-terminal da
Acacb, o que ndo estd presente em Acaca. A extensdo N-terminal da Acacb ¢ relatado por dirigir
a proteina para a membrana mitocondrial (ABU-ELHEIGA, 2000; ABU-ELHEIGA, 2003; ABU-
ELHEIGA, 2003). Acaca, sem essa sequencia fica localizada na citosol (ABU-ELHEIGA, 2000).
A atividade da ACC ¢é regulada em resposta a dieta, alteragdes hormonais e outras mudangas
fisiologicas. A regulacdo ndo procede apenas via mecanismos regulatorios a curto prazo como a
ativacdo alostérica pelo citrato, a inibi¢do por feedback pelos AGs de cadeia longa, fosforilagdo e
inativagdo reversivel, mas também através de modulagdo da producgdo de proteinas através da
alteracdo da expressdo do gene (KIM, 1997; HARWOOD, 2005; BROWNSEY et al., 20006).

Devido ao seu importante papel no metabolismo lipidico, Acaca e Acacb estdo sendo
atualmente discutidos como alvos atraentes para tratar a obesidade, diabetes e sindrome
metabodlica (HARWOOD, 2005; WAKIL & ABU-ELHEIGA, 2009). A desregulagdo dos niveis
intracelulares de malonil-CoA e associa¢do da detec¢do do combustivel e redes de sinalizagdo sio
sugeridas por estarem envolvidos na resisténcia a insulina e diabetes (PRENTI & CORKEY,
1996, RUDERMAN et al., 1999; RUDERMAN & PRENTKI, 2004; SAGGERSON, 2008).
Estudos correlacionando a diminui¢do da atividade da proteina quinase ativada por AMP
(AMPK) e aumento nas concentragdes de malonil-CoA tém sido amplamente analisados
(RUDERMAN & PRENTKI, 2004). No entanto, concentragdes aumentadas de malonil-CoA
também pode ser resultado de alteragdes primarias em na expressio de Acaca e/ ou Acacb.

Kreuz et al., 2009, ao comparar os niveis de expressdo da Acaca e Acacb em ratos Zucker
magros de 8 ¢ 15 semanas de idade (ZLC), observaram mudangas transcricionais que se

manifestaram em reducdo da Acaca no tecido adiposo e no figado e redugdo nas concentracdes de
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Acacb no figado de animais mais velhos. Mudangas semelhantes também foram encontradas em
ratos Zucker obesos (ZF) e Zucker diabéticos e obesos (ZDF). De acordo com este, Nogalska et
al., 2005 demonstraram, anteriormente para o tecido adiposo branco, que o envelhecimento esta
associado com uma redu¢do significativa na expressdo dos genes lipogénicos como SREBP-Ic,
acidos graxos sintase ¢ Acaca.

Além dessas mudangas relacionadas a idade, também observaram diferencas entre ZF e
ratos ZDF, em comparacdo com ratos controle pareados por idade ZLC, indicando efeitos
relacionados com a obesidade ou diabetes sobre os niveis de transcricdo da ACC. Em tecidos
oxidativo de ratos ZDF, o mRNA de Acacb foi elevado ¢ 0o mRNA de Acaca foi reduzido em
comparagdo com os animais ZLC. Em linha com esta observag¢ao, a oxida¢do reduzida de AG no
musculo séleo de ZDF oito semanas de idade em comparagdo com animais magros foi publicado
(IDE et al., 2000).

Em animais ZF, os niveis de transcri¢do de Acacb foram elevados no musculo soéleo ¢
coracdo, mas as mudancas foram menos pronunciadas do que em animais ZDF, o que poderia
apontar para mudancas mais brandas na oxida¢cdo muscular de AG em animais ZF. Em tecidos
lipogénicos, alteragdes nos niveis de transcricdo da ACC foram diferentes entre figado e depdsito
adiposo. Em ZDF e ratos ZF, os niveis de mRNA Acaca e Acacb foram aumentados no figado
em comparacdo com animais controle, embora a significancia sé tenha sido alcangada em idades
mais jovens. Essas mudangas poderiam, potencialmente, contribuir para a sintese de triglicerideos
aumentados e reduzidas taxas de oxidagdo de AG, um cendrio que é apoiado por diversos estudos
descrevendo aumento do teor de triglicerideos no figado de animais ZDF (IDE et al., 2000;
LEONARD et al., 2005; SERKOVA et al., 2006).

Em contraste com o figado, ambos os depdsitos de tecido adiposo (subcutineo, visceral)

revelaram quantidades muito reduzidas de mRNA Acaca em ratos ZDF, enquanto que em
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animais ZF aumento nos niveis de Acaca foram medidos em gordura subcutanea. Isso indica uma
reducdo na sintese e armazenamento de gordura no depoésito adiposo de ratos ZDF e um aumento
na sintese de gordura e de armazenamento nos animais ZF.

Estudamos os diferentes paniculos adiposos (epididmal, mesentérico e peri-renal) por
estes apresentarem diferengas fisioldgicas. Interessantemente observamos alteracdes mais
significativas no paniculo peri-renal que ndo apresentam na literatura muitos estudos
metabolicos. Sendo assim, observamos no peri-renal aumento no paniculo adiposo com 6
semanas de tratamento com dieta hiperlipidica, e com 4 semanas verificamos aumento na
expressdo génica das enzimas HSL e PDK4, com uma diminui¢doo da expressdo génica de LPL e
sem alteracdes significativas em Acaca e PDP2. Estes dados indicam aumento na atividade
lipolitica e redugdo da atividade lipogénica mas o adipocito desta regido ndo apresenta alteragio
nos dados morfométricos mostrando que ndo sofre alteracdo em seu tamanho em relacdo ao
adipocito controle. O que estaria mantendo entdo o tamanho do adipdcito?

O que nos parece uma boa hipdtese ¢ que a glicose estaria entrando nesta célula,
lembrando que esta apresenta uma menor sensibilidade a insulina, via GLUT2 e como nesta
célula glicose ndo pode ser convertida a glicogénio seus possiveis destinos seriam: via glicolitica
configurando-se como substrato energético, conversao a lactato ou sintese de TAG. Se a glicose
estivesse sendo utilizada como substrato energético ou convertida a lactato o tamanho do
adipocito ndo se manteria, o que nos leva a acreditar que no tecido adiposo a glicose captada
estaria sendo armazenada sob a forma de TAG (Figura 22).

No epididimal, se HSL e LPL ndo apresentam diferenca significatica assim como PDK4 ¢
Acaca o que estaria mantendo o tamanho do adipdcito considerando que esta célula com 6

semanas apresenta lipolise basal diminuida?
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Figura 22: Esquema resumido das alteracdes apresentadas na expressdo génica das enzimas em tecido
adiposo isolado de ratos controle e que ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de 4 semanas. Os ratos
controle ingeriram rag¢do padrdo para laboratdrio contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Nuvilab,
Brasil e a ragdo hiperlipidica a seguinte composigdo: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de

colesterol e 0,5% de acido colico (HN&C Consultoria em Nutri¢do Experimental, Brasil).
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5. CONCLUSOES

Quatro semanas de administragdo de dieta hiperlipidica a ratos induz:

o esteatose hepatica, com aumento significativo na expressdo de lipoproteina lipase,

PDK4 e PFKI, diminui¢cdo significativa na expressdo da enzima G6PC e sem
alteracdes expressdo das enzimas ACACA, GyK e PDP2, indicando alteragdes
predominantes no metabolismo lipidico sem portanto alteragdes relevantes no
metabolismo glicidico;

Aumento na expressdo da enzima lipase hormdnio sensivel no tecido adiposo das
regides mesentérica e peri-renal, aumento este que foi acompanhado de diminui¢do na
expressdo da enzima LPL no tecido adiposo peri-renal. Estas alteragdes ndo causaram
mudangas significativas na morfometria (drea ou didmetro) dos adipdcitos isolados
destas regides. Como a auséncia de alteracdo na expressdo de LPL ndo explica os
motivos da auséncia de diminui¢do dos adipocitos podemos inferir que a reposi¢do
dos estoques pode estar acontecendo devido ao aumento da entrada de glicose neste
tecido, que pode ser fonte para a TAGs impedindo assim de causar dimuini¢do no

tamanho do adipdcito.

Estes resultados em conjunto indicam que a dieta administrada por 4 semanas pode ser util

para os estudos iniciais do quadro de dislipidemia que antecedem as disfuncdes metabdlicas.
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