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RESUMO

Dietas ricas em sacarose, lipidios ou hiperpalataveis podem induzir hipertrigliceridemia e
resisténcia a insulina (RI) em humanos e em animais. Objetivo: elucidar o efeito da
suplementagdo de acidos graxos de cadeia muito longa ®3 (acidos graxos docosahexaenoico e
eicosapentaendico — DHA e EPA) em alteragdes do metabolismo da glicose e de lipidios
geradas por estas dietas. Métodos: animais foram alimentados com uma dieta hiperlipidica
durante quatro meses a partir do periodo gestacional, ou uma dieta rica em sacarose por trés
meses a partir de um més de idade, ou uma dieta hiperpalatavel por oito meses a partir do
periodo gestacional, contendo ou ndo 6leo de peixe como fonte de EPA e DHA. Teste de
tolerancia a glicose, verificagdo dos niveis séricos de triglicerideos (TG), glicose e 4cidos
graxos livres (AGL), oxidagdo e incorporagdo de glicose a lipidios em figado foram avaliados
em todos os animais. A atividade do complexo piruvato desidrogenase hepatico (PDH) foi
verificada em animais alimentados com dieta hiperlipidica e a sintese hepatica de glicogénio a
partir de glicerol e glicose foi analisada em animais alimentados com dieta hiperpalatavel. Em
tecido adiposo (TA), a atividade da enzima fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK) e a
incorporacdo de glicerol a TG foram avaliadas nos animais alimentados com dieta rica em
sacarose e a incorporacdo de glicose a TG foi estudada em todos os animais. Resultados: ao
receber EPA e DHA, os animais apresentaram menores niveis séricos de TG e AGL e menor
incorporagdo de glicose a TG em figado e tecido adiposo em relagdo aos seus controles.
Animais que receberam dieta hiperlipidica rica em EPA e DHA apresentaram maior atividade
da PDH, porém sem diferenga na oxida¢do de glicose em relagdo aos demais animais. A dieta
rica em sacarose suplementada com estes AG ocasionou aumento da atividade da PEPCK e da
incorporagdo de glicerol a lipidios em tecido adiposo em relagdo aqueles com dieta
semelhante, porém pobre em AG 3. Tanto animais alimentados com dieta hiperpalatavel
suplementada com AG ®3 de cadeia longa, como os alimentados com EPA e DHA
apresentaram sintese de glicogénio a partir de glicerol e glicose diminuidas em relagdo ao
grupo controle, alimentado com dieta comercial padrdo. Conclusao: EPA e DHA melhoram a
tolerancia a glicose e a agdo da insulina. O aumento da atividade da PEPCK e da incorporagao
de glicerol a TG em TA podem contribuir para a diminui¢ao dos niveis séricos de TG e AGL.
A menor sintese de lipidios a partir de glicose em figado e tecido adiposo também podem
contribuir para os efeitos hipolipidémicos destes AG. Mais estudos sdo necessarios para
compreensdo de seus efeitos na sintese hepatica de glicogénio e na atividade da PDH. O

presente estudo estende o conhecimento sobre suas agdes no metabolismo intermediario.



ABSTRACT

Feeding rats highly palatable, high-sucrose or high-fat diets may induce hypertriglyceridemia
and insulin resistance (IR) in humans and animals. Objective: The aim of this study was to
elucidate ®3 very long chain polyunsaturated fatty acids (docosahexaenoic and
eicosapentaenoic acids — DHA and EPA) supplementation effects on glucose and lipid
metabolism alterations induced by feeding these diets. Methods: The present study was
conducted on rats fed a high-fat diet during 4 months from gestacional period, or a high-
sucrose diet during 3 months beginning with 1 month old animals, or a highly palatable diet
for 8 months from gestacional period, containing fish oil as EPA and DHA source or not.
Glucose tolerance test, serum insulin, glucose, triglycerides (TG) and free fatty acids levels
(FFA), glucose oxidation and incorporation into triglycerides in liver were evaluated in all
animals. Pyruvate dehydrogenase complex activity (PDH) was analyzed in high-fat fed
animals and glycogen synthesis from glucose, and glycerol were studied in highly palatable
diet fed animals. In adipose tissue, phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) activity and
glycerol incorporation into TG were verified in high-sucrose fed animals and glucose
incorporation into TG was evaluated for all diets. Results: Animals fed all diets, when
supplemented with EPA and DHA, showed lower serum FFA and TG levels and lower
glucose incorporation into TG in liver and adipose tissue compared to others. Animals fed a
high-fat diet rich in these fatty acids had higher hepatic PDH activity, but showed no
difference in glucose oxidation compared to other animals fed high-fat diet. Animals fed a
highly palatable diet had lower glycogen synthesis from glucose and glycerol in liver when
compared to commercial diet fed rats. Also, animals fed a high-sucrose diet containing ®3
fatty acids had higher phosphoenolpyruvate carboxykinase activity and glycerol incorporation
into TG when compared to animals fed a high-sucrose diet poor in these fatty acids.
Conclusion: EPA and DHA improve glucose tolerance and insulin action in different diet
induced insulin resistance models. The increase in PEPCK activity and glycerol incorporation
into TG may contribute to lower serum TG and FFA levels. Lower TG synthesis from glucose
in liver and adipose tissue may also contribute to its hypolipidemic effects. Further studies are
necessary to elucidate the w3 fatty acids effects on hepatic glycogen synthesis and on PDH
activity. The present study thus extends knowledge on EPA and DHA actions on intermediary

metabolism.
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1. INTRODUCAO

1.1 Resisténcia a insulina e diabetes mellitus

A incidéncia global de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) tem atingido proporcdes
epidémicas e tende a aumentar nos proximos anos (ZIMMET et al, 2001). Dada a
complexidade de sua patofisiologia, esta condi¢ao tem sido alvo de um expressivo nimero de
estudos nos ultimos 30 anos (STUMVOLL et al, 2007).

A resisténcia a insulina (RI) € um elemento central na patogenia da DM2 (SAVAGE et
al, 2007). No entanto, esta patologia desenvolve-se na presenca ndo apenas de progressiva
resisténcia periférica a insulina — especialmente no figado, musculo esquelético e tecido
adiposo —, mas também estd associada a eventual faléncia da capacidade das células [3-
pancredticas de secretar maiores quantidades deste hormdnio para compensar esta resisténcia
(DEFRONZO, 2004). A hiperinsulinemia resultante da disfunc¢do destas células e a RI estdo
também relacionadas a outras patologias freqilientes, como obesidade, dislipidemia, doenga
arterial coronariana, hipertensao, entre outras (KASHYAP & DEFRONZO, 2007).

Além da suscetibilidade genética, contribuem para o surgimento da RI e da disfuncao
das células 3 um conjunto de fatores ambientais e comportamentais, como sedentarismo, dieta
inadequada (rica em gordura saturada, acidos graxos trans e sddio, pobre em fibras, potassio e
acidos graxos poliinsaturados, entre outras caracteristicas) e obesidade (GANG HU et al,
2004).

Embora a maior parte dos individuos obesos ndo seja diabética, um certo grau minimo
de adiposidade, em geral, ¢ necessario para o desenvolvimento de DM2 (COLDITZ et al,
1995). Conforme Chakravarthy e Booth (2004), a atual alta prevaléncia de obesidade ¢

decorrente, ao menos em parte, das mudangas dos padrdes alimentares e de atividade fisica
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em relacdo ao periodo da sele¢do natural de nossos genes. Esta ocorreu em tempos da Era
Paleolitica, quando os homens eram cagadores e coletores e necessitavam realizar maior
atividade fisica em busca de alimentos, além de serem submetidos a periodos alternados de
escassez e abundancia de recursos alimentares. Neste processo foram selecionados genes Tteis
ao maior aproveitamento e armazenamento dos nutrientes, os chamados genes econdmicos.
Evidéncias mostram que este genoma permaneceu essencialmente inalterado nos ultimos
10.000 anos. Portanto, supde-se que o homem contemporaneo estd geneticamente adaptado
para o ambiente e estilo de vida de seus ancestrais. Estes mesmos genes que representavam
uma vantagem seletiva no passado, agora estdo sendo expostos a outro estilo de vida,
caracterizado pelo sedentarismo e por uma dieta inadequada, além de um periodo de vida
mais extenso.

Especificamente em relacdo a dieta dos homens desses tempos, supde-se que as
mudangas que ocorreram com a introducao da agricultura e da criagdao de animais (em torno
de 10-14.000 anos atrds) ainda sdo muito recentes na escala da evolugdo para que haja
adaptacdo do genoma humano. Cordain et al (2004) sugerem que diversas alteracdes de nossa
dieta em relacdo a de nossos ancestrais, como a composicao de acidos graxos, entre outros
fatores, tém contribuido para efeitos negativos observados em diferentes patologias.

Certamente buscar terapias, tanto medicamentosas como relacionadas ao estilo de vida
(exercicio fisico, dieta, etc) que apresentem beneficios na prevengdo e/ou tratamento da
obesidade e da DM2 ¢ de fundamental importancia para diminuir a prevaléncia e os enormes

gastos publicos gerados por estas patologias (ADA, 2007).
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1.1.1 Homeostase da glicose e agdes da insulina em condigdes normais

Apesar das freqlientes oscilagdes entre o jejum e o estado alimentado, a glicemia
mantém-se dentro de uma estreita faixa de 4 a 7mM (aproximadamente 70 a 130mg/dL) em
individuos saudéveis. Este fino controle ¢ administrado pelo balanco entre a absorcao
intestinal, producao hepatica, captacdo e metabolismo da glicose pelos tecidos periféricos
(DEFRONZO, 2004).

A insulina aumenta a captacao de glicose no musculo e no tecido adiposo, além de
inibir a sua producdo hepatica (glicogendlise e gliconeogénese), assim exercendo importante
participagdo no controle de sua concentragdo plasmadtica. A insulina também estimula o
crescimento e a diferenciagdo celular e promove o armazenamento de diferentes substratos no
tecido adiposo, musculo esquelético e figado por meio do estimulo das vias de lipogénese,
sintese protéica e glicogénese e da inibicao das vias de lipolise e degradacao protéica.

Atuando por meio de sua via de sinalizacdo, a insulina influencia a sintese e/ou
atividade de enzimas-chave destas vias metabolicas. Parte destes efeitos sdo mediados por sua
capacidade de estimular ou inibir uma série de fatores e cofatores de transcri¢do, incluindo
SREBP-1 (sterol regulatory element binding protein), HNF-4 (hepatic nuclear factor) e PGC-

1 (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-activator 1) (SALTIEL E KAHN,

2001).

1.1.2  Patogenia da resisténcia a insulina e da DM2

A DM2 caracteriza-se por defeitos na secrecao de insulina e por resisténcia a agao

deste hormdnio envolvendo especialmente musculo esquelético e figado, além do tecido

adiposo. Para o seu surgimento contribuem, entre outros fatores, a glicotoxicidade e a
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lipotoxicidade gerada a partir de alteragdes do metabolismo dos adipocitos. Apesar de muito
estudadas, ainda ndo existe consenso a respeito do surgimento da glicotoxicidade a partir da
lipotoxicidade ou vice-versa. Supde-se ainda que a gliceroneogénese € mais uma via que pode

encontrar-se alterada na RI, contribuindo para lipotoxicidade.

1.1.2.1 Secrec¢ao de insulina

Um conjunto de fatores genéticos e adquiridos tem sido implicado no progressivo
prejuizo da secrecao de insulina pelas células 3 do pancreas (STUMVOLL et al, 2007). Tanto
a glicotoxicidade (ROBERTSON et al, 2003) como a lipotoxicidade (BAYS et al, 2004) estao
entre os fatores que podem alterar a sua secre¢do. A exposicao por curto prazo das células [ a
um aumento fisioldgico na concentragdo de acidos graxos livres (AGL) estimula a secrecao de
insulina em conjunto com a hiperglicemia. Entretanto, a longo prazo ocorre inibigao
(MASON, 1999). Quando as c¢lulas 3 falham e tornam-se incapazes de superar a resisténcia a
insulina do figado e tecidos periféricos, surge a diabetes (DEFRONZO, 2004).

Nao existe consenso a respeito do primeiro sitio de surgimento da resisténcia a
insulina ou de qual 6rgdo necessariamente deve estar resistente a sua a¢do para que ocorra o

surgimento da DM2, no entanto estd comprovado que a hiperinsulinemia precede o inicio da

DM2 (STUMVOLL et al, 2007).

1.1.2.2 Resisténcia hepatica e muscular a agdo da insulina

As acdes combinadas da hiperinsulinemia e da hiperglicemia (efeito de massa da

glicose que contribui para estimular seu proprio metabolismo) dependem de dois mecanismos
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estreitamente relacionados: supressdo da liberagdo hepatica de glicose e estimulo de sua

captacao por tecidos periféricos, especialmente o musculo esquelético.

1.1.2.2.1 Supressdo da producao hepatica de glicose

Esta bem estabelecido que a supressao da producao hepatica de glicose encontra-se
diminuida na DM2. Este fendmeno poderia resultar do aumento da gliconeogénese e/ou
glicogenodlise. A maior parte dos estudos sugere que a via predominantemente elevada ¢ a
gliconeogénese (CONSOLI at al, 1989; MAGNUSSON et al, 1992), mas ha também estudos
que sugerem aumento da glicogenolise (STAEHR et al, 2003). Os mecanismos propostos para
o aumento da gliconeogénese incluem aumento dos niveis circulantes de seus precursores
(lactato, alanina, glicerol) (CONSOLI et al, 1989), AGL (STAEHR et al, 2003) e de glucagon
(BARON et al, 1987). Staehr et al (2003) explicitaram que concentragdes fisiologicas de
AGL podem estimular tanto a glicogendlise como a gliconeogénese em diabéticos tipo 1, no
jejum.

Além de alterag¢do do controle da gliconeogénese e da glicogendlise, na RI e na DM2
outras vias metabdlicas hepdticas encontram-se prejudicadas. A concentracdo e sintese
hepatica de glicogénio podem estar diminuidas (GOLDEN et al, 1979; GANNON e
NUTTAL, 1997), assim como a atividade do complexo enziméatico piruvato desidrogenase e a
glicolise (SCHUMMER et al, 2008). A lipogénese, no entanto, apesar de ser um processo
ativado pela insulina, ndo parece estar comprometida em estados insulino-resistentes
(WEICKERT, 2006; UNGER, 2008), um dos fatores que contribui para o negativo acumulo
intra-hepatico de lipidios e a produg¢do aumentada de VLDL (very low density lipoprotein)

(ADIELS, 2008).
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1.1.2.2.2 Captagao periférica de glicose (musculo esquelético)

O musculo esquelético representa o principal sitio de metabolismo periférico da
glicose. No musculo esquelético, a RI manifesta-se primariamente como uma redug¢do na
sintese de glicogénio estimulada por insulina, conseqiiéncia do transporte reduzido de glicose.
Segundo a hipdtese de Randle (RANDLE et al, 1963), isto se deve a utilizagao preferencial de
acidos graxos em lugar da glicose pelo musculo. Estudos mais recentes indicam outra
explicacdo mais provavel para menor captacdo de glicose: o actimulo de lipidios
intramiocelular e conseqiientes alteragdes na via de sinalizagdo da insulina, a lipotoxicidade

(MCGARRY, 2002).

1.1.2.3 O papel da hiperglicemia e da glicotoxicidade na DM2

A glicotoxicidade consiste em danos estruturais e funcionais causados nas células p-
pancreaticas e em tecidos-alvo da insulina, causados pela hiperglicemia cronica. Alguns tipos
celulares, como células endoteliais € mesangiais, ndo conseguem manter sua concentracao
intracelular de glicose normal diante da hiperglicemia e acabam sendo danificadas por
diversos mecanismos: aumento do fluxo das vias do poliol e das hexosaminas, da produgao
intracelular de precursores de produtos de glicacdo avancada e ativagdo das proteinas cinase C
B e 0. A ativagdo de todas estas vias parece ocorrer como resultado de um processo
desencadeado inicialmente pelo aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio
(BROWNLEE, 2005). A ativagdo destas vias pode contribuir para o desenvolvimento da
DM2, assim como também oferece uma possivel explicagio para o surgimento das
complicagdes micro (retinopatia, nefropatia e neuropatia diabéticas) e macrovasculares

(aterosclerose, acidente vascular cerebral) relacionadas a diabetes mellitus.
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1.1.2.4 O papel do adipdcito na patogenia da DM?2 e a lipotoxicidade

O tecido adiposo tem um importante papel no tamponamento do fluxo de AGL
circulantes (FRAYN, 2002). No periodo pos-prandial, a insulina suprime a acao da lipase
hormonio-sensivel, assim diminuindo a lipolise, e estimula a captacdo de acidos graxos a
partir das lipoproteinas séricas por meio da agdo da lipase lipoproteica. Estimula ainda a
captacdo de glicose e a lipogénese nos adipocitos. Se esta acdo tamponante encontra-se
deficiente, tecidos extra-adiposos (figado, pancreas, musculo esquelético, etc) sdo expostos a
um fluxo excessivo de lipidios e podem acumuléd-los, desencadeando a formagdo de
metabolitos toxicos para as células (diacilglicerol, ceramidas, etc), os quais podem alterar
cascatas de sinalizagdo e gerar uma série de processos danosos intracelularmente
(MCGARRY, 2002; SAVAGE et al, 2007). O conjunto destes danos causados por niveis
persistentemente elevados de AGL ¢ denominado lipotoxicidade (MCGARRY, 2002).

Considerando que a lipotoxicidade pode causar ou agravar alteragdes nos trés 6rgaos
com reconhecido importante papel no prejuizo da homeostase da glicose em diabéticos —
pancreas, figado e musculo —, ¢ evidente que o tecido adiposo tem importante participagdo na
patogenia da DM2 (BAYS et al, 2004). Em acordo, os niveis séricos de AGL encontram-se
elevados na obesidade e em outros estados insulino-resistentes (COPPACK et al, 1992;
BODEN e SHULMAN, 2002). Além dos AGL circulantes aumentados, diabéticos e obesos
geralmente também apresentam aumento da concentracdo intracelular de triglicerideos no
figado e no musculo que se correlaciona proporcionalmente com a presenga de resisténcia a
insulina nestes tecidos (MCGARRY, 2002).

O tecido adiposo pode ser dividido em dois compartimentos maiores — subcutineo e
visceral — que possuem distribuicdo e metabolismo distintos. Individuos com obesidade

central (também denominada intra-abdominal ou visceral) apresentam maior risco de
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complicagdes metabolicas e cardiovasculares. Isto se deve, a0 menos em parte, a diferengas
nas taxas de lipolise entre os dois compartimentos e, principalmente, a sua localizacdo. A
lipolise ¢ maior nos adipocitos viscerais do que nos subcutaneos, pois 0s primeiros sao0 menos
sensiveis ao efeito antilipolitico da insulina e mais sensiveis a acdo lipolitica de
catecolaminas. Apesar de menos sensivel a lipolise, o tecido adiposo subcutaneo ¢ maior que
o visceral, assim também liberando grande quantidade de AGL. No entanto, o tecido visceral
parece ser mais prejudicial, pois drena diretamente para veia porta e as altas concentracdes de
AGL entregues diretamente ao figado contribuem para o acimulo de triglicerideos (TG),
aumento da gliconeogénese e inibicdo do clearance da insulina. Ainda assim, os AGL
liberados pelo tecido adiposo subcutaneo também tém importante implicagdo no surgimento
da resisténcia a insulina, pois aumentam a exposi¢do do musculo e do pancreas a um fluxo

lipidico aumentado (ARNER, 2001) (Figura 1).
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Figura 1. Turnover de AGL nos tecidos adiposos visceral e subcutianeo. O alto fluxo resultante do elevado turnover de AGL no tecido
visceral drena diretamente para o figado, pela veia porta, contribuindo para o aumento da gliconeogénese, da sintese de triglicerideos e para o
reduzido clearance da insulina. A lipolise a partir do tecido subcutaneo expde o pancreas e o misculo esquelético a elevados niveis de AGL,
contribuindo para menor secregdo de insulina e captagdo de glicose, respectivamente (ARNER, 2001).

Além do seu papel no armazenamento de acidos graxos, o adipdcito tem uma
importante funcdo endocrina. Produz uma variedade de adipocitocinas (adiponectina,

resistina, angiotensinogénio, fator de necrose tumoral-a, leptina, entre outras) envolvidas em
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funcdes diversas que incluem homeostase da glicose, inflamagdo, balango energético,
metabolismo lipidico, entre outros. Na RI, os adipoécitos podem ter sua funcao alterada e a
liberacao destas proteinas pode ser modificada, havendo menor liberacdo de adiponectina e
maior liberagdo de fator de necrose tumoral-a, entre outras alteragdes, num mecanismo que
implica a participagdo do tecido adiposo na patogenia da DM2 (BAYS et al, 2004;
GUILHERME et al, 2008). E possivel que as adipocitocinas secretadas por adipdcitos
viscerais sejam mais prejudiciais a sensibilidade a insulina sistémica e que isto também
contribua para diferencas entre os depositos subcutaneo e visceral, no entanto esta hipdtese
nao estd comprovada (KAHN e FLIER, 2000). Pesquisadores tém encontrado evidéncias que
comprovam que a obesidade pode levar a um estado de inflamacdo cronica no tecido adiposo
que também pode contribuir para esta disfuncdo dos adipocitos, especialmente os de maior
diametro, menos sensiveis a insulina (GUILHERME et al, 2008).

Sendo assim, embora o tecido adiposo seja responsavel pela metabolizacdo de apenas
uma pequena quantidade de glicose em relagdo a outros tecidos, exerce um papel muito
importante na homeostase da mesma, considerando o impacto que os niveis de AGL e as

adipocitocinas que sao liberados pelos adipocitos t€ém sobre o metabolismo de outros 6rgaos.

1.1.2.5 Teoria glicocéntrica x teoria lipocéntrica na patogenia da RI

Tradicionalmente, a interpretacdo da patogenia da DM2 era dominada por uma visao
glicocéntrica onde a hiperglicemia era considerada como o ponto inicial para intervencao
terapéutica. Mais recentemente tem sido comprovado em diversos estudos que o aumento de
AGL circulantes pode ocorrer mesmo antes da intolerancia a glicose (MITTRA et al, 2008).
Na literatura vigente permanecem controvérsias a respeito do surgimento da glicotoxicidade

anterior a lipotoxicidade ou vice-versa (POITOUT e ROBERTSON, 2002; UNGER, 2008).
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Como descrito nos topicos anteriores, os mecanismos da glicotoxicidade envolvem
varios fatores de transcrigdo e sdo, ao menos em parte, mediados pela geragdo crénica do
estresse oxidativo. A lipotoxicidade ¢ provavelmente mediada pelo somatorio de alteragdes
em vias de sinalizagdo em decorréncia do acumulo de lipidios téxicos. Apesar desta
indefini¢do, ambos contribuem para a progressiva deterioragdo da homeostase da glicose e
dos lipidios caracteristica da DM2. Além disso, as vias ativadas pela glicotoxicidade a partir
do estresse oxidativo parecem poder ser ativadas também pelo excesso de espécies reativas de
oxigénio geradas a partir da oxidacdo de acidos graxos em alguns tipos celulares
(BROWNLEE, 2004). Assim, talvez ambas atuem por vias especificas e também por algumas

vias em comum.

1.1.2.6 O papel da gliceroneogénese na DM2

A gliceroneogénese ¢ uma versdo abreviada da gliconeogénese: consiste na sintese de
novo de glicerol-3-fosfato a partir de precursores diferentes de glicose ou glicerol (lactato,
piruvato, alanina), para ser utilizado na sintese de TG. Esta via ocorre tanto no tecido adiposo
como no figado e foi originalmente proposta em 1967, por Richard Hanson, Lea Reshef e seus
colegas, sendo também apresentada no mesmo ano por Ballard et al (HANSON e RESHEF,
2003).

Inicialmente foi observado que o tecido adiposo contém as enzimas piruvato
carboxilase e a forma citosolica da fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK-c), duas enzimas
que naquele tempo eram conhecidas apenas como parte da via da gliconeogénese. Nos
estudos posteriores que estabeleceram a existéncia da gliceroneogénese, foi explicitado em
ratos que a incubagao in vitro de tecido adiposo epididimal com piruvato reduziu a liberagao

de AGL em 65%, embora sem alterar a lipdlise (determinada pela quantidade total de glicerol
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liberada para o meio). Concluiu-se assim que parte dos AGL haviam sido reesterificados e a
via da gliceroneogénese foi descoberta (HANSON e RESHEF, 2003). A PEPCK-c, enzima
que catalisa a conversdo de oxaloacetato + GTP em fosfoenolpiruvato + GDP + CO,, ¢
considerada a enzima-chave da via. O seu controle ndo envolve modifica¢des covalentes ou
efeitos alostéricos, mas a expressdao de seu gene ¢ alterada por AMPc, glicocorticoides,
insulina, hormdnio da tiredide, glitazonas, além de acidos graxos (BEALE et al, 2007).

A gliceroneogénese consome ATP e poderia ser considerada um “ciclo futil”, pois no
tecido adiposo consiste na reesterificagdo de acidos graxos (AG) héa pouco hidrolisados. No
entanto, possui importante funcao neste tecido: regular a liberacdo de AG via um ciclo TG-
AG intracelular, contribuindo para evitar o aumento de AGL circulantes que poderia culminar
na lipotoxicidade e em resisténcia a insulina (HANSON e RESHEF, 2003).

Os acidos graxos liberados do tecido adiposo podem ser reesterificados ndo apenas no
interior dos adipdcitos pela gliceroneogénese, como também no figado e, possivelmente, no
musculo, constituindo o que foi chamado de ciclo TG-AG por Reshef et al (2003) (Figura 2).
Este pesquisador e seus colegas observaram que a fracdo total de AG que ¢ hidrolisada no
tecido adiposo e em seguida € reesterificada nos proprios adipocitos ou extracelularmente,
conforme o ciclo TG-AG, chega a 75%. Isto ocorre tanto durante o estado alimentado como
no jejum, ou seja, embora o fluxo de AG por este ciclo seja maior no jejum, esta taxa de 75%
de reesterificagcdo do total de AG originado a partir da lipolise parece permanecer constante.
Conforme Reshef (2003), a andlise quantitativa da reesterificacdo varia de acordo com o
método de estudo, mas aquela que ocorre no interior dos adipdcitos parece representar 20-
30% do total, enquanto no figado em torno de 50% do total de AG sdo reesterificados em
adultos saudéveis, apos um jejum noturno. Estas taxas variam conforme os diferentes modelos
de estudos. Segundo Cadoudal et al (2005), a taxa de reesterificacdo apenas pela

gliceroneogénese no adipdcito pode variar de 30 a 70% do total inicialmente hidrolisado.
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Figura 2. Ciclo TG-AG em mamiferos. A hidrdlise de TG no tecido adiposo libera AG que podem ser reesterificados novamente na forma
de TG intracelularmente — nos proprios adipdcitos (gliceroneogénese) — ou extracelularmente — no figado ou em outros tecidos (ex. musculo
esquelético) — como parte de um ciclo geral onde ha significativa reesterificagdo sistémica de parte do total de acidos graxos liberados pela
lipolise. As linhas pontilhadas representam vias que se encontram pouco ativas no jejum. Estes TG formados a partir da reesterificagdo
hepatica podem ser utilizados na sintese de VLDL e reenviados ao tecido adiposo, assim fechando um ciclo. *G-3-P — glicerol-3-fosfato
(RESHEEF et al., 2003).

No figado, no jejum, o glicerol-3-fosfato (G-3-P) utilizado na reesterificagdo de AG
pode ser sintetizado pela gliceroneogénese a partir dos mesmos substratos utilizados na
gliconeogénese (alanina, glicerol, piruvato). Especificamente o glicerol também pode ser
convertido a G-3-P pela acdo da glicerocinase, enzima que existe em maiores quantidades no
figado em relacdo ao tecido adiposo. No entanto, had indicagdes de que isso acontece em
quantidade pouco expressiva no jejum, sendo a gliceroneogénese hepatica a fonte maior de G-
3-P para o processo de reesterificacdo nesta situagdo (RESHEF et al, 2003).

A gliceroneogénese do tecido adiposo ndo apenas no jejum, mas também no estado
alimentado, ¢ uma resposta a necessidade de reesterificar AG para dar suporte ao ciclo TG-
AG. Supde-se que sempre que houver pouca glicose disponivel para sintese de G-3-P, como
numa dieta rica em proteinas e pobre em carboidratos, a gliceroneogénese deve aumentar

(BRITO et al, 2006; RESHEEF et al, 2003).
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A gliceroneogénese recebeu pouca atengdo por muitos anos, mas estudos utilizando a
delecao ou superexpressao da PEPCK-c contribuiram para mostrar sua importancia (BEALE
et al, 2002). Olswang et al (2002) realizaram um estudo em que a PEPCK-c foi deletada
especificamente no tecido adiposo e observaram lipodistrofia em parte dos animais, enquanto
Franckhauser et al (2002) observaram que a indu¢do do aumento da expressao desta enzima
resultou em obesidade, embora os animais ndo tenham desenvolvido DM2 e tenham
apresentado algum aumento da sensibilidade a insulina. Além disso, Cadoudal et al (2007)
revelaram que um dos mecanismos por meio dos quais as tiazolidinedionas (TZD), uma classe
de drogas utilizada no tratamento da DM, diminuem a liberagdo de AGL ¢ o aumento da
expressao e da atividade da PEPCK-c.

Considerando estes estudos e o atual conhecimento sobre os danos causados pelo
aumento excessivo de AGL circulantes e sua conseqiiente lipotoxicidade, ¢ possivel elaborar a
hipotese de que a alteragdo da gliceroneogénese no tecido adiposo pode ter algum papel na
etiologia da DM2 (BEALE, 2002). Neste contexto, Beale et al (2004) sugerem que a
desregulacdao da PEPCK-c neste tecido constitui um fator causal na DM2 (baixa expressao da
enzima) ou obesidade (expressdo excessiva da enzima), hipotese ainda ndo comprovada.

Além da gliceroneogénese, existem apenas outras duas vias por meio das quais
glicerol-3-fosfato poderia ser sintetizado no tecido adiposo: a partir da glicose, via glicolise,
ou do glicerol, pela a¢do da glicerocinase. Uma premissa central do metabolismo do tecido
adiposo € que o glicerol liberado durante a lipdlise ndo pode ser fosforilado e utilizado na
sintese de TG, devido a baixa atividade da enzima glicerocinase neste tecido. A maior parte
do glicerol liberado no jejum ¢é captado pelo figado e convertido em glicose, embora o
musculo esquelético também possa utiliza-lo para sintese de TG (GUO e JENSEN, 1999). Ao
longo dos anos tem sido encontrada presenca de atividade da glicerocinase no tecido adiposo

(STERN, 1983; REN-JYE HO, 1979). No entanto, segundo Reshef et al (2003), isto ndo
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ocorre em quantidade suficiente para viabilizar as altas taxas de reesterificacdo necessarias
para sintese de TG quando ha menor disponibilidade de glicose, como ocorre no jejum. As
TZD induzem a expressao desta enzima. Este pode ser o mecanismo por meio do qual estas

drogas contribuem para menor liberagdo de AGL pelo tecido adiposo (GUAN et al, 2002).

1.2 Acidos graxos poliinsaturados

1.2.1 As classes de AGPI e a descoberta de sua essencialidade

Durante o Periodo Paleolitico os acidos graxos poliinsaturados (AGPI) ja faziam parte
de nossa dieta (CORDAIN et al, 2005). Estes compostos sdo classificados em duas familias
distintas de acordo com os acidos graxos a partir dos quais sdo sintetizados: n-6 (6mega-6),
que deriva do &cido linoléico (18:2w6 - AL) e n-3 (O0mega-3), que deriva do acido a-
linolénico (18:3w3 — ALN). Contrariamente a outros acidos graxos, LA e ALN ndo podem ser
sintetizados de novo, por esta razao sao ditos essenciais € devem ser obtidos a partir da dieta
em quantidades adequadas. As abreviacdoes w6 e ®3 referem-se a posicdo da primeira
insaturacdo a partir da porcdo metila (ou carbono 6mega) da cadeia de carbonos do acido
graxo (BENATTI et al, 2004).

Os primeiros estudos que identificaram estes acidos graxos como sendo compostos
essenciais surgiram no final da década de 1920 e inicio da década de 1930. Os pesquisadores
George e Mildred Burr (1929) revelaram que ratos alimentados com uma dieta isenta de
lipidios apds o desmame apresentavam retardo no crescimento, descamagdo da pele e
infertilidade, entre outras alteracdes. Os autores observaram que, quando adicionados a dieta,
banha de porco, 6leo de milho e 6leo de linhaga (6leo ricos em AL e/ou ALN) revertiam estas

alteragdes. Neste periodo as fungdes distintas dos acidos graxos AL e ALN ainda ndo eram
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conhecidas, assim ambos foram conjuntamente identificados como “vitamina F”, termo
posteriormente substituido por “acidos graxos essenciais”. Embora amplamente utilizado na
literatura, o uso deste termo tem sido questionado e outras nomenclaturas ja foram propostas

(SIMOPOULQS, 1999). Neste texto, o termo “AGPI” serd utilizado para fazer referéncia as

duas familias deste tipo de acido graxo (®3 e o).

1.2.2 As familias de acidos graxos @3 e w6 e seus respectivos metabolitos

A dieta da populacao, em geral, contém AGPI principalmente na forma de AL e ALN.
Apos ingeridos, estes precursores de 18 carbonos podem passar por reagdes alternadas de
dessaturagcdo-alongamento. A partir de AL ¢ sintetizado o 4cido araquidonico (C20:4 w6 -
AA) e a partir de ALN sdo sintetizados acido eicosapentaendico (C20:5 o3 - EPA) e
docosahexaendico (C22:6 3 DHA), entre outros compostos (Figura 3). AL e ALN utilizam
as mesmas enzimas para dar origem a seus metabolitos, porém 4cidos graxos da familia ®3
nao podem dar origem a acidos graxos w6 e vice-versa. O figado ¢ o principal sitio onde
ocorrem estas reagdes, embora ndo o unico (HOLMAN, 1998).

A primeira parte da via metabolica levando a formacao de AA e/ou EPA ocorre no
reticulo endoplasmatico e consiste em passos seqiienciais alternados de alongamento e
dessaturagdo catalisados pelas enzimas 4cido graxo elongase, A-6 e A-5 dessaturases. A
conversao final de EPA em DHA envolve a adi¢do de duas unidades de dois carbonos, uma
segunda dessaturacdo pela A-6 dessaturase, apds a qual o acido graxo com 24 carbonos ¢
transportado para os peroxissomos e convertido a DHA por meio de um passo de -oxidacao
(SPRECHER et al, 1995). Estudos in vitro tém mostrado que a maior afinidade pela enzima

A-6 dessaturase ocorre na ordem: 18:3®-3 > 18:2w-6 > 18:1®-9 (DRI Report, 2002).
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As dessaturases da via de metabolizagdo dos AGPI tém sua transcri¢cdo regulada por
fatores de transcricdo como SREBP-I1c¢ (por retroalimentagao, ja que os proprios AGPI inibem

este fator) e PPAR (induzem a expressao da A-6 dessaturase) (NAKAMURA, 2004).
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Figura 3. Vias de conversio de acidos graxos insaturados em poliinsaturados de cadeia longa em animais (YOUDIM et al, 2000).

1.2.3 Fontes alimentares de AGPI

De maneira geral, as principais fontes de dcidos graxos 3 na forma de ALN sao 6leos
vegetais (ALN) (ex. canola, soja, linhaga), vegetais verde-folhosos (ex. espinafre, couve),
sementes de linhaga, nozes e outras. EPA e DHA, por sua vez, sdo encontrados

principalmente em peixes (BENATTI et al, 2004).
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Vegetais sdo a principal fonte de acidos graxos m6. O AL ¢ encontrado em grandes

quantidades nas dietas ocidentais no 6leo de milho, girassol, soja e amendoim. O AA ¢

encontrado em carnes e ovos (NAKAMURA et al, 2001).

1.2.4 A ingestio de AGPI ao longo da evolu¢do do homem, a ingestdo atualmente

recomendada e a razdo acidos graxos m6:®3 ideal

Estudos sobre a alimentagdo na FEra Paleolitica sugerem que os humanos
desenvolveram-se consumindo uma dieta que continha quantidades menores de gordura
saturada e acidos graxos trans em relagdo a dieta atual, e uma proporcao semelhante de acidos
graxos m6:3 (1-2:1) (Figura 4). Nos ultimos 100-150 anos houve um significativo aumento
no consumo de 4cidos graxos w6 devido a maior ingestdo de 6leos vegetais (milho, girassol,
soja). Além disso, a ingestdo de acidos graxos ®3 diminuiu devido ao menor consumo de
peixe e a produg¢do industrial de ragdo animal rica em graos contendo AG w6 e pobres em AG
3.

O balango entre AGPI w6 e ®3 ¢ essencial para o metabolismo e manuten¢do das

funcdes de ambas classes. Atualmente, nas dietas ocidentais, a razdo de acidos graxos w6:m3
varia entre 30-20:1 em lugar da faixa tradicional de 1-2:1 (SIMOPOULOS, 1999). No
entanto, ainda ndo existe um consenso sobre as recomendagdes para ingestdo dietética

adequada destes acidos graxos, pois as necessidades Otimas ndo sdo completamente

conhecidas (AKABAS e DECKELBAUN, 2006; HARRIS, 2007).
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Figura 4. Estimativa da ingestio de acidos graxos ao longo do tempo. Esquema hipotético mostra as relativas percentagens de gordura e
das diferentes familias de 4cidos graxos na nutrigdo humana conforme extrapolag@o a partir de analises de estudos sobre a alimentag@o do
homem da Era Paleolitica (homens cagadores-coletores) até os dias atuais, considerando suas supostas mudangas durante os ultimos 100 anos
(SIMOPOULOS, 1999).

Conforme descrito por Holman (1998), significativa inibicdo da via do metabolismo
de AG ®6 acontece com ingestdo de menos de 2% das calorias provenientes de ALN,
enquanto uma supressao semelhante do metabolismo de AG ®3 requer 10 vezes mais AL.
Para ser igualmente competitivos, os precursores AL e ALN teoricamente deveriam ser
ingeridos numa razdo 14:1. A igualdade da competi¢do, no entanto, talvez ndo seja o critério
que define a fun¢do oOtima destes AG. Pesquisadores tém proposto diferentes razdes para
ingestdo desses AG, mas ainda ndo existe um consenso, especialmente porque tem sido
comprovado que as suas necessidades, principalmente de AG ®3, podem ser diferentes nas
diversas etapas do desenvolvimento humano (SIMOPOULOS, 1999). Além disso, a
capacidade de converter ALN em DHA difere entre as espécies de mamiferos. Em humanos, a
conversao de EPA em DHA pode ser baixa, conforme estudo de Goyens et al (2005), entao
possivelmente ndo apenas a razdo de AG w6:®3 seja importante, mas também os tipos
especificos de acidos graxos a ser ingeridos de cada familia. A OMS, com base em estudos

em animais, criancas e adultos, sugere uma dieta com a razdo AL:ALN de 5:1 a 10:1.
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O DRI report (Dietary Reference Intakes Report) sobre macronutrientes, elaborado
pelo IOM? (Institute of Medicine) da Academia Nacional de Ciéncias Americana (American
National Academies of Sciences) recomenda que a ingestdo de acidos graxos saturados e
acidos graxos frans seja o mais restrita possivel dentro de uma dieta que permita uma ingestao
adequada de todos os nutrientes essenciais. Em relagao aos AGPI, sugere uma “faixa aceitavel
de distribuicao de macronutrientes” de 5 a 10% das calorias totais da dieta provenientes de
AG 06, e 0,6 a 1,2% de AG 3. Sugere ainda que EPA e DHA podem fornecer até¢ 10% da
ingestao total de acidos graxos o3 (IOM, 2002).

Reconhecendo a importancia e os beneficios do consumo de AG ®3, a Associagdo
Americana de Diabetes e a Associagdo Americana do Coracdo recomendam a ingestdo de
duas ou mais porgdes de peixe por semana (BANTLE et al, 2008; LICHTENSTEIN et al,
2006). A FAO/OMS sugere o consumo regular de peixe (uma a duas por¢des por semana,
cada uma contendo 200 a 500mg de EPA e DHA) (WHO, 2003).

Devido a aumentada ingestdo de AG ®6 na dieta ocidental, os eicosanoides originados
a partir de AA podem ser formados em quantidades maiores que aqueles formados a partir de
AG m3, especificamente EPA. Os eicosandides formados a partir de AA, se formados em
grandes quantidades, poderiam contribuir para formacdo de trombos e ateromas e para o
desenvolvimento de reacdes alérgicas, entre outros efeitos, gerando um estado fisiologico pro-

trombotico e pro-agregatdrio (SIMOPOULOS, 1999).

DRI — grupo de valores de referéncia para ingestdo de macro e micronutrientes baseado em outros valores que consideram a média da
ingestdo pela populagdo americana de cada nutriente, o seu nivel maximo tolerado sem causar maleficios e a ingestdo recomendada para
atingir as necessidades de 97-98% da populagdo americana (IOM, 2003).

O National Academies of Sciences retine comités de especialistas em todas as areas cientificas e tecnologicas para elaborar orientagdes

sobre importantes questdes para o governo e para o publico americano que, em algumas areas, sdo utilizadas por profissionais de todo o
mundo.
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1.2.5 Deficiéncia de AGPI

Os sintomas classicos da deficiéncia de acidos graxos essenciais (dermatite, retardo no
crescimento e infertilidade) relacionam-se a funcdo bioldgica dos acidos graxos 6,
considerando que AL ¢ um componente estrutural das ceramidas da barreira impermeavel da
pele, AA ¢ precursor de eicosandides e AG 6 possivelmente também exercem um papel
como segundos mensageiros no processo de transdugdo de sinal intracelularmente. A
deficiéncia de AL pode desenvolver-se como condicao secundaria em outras desordens, como
desnutri¢do protéico-energética, ma-absor¢cao de gordura, ou nutricdo parenteral total com
oferta inadequada deste acido graxo. J4 a compreensdo da essencialidade dos AG ®3 vem
sendo recentemente melhor entendida, e estd claro que tem papéis distintos dos AG ®6
(JUMP, 2002b). A deficiéncia de 3 pode levar a perda de DHA da retina e tecidos do SNC
com compensatoria substituicdo por AA, o que pode estar implicado na perda de memoria e
prejuizo da visdo. Além disso, estudos em animais indicam que uma dieta deficiente em AG

3 favorece o surgimento de resisténcia a insulina (DELARUE et al, 2004).

1.2.6 Efeitos biologicos dos AGPI

Pesquisadores ha anos vém confirmando em humanos e animais efeitos benéficos dos
AGPI, especialmente AG ®3 de cadeia longa (DHA e EPA), tanto em patologias como
diabetes, doencas neurodegenerativas, doengas cardiacas, entre outras, como na auséncia de
doengas (LOMBARDO e CHICCO, 2005; YOUDIM et al, 2000; SCHMIDT, 2006).

Estes 4cidos graxos sdo uma fonte de energia, de 4tomos de carbono e de componentes
estruturais para as membranas celulares. Além disso, sdo precursores para sintese de

eicosanoides e possuem importantes efeitos na expressdo génica por meio da regulacdo da
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atividade ou abundancia de fatores de transcri¢cao (Figura 5). Sendo assim, sdo muitos os
mecanismos que t€m sido estudados com o objetivo de entender as suas agdes: efeitos na
integridade estrutural e fluidez da membrana, atividade de enzimas, interacdes lipidios-
proteinas, sinalizag¢do celular e controle da expressdao de genes especificos, além de seu papel
como precursores de eicosanoides, como prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos (JUMP

e CLARKE, 1999; SESSLER e NTAMBI, 1998).
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Figura 5. Principais vias de producio, transporte e metabolismo de AG. AGL sio liberados do tecido adiposo por meio da lipdlise. Além
disso, no momento da captagdo destes AG pelos adipécitos a partir de lipoproteinas provenientes do intestino (quilomicrons - apoés uma
refeigdo rica em lipidios) ou do figado (VLDL), parte pode ndo ser captada e permanecer na circulagdo. AG circulam ligados a albumina
(ALB) e atravessam a membrana com o auxilio de FAT (transportador de AG). Nas células lipogénicas, como hepatdcitos e adipocitos,
podem ser sintetizados a partir de glicose (lipogénese de novo). No interior da célula ligam-se a proteinas carreadoras de AG (FABP) e
podem ser trocados com AG dos fosfolipidios de membrana. Principalmente no figado e no tecido adiposo podem ser ativados a acidos
graxos-CoA e utilizados na sintese de TG. Em muitos tipos celulares, podem ser alongados e dessaturados por enzimas especificas, oxidados
na mitocondria ou nos peroxissomos, peroxidados ou participar na sintese de eicosandides. Podem ainda ativar/inibir diretamente fatores de
transcri¢do ou produzir metabolitos que os ativam/inibem (Duplus, 2000).



32

1.2.6.1 Agoes de AGPI nas membranas celulares

A incorporacdo de AGPI nos fosfolipidios de membrana altera a sua fluidez e o seu
conteudo de colesterol e assim pode modificar a sinalizagao celular, exercendo significativo

impacto no receptor de proteina G, cinase Src, MAP cinases e na sinaliza¢ao pelo calcio.

1.2.6.2 Eicosanoides

Os AGPI presentes na membrana plasmatica servem como substrato para as enzimas
ciclooxigenase e lipooxigenase e sdo convertidos em importantes compostos hormonio-like,
com alta atividade, de vida curta — os eicosandides. Estes participam de uma série de
processos, entre os quais a resposta inflamatoria. Sabe-se que eicosanoides influenciam a
atividade da proteina cinase C (BENATTI, 2004). O fato de que tanto eicosandides como a
PKC podem modular a atividade de fatores de transcri¢do agrega ainda maior complexidade a

compreensdo dos efeitos metabdlicos exercidos por AGPI.

1.2.6.3 Expressdo génica

AGPI afetam a expressdo génica por meio de varios mecanismos, incluindo mudangas
na composicdo da membrana, nos niveis intracelulares de célcio e na producdo de
eicosanoides (SAMPATH & NTAMBI, 2005).

Além disso, AGPI e/ou seus metabolitos podem agir diretamente no nucleo, ligando-se
e regulando a atividade de receptores nucleares como PPAR, LXL, ChREBP e HNF4-a.
Ainda, AGPI regulam a abundancia nuclear dos fatores de transcricio SREBP por meio do

controle do processamento proteolitico de seus precursores ou controlando a transcrigdo do
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seu gene ¢ o turnover de seus RNAm. AGPI 3 e w6 sdo ativadores de PPAR, enquanto estes
mesmos 4cidos graxos sdo inibidores de LXR e SREBP. Acidos graxos saturados ativam
HNF4-a, enquanto AGPI ativados antagonizam sua acdo (JUMP, 2002a; SAMPATH &
NTAMBI, 2005). Estes fatores de transcri¢do exercem um importante papel no metabolismo
de carboidratos, acidos graxos, triglicerideos, colesterol e de sais biliares.

PPAR (peroxisome proliferator activated receptors) sao uma familia de receptores
nucleares e podem ter trés isoformas: a, /0 e y. Todas atuam formando um dimero com RXR
(retinoid X receptor). O PPARo também ¢ fortemente ativado pela classe de drogas dos
fibratos usada no manejo da hipercolesterolemia, enquanto o PPARy ¢ alvo das
tiazolidinedionas, usadas no manejo clinico da diabetes e resisténcia a insulina. O PPARa €
encontrado predominantemente nos hepatédcitos. Os PPAR estdo envolvidos com a expressao
de genes da via de oxidacdo, alongamento e dessaturacdo de lipidios, entre outros
(SAMPATH & NTAMBI, 2005). Em geral, sao ativados por AGPI.

Outro grupo de receptores nucleares que parece mediar efeitos hipolipidémicos de
AGPI ¢ o LXR (liver X receptor) que compreende receptores inibidos por estes adcidos graxos.
LXRa e B ligam-se a oxisterois endogenamente e atuam regulando genes envolvidos no
metabolismo de 4cidos graxos e colesterol (REPA ¢ MANGELSDORF, 2000), incluindo
SREBP-1c.

SREBP (sterol regulatory element binding protein) pertencem a uma familia de
fatores de transcri¢do e foram identificados primeiramente pela sua capacidade de ligar-se a
elementos-resposta especificos encontrados na regido promotora de genes envolvidos na
formacao de colesterol. Foram identificadas trés isoformas de SREBP: SREBP-1a ¢ 1c atuam
na regulacdo dos genes da sintese de lipidios, enquanto SREBP-2 ¢ importante para controlar

genes envolvidos na homeostase do colesterol (JUMP, 2002). AGPI deprimem sua acdo,
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enquanto a insulina induz a expressao de varios genes lipogénicos por meio destes fatores de
transcricao.

O HNF-40 ¢ um membro da “familia de fatores nucleares dos hepatdcitos”
(hepatocyte nuclear factor family) que inclui seis diferentes isoformas. Parece indispensavel
para fungdes hepaticas como secregdo de lipoproteinas e colesterol. E expresso
principalmente no figado, rins, intestino e pancreas. Os AGPI parecem reprimir, enquanto os
saturados ativam este fator (NTAMBI, 2005).

O ChREBP (carbohydrate-responsive element-binding protein) ¢ um fator de
transcrigdo que esta envolvido na regulagdo do metabolismo de lipidios (sintese) e
carboidratos. E inibido por AGP]I.

Quanto a afinidade e a poténcia da acdo de diferentes tipos de AGPI ®3 e w6 sobre
estes receptores nucleares e fatores de transcri¢ao, sabe-se que existe grande variagdo, o que
contribui para os diferentes efeitos exercidos por acidos graxos destas duas familias. Em
geral, todos acidos graxos ®3 e w6 ativam as trés isoformas de PPAR (JUMP, 2008),
entretanto a afinidade de diferentes &cidos graxos com cada receptor varia. Em relagdo ao
PPARa, por exemplo, entre os trés acidos graxos ®3 comumente encontrados na dieta, o-
linolénico ¢ um fraco regulador da expressdao génica hepatica, enquanto EPA ¢ DHA sao
fortes reguladores. O DHA ¢ um fraco ativador do PPARa. O metabolismo hepatico, no
entanto, gera EPA, um forte ativador do PPARa. Em contraste ao PPARa, DHA ¢ o mais
potente regulador do SREBP-1. Tanto AG ®6 como AG w3 parecem suprimir ChREBP
(JUMP, 2008).

Apesar do grande progresso que tem sido feito no entendimento da atuacdo dos AGPI
sobre a expressdo génica, sdo necessarios mais estudos sobre seus efeitos no metabolismo
intermediario. Varios genes responsivos a AG sdo também responsivos a ativadores de PPAR

e apresentam uma regido para ligacao deste receptor nuclear em sua regido promotora. Assim,
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tem sido assumido que AG regulam tais genes via PPAR. No entanto, evidéncias recentes
sugerem que a alteragdo da transcricdo génica gerada por AG e ativadores de PPAR
freqlientemente ¢ desconexa, ou seja, alguns genes ndo respondem a AG, mesmo possuindo
regido para sua ligacdo em seu promotor. Dada toda esta complexidade, ¢ importante realizar
estudos dos efeitos dos diferentes AGPI diretamente sobre as vias de metabolizacao de
carboidratos e lipidios sem apenas fazer suposi¢des a partir exclusivamente de seus efeitos
sobre a expressao génica, que ainda precisam ser bastante melhor elucidados (DUPLUS et al,
2000).

Embora as acdes nucleares dos AGPI tenham sido estudadas primeiramente nas
células hepaticas, muitas de suas acdes tém sido confirmadas em culturas de adipdcitos
(SESSLER & NTAMBI, 1998; TEBBEY, 1994), assim como outros tecidos, incluindo
pancreas e intestino. Conforme Benatti et al (2004), estes efeitos sdo mantidos enquanto o ®3

permanecer na dieta.

1.3 AGPI X RI

Pesquisadores h4 anos vém confirmando a acdo benéfica de AGPI, especialmente os
AG ®3, na prevencdo e/ou reversdo dos efeitos da resisténcia a insulina em humanos e
animais (LOMBARDO e CHICCO, 2005). Em humanos, a suplementa¢do com 6leo de peixe
em diabéticos tipo 2 diminui efetivamente os triglicerideos séricos e pode causar um leve
aumento do LDL, porém ndo da fracdo mais aterogénica (FRIEDBERG et al, 1998;
MONTORI et al, 2000).

Em estudos onde foram utilizadas dietas ricas nestes acidos graxos, particularmente
em AG o3, foram relatados efeitos como aumento da sensibilidade periférica a insulina

(D’ALESSANDRO et al, 2002), maior supressao da lipogénese hepatica (JUMP e CLARKE,
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1999) e da sua liberacao de triglicerideos (NESTEL et al, 1984; HERZBERG ¢ ROGERSON,
1988), melhora da atividade tirosina cinase do receptor de insulina diminuida por dieta rica
em sacarose (FICKOVA et al, 1994), aumento da fluidez da membrana plasmatica
relacionada a maior sensibilidade a insulina (STORLIEN et al, 1987), entre uma ampla série
de outras agoes.

Acidos graxos m6 e ®3 ndo possuem os mesmos efeitos e a melhora da sensibilidade a
insulina tem sido, em geral, atribuida apenas a 4cidos graxos ®3. Alguns estudos comparando
Oleos vegetais ricos em AL com 6leo de peixe ricos em DHA e EPA apresentam resultados
indicativos de que DHA e EPA sdo mais efetivos do que oOleos vegetais ricos em AL
(BAILLIE et al, 1999, LOMBARDO & CHICCO, 2007). Embora parte da diferenga entre
oleo de peixe e 6leos vegetais nos efeitos possa dever-se ao fato de que AL deve passar por
uma dessaturacao pela A6-dessaturase para tornar-se metabolicamente ativo, estudos recentes
comparando AL com ALN indicam que AG ®3 continuam a ser mais potentes que AG ®6
(CLARKE, 2000). Enquanto os AG ®3 melhoram a sensibilidade a insulina (DELARUE,
2004; LOMBARDO & CHICCO; 2006), alguns estudos indicam pior RI com o uso de apenas
AG w6, na auséncia de AG 3 (STORLIEN, 1991; SASAGAWA et al, 2001).

Hé um grande numero de estudos por meio dos quais pesquisadores vém explicitando
a atuacdo dos AG ®3 no metabolismo de lipidios. Ainda assim, seus mecanismos para
melhora do perfil lipidico ainda ndo estdo completamente elucidados. Além disso, apesar da
estreita comunicagdo do metabolismo de carboidratos e lipidios, na literatura encontra-se um
volume muito menos expressivo de estudos tratando da relagdo entre AGPI e o metabolismo

glicidico.
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1.3.1 Efeitos dos AGPI no metabolismo de carboidratos

Hé estudos que estabelecem que os acidos graxos ®3 aumentam a sensibilidade
periférica e hepatica a insulina por meio da manuten¢do dos niveis normais de GLUT4 no
musculo esquelético e no tecido adiposo, da inibi¢do da atividade e expressdo da glicose-6-
fosfatase, entre outros efeitos (DELARUE et al, 2004; LOMBARDO & CHICCO, 2005).

Apesar dos diversos estudos sobre os efeitos de AGPI na expressdo de enzimas da via
glicolitica, seus efeitos sobre as vias de metabolizagdo da glicose ndo sdo bem compreendidos
e nos achados presentes na literatura encontram-se divergéncias. Rustan et al (1993), por meio
de um estudo utilizando calorimetria indireta, concluiram que os &cidos graxos ®3 levam a
uma maior oxidagdo de carboidratos totais, sem estabelecer, no entanto, em que sitio ocorre
esta maior oxidacdao. O musculo esquelético ¢ um dos principais sitios de oxidagdo de glicose
no metabolismo periférico. D’Alessandro et al (2002) ndo observaram maior oxidagdo e
sintese de glicogénio a partir de glicose no musculo esquelético, apesar de observarem maior
tolerancia a glicose em animais tratados com dieta rica em acidos graxos ®3. Ja Jump et al
(1994) observaram menor expressao de enzimas da via glicolitica, e sugerem que a glicolise
hepética encontra-se diminuida na dieta rica em AG ®3. Nao encontramos na literatura
estudos verificando a oxidacao hepatica de glicose com dietas ricas em AGPI para esclarecer
estes dados.

Quanto ao metabolismo do glicogénio, os estudos s3o ainda mais escassos, € também
ha controvérsias. Davidson (2006) sugere que os AG ®3 levam a uma maior sintese de
glicogénio muscular, e Clarke (2001) sugere uma maior sintese de glicogénio corporal total.
Rustan et al (1993), no entanto, observaram menor concentra¢do de glicogénio em animais
que receberam dieta suplementada com AG ®3 nos dois sitios. Nao encontramos na literatura

estudos avaliando diretamente o efeito destes AGPI sobre a sintese de glicogénio.
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1.3.2 Efeitos de AGPI no metabolismo de lipidios

Estudos sobre efeitos de AGPI na expressao génica, especialmente acidos graxos ®3,
indicam que estes acidos graxos atuam sobre o metabolismo de lipidios promovendo maior
oxidacao de acidos graxos e menor sintese de lipidios (CLARKE, 2001; JUMP, 2008).

Sabe-se que a adiposidade corporal e os lipidios séricos tém uma importante relagdo
metabolica. Estd amplamente comprovado que AGPI 3 levam a diminui¢do da adiposidade
(PARRISH et al, 1990) e dos niveis de TG e de AGL séricos em animais (DAVIDSON, 2004;
DELARUE 2004). J& os efeitos dos 4acidos graxos ®6 nos lipidios séricos sdo menos
evidentes.

Os TG armazenados no tecido adiposo derivam principalmente de lipoproteinas
circulantes (VLDL, quilomicrons), especialmente durante dietas ricas em sacarose ou lipidios.
Especula-se que um dos mecanismos por meio dos quais acidos graxos 3 desempenham suas
acoes hipolipidémicas consiste no menor fornecimento de triglicerideos para o tecido adiposo
devido a menor sintese hepatica de VLDL (CARPENTIER et al, 2006). No figado, acidos
graxos para sintese de triglicerideos e VLDL podem ser provenientes de quatro diferentes
vias: AGL liberados pelo tecido adiposo, sintese hepatica de lipidios de novo, excesso de
acidos graxos liberados para o pool plasmatico de AGL no momento da hidrolise de
triglicerideos dos quilomicrons e captacao dos remanescentes de quilomicrons (ADIELS et al,

2008) (Figura 6).



39

LIPOGENESE ApoB

de novo

e

GLICOSE

INSULINA

Figura 6. Fontes de acidos graxos para o figado para sintese de TG e produgdo de VLDL. Acidos graxos (AG) utilizados pelo figado
para sintese de lipidios e VLDL podem ser provenientes de quatro diferentes vias: AGL liberados pelo tecido adiposo (1), sintese hepatica de
lipidios de novo (2), excesso de acidos graxos liberados para o pool plasmatico de AGL no momento da hidrélise de triglicerideos dos
quilomicrons (QM) (3) e captag@o dos remanescentes de quilomicrons (4). AGL sdo captados pelo figado (5) e esterificados na forma de TG
(6). A glicose serve como fonte de carbono para sintese de novo de AG e, em conjunto com a insulina, estimula a lipogénese (7). O figado
pode armazenar TG (6) temporariamente (8) antes de usa-los como fonte de energia para 3-oxidac@o (B-ox) na mitocondria (9). A maior
parte dos lipidios ¢ secretada como VLDL (10) (Adiels et al., 2008).

O fluxo de AGL para o figado depende da taxa de lip6lise e captagdo de acidos graxos
pelo tecido adiposo e das taxas de captacdo e oxidacdo de AGL pelo musculo esquelético,
além de sua captacdo de lipoproteinas.

Sendo assim, existem diversos mecanismos em que os acidos graxos 3
possivelmente poderiam interferir para exercer seus efeitos hipolipidémicos. Possiveis
explicagdes para estes efeitos ja foram propostas. Alguns estudos sugerem que as agdes dos
acidos graxos ®3 que levam a menor concentragao sérica de TG e AGL envolvem a reduzida
sintese de VLDL no figado ¢ a menor disponibilidade de AGL provenientes da lipdlise no

tecido adiposo, juntamente a supressdo de genes lipogé€nicos via inibi¢do dos fatores de

transcrigdo SREBP-1c, e aumento da oxidag¢do de acidos graxos via sua acdo sobre PPARa,
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entre outros efeitos. Além disso, uma aumentada atividade da lipase lipoproteica e maior
captacdo de AG em tecidos extra-hepaticos também poderia contribuir para o efeito
hipolipidémico do 3 (CARPENTIER et al, 2006).

Em individuos com esteatose ndo-alcoolica, obesidade e hiperinsulinemia, Parks et al
(2005) observaram que tanto um elevado fluxo de AGL proveniente de tecidos periféricos
(tecido adiposo) como o aumento da sintese de lipidios de novo intra-hepéatica contribuem
para o acimulo de lipidios e para maior sintese de VLDL no figado destes individuos no
estado pos-prandial. A captacdo de AG pelo figado ndo ¢ regulada e, como resultado, a
concentragdo plasmatica de AGL estd diretamente relacionada ao influxo de AG para o
figado. Em estados insulino-resistentes a insulina falha na supressdo da lipase hormonio-
sensivel, o que resulta em maior lipdlise.

Assim, o controle da lipdlise pelo tecido adiposo possui importante papel no controle
dos niveis de AGL circulantes, no seu fornecimento para o figado e, conseqiientemente, na
sintese de VLDL, assim podendo desempenhar também significativo efeito na concentragdo
sérica de TG e na adiposidade corporal.

Antras-Ferry et al (1995) mostraram que AGPI sdo potentes indutores diretos e
seletivos da transcricdo de Pckl, gene da PEPCK-c, no tecido adiposo. Observaram que esta
indugdo ¢ direta e ndo devida a um produto metabolico. Entre varios AG testados, concluiram
que o DHA ¢ o mais potente estimulador da transcri¢do de Pckl em adipocitos. Portanto, o
aumento da gliceroneogénese poderia ser um dos mecanismos por meio dos quais AG ®3
contribuem para menor concentragdo sérica de AGL e TG. Nao encontramos na literatura
estudos revelando efeitos sobre a gliceroneogénese em animais tratados com dietas ricas em

AGPL
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2. OBJETIVO

Considerando que existem relativamente poucos estudos sobre os efeitos dos acidos
graxos ®3 sobre as vias de metabolizagdo de carboidratos, € que permanecem dividas em
relagdo aos mecanismos por meio dos quais estes acidos graxos levam a menor adiposidade,

além de menores niveis de TG e AGL séricos, este trabalho tem como objetivos:

OBJETIVOS GERAIS

o Comparar os efeitos de diferentes tipos de acidos graxos (poliinsaturados e saturados)
sobre parametros do metabolismo lipidico pouco estabelecidos.
e Verificar os efeitos de diferentes tipos de acidos graxos sobre diferentes vias do

metabolismo de carboidratos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar os efeitos de dietas com diferentes composicdes de lipidios - ricas em
acidos graxos ®3, w6 ou saturados — sobre a oxidagdo hepatica de glicose, a atividade
do complexo PDH, a sintese de lipidios a partir de glicose em figado e tecido adiposo
retroperitoneal, o peso e a adiposidade corporal, a concentracdo hepatica de
triglicerideos, os niveis séricos de insulina, triglicerideos, HDL e glicose em ratas
Wistar aos trés meses de idade dos animais, sendo o tratamento iniciado a partir do

periodo gestacional das ratas-mae.
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Comparar os efeitos de dietas hiperpalatdveis contendo acidos graxos 3
predominantemente na forma de 4cido a-linolénico ou na forma de a-linolénico, EPA
e DHA sobre a sintese de glicogénio a partir de glicose e de glicerol, a oxidag¢ao de
glicose no tecido adiposo e no figado, a sintese de lipidios a partir de glicose em
figado e tecido adiposo retroperitoneal, o peso e a adiposidade corporal, a
concentracdo hepatica de triglicerideos, os niveis séricos de insulina, triglicerideos,
HDL e glicose em ratas Wistar aos sete meses de idade, sendo o tratamento iniciado

no periodo gestacional das ratas-mae.

Comparar os efeitos de dietas ricas em sacarose deficiente em acidos graxos ®3 ou
contendo 4cidos graxos @6 e @3 sobre a atividade da PEPCK, a sintese de lipidios a
partir de glicerol e de glicose em tecido adiposo epididimal, a sintese de lipidios a
partir de glicose no figado, o peso e a adiposidade corporal, a concentracdo hepatica
de triglicerideos, os niveis séricos de triglicerideos e glicose em ratos Wistar apos trés

meses de tratamento, iniciado a partir de um més de idade dos animais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Reagentes

[U-"*C]-Glicose: atividade especifica 297 mCi/mmol (Perkin Elmer)
[U-"*C]-Glicerol: atividade especifica 180 mCi/mmol (Perkin Elmer)
['*C]-Bicarbonato de sodio: atividade especifica 8,4 mCi/mmol (Perkin Elmer)
[1-"*C]-Piruvato: atividade especifica 5-20mCi/mmol (Perkin Elmer)
Clorofoérmio: Merck S. A. Porto Alegre - RS - Brasil

Metanol: Merck S. A. Porto Alegre - RS - Brasil

Tolueno: Merck S. A. Porto Alegre - RS - Brasil

Acido Tricloroacético: Merck S. A. Porto Alegre - RS - Brasil

Hidroxido de Sédio: Merck S. A. Porto Alegre - RS - Brasil

D-Glicose p.a.: Quimbras Industrias Quimicas S.A. Rio de Janeiro - RJ - Brasil
POP e POPOP: Sigma Chemicals Company - St. Louis/EUA

Fibras: Blanver Farmoquimica Ltda

Cépsulas de acidos graxos d6mega-3: Naturalis Nutri¢do & Farma Ltda. SP - Brasil
Proteina isolada de soja (92% de pureza): Solae do Brasil. Barueri - Sdo Paulo - Brasil
Kit para dosagem de insulina: MP Biochemicals. Ohio/EUA

Kit para dosagem de 4cidos graxos livres: Roche. Alemanha

Kits para dosagem de triglicerideos e colesterol: In Vitro Diagnostica S/A. Itabira -

MG - Brasil
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Todos os demais reagentes e solventes foram de pureza “pro-anélise” (p.a.), adquiridos

de Sigma Chemical Co (St. Louis/EUA) ou Merck.

3.1.2 Animais experimentais

Foram utilizados ratos albinos Wistar, provenientes da Universidade Federal de
Pelotas e da Fundagdo Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude obtidos por meio do
Departamento de Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas da Saide da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura

controlada de 21-23°C, com ciclo de luminosidade claro-escuro de 12/12 horas.

3.2 Métodos

3.2.1 Modelos dietéticos de indugao de resisténcia a insulina

Animais normais alimentados com dietas ricas em carboidratos ou em lipidios tendem
a desenvolver hipertrigliceridemia, aumento dos niveis séricos de AGL e do actimulo de
triglicerideos no figado e em alguns tecidos periféricos, como coragdo e musculo esquelético,
hiperinsulinemia, resisténcia a insulina em tecidos-alvo (figado, musculo esquelético e tecido
adiposo, além de moderada adiposidade (LOMBARDO et al, 2007; SOUZA, 2007;
AKAGIRI et al, 2008). Portanto, estes tipos de dieta t€ém sido extensivamente utilizados para
o estudo da resisténcia a insulina, inclusive para o estudo dos efeitos do 6leo de peixe sobre

este quadro.



45

Utilizamos trés diferentes modelos de dieta para indugdo de resisténcia a insulina:
hiperglicidica (rica em sacarose), hiperlipidica (rica em diferentes fontes de lipidios) e
hiperpalatavel (dieta também hiperglicidica, contendo leite condensado). Algumas analises
foram realizadas com os trés tipos de dieta, e outras apenas em animais tratados com uma
destas, conforme especificado ao longo do texto.

Tendo em vista que o acimulo materno de lipidios durante o inicio da gestacao
permite a criacdo de uma importante reserva de AGPI derivada tanto da dieta como do
metabolismo materno, optamos por iniciar a intervengdo dietética duas semanas antes do
acasalamento das ratas-mae que deram origem aos animais estudados nos modelos de dieta
hiperpalatavel e hiperlipidica para depriva-las de AG ®3, criando assim animais deficientes
nestes AG quando este era o objetivo. Estas reservas tornam-se disponiveis para transferéncia
através da placenta durante o ultimo trimestre do periodo gestacional, quando a taxa de
crescimento fetal ¢ maxima e as necessidades de AGPI do feto aumentam significativamente
(HERRERA et al, 2006).

Administramos dieta hiperpalatavel com diferente composi¢ao de lipidios (rica em
ALN ou ALN, EPA e DHA) a dois grupos de ratas e seus filhotes por um periodo total de
aproximadamente oito meses, até os sete meses de idade dos filhotes, e utilizamos um grupo
tratado com dieta comercial padrdo como controle. Dieta hiperglicidica (rica em sacarose)
contendo predominantemente AG ®6 ou AG w6:03 numa razdo 2:1 foi administrada a dois
grupos por trés meses a partir de um més de idade dos filhotes machos, filhos de maes nao
tratadas previamente. Neste caso, o grupo controle foi formado por animais alimentados com
uma dieta contendo amido em substitui¢do a sacarose. Por fim, oferecemos a trés grupos de
animais uma dieta hiperlipidica contendo lipidios predominantemente na forma de gordura
saturada, AG o6 ou AG w6:03 numa razdo 5:1 por aproximadamente quatro meses, partindo

do periodo pré-gestacional das ratas-mae, até os filhotes completarem trés meses de idade. O
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grupo controle foi formado por animais alimentados com dieta contendo niveis normais de

AG o3.

Seguem listadas as tabelas com a composicdo das dietas administradas aos grupos em

estudo:

Tabela 1. Composicao das dietas hiperglicidicas (ricas em sacarose)

Dieta Controle Sacarose - ®6 Sacarose
Hiperglicidica | (grupo CONT-SAC) | (grupo SAC- w6) 06:03 - 2:1
(grupo SAC-®»3)

g% kcal% g% Kcal% g% kcal%

Proteina 20 18,48 20 18,48 20 18,48

Carboidrato 59 54,5 59 54,5 59 54,5

Lipidio 13 27,02 13 27,02 13 27,02
kcal/g 4.4 4.4 4.4

Ingredientes
Proteina de soja | 21,74 86,96 | 21,74 | 86,96 | 21,74 | 86,96
(92% pureza)1

Amido 58 232 0 0 0 0
Sacarose 0 0 58 232 58 232
Vitaminas® 1 4 1 4 1 4
Minerais® 4 0 4 0 4 0
Fibra 2 0 2 0 2 0
DL-metionina 0,3 0 0,3 0 0,3 0
Oleo de girassol 13 117 13 117 8,56 117
Oleo de peixe® 0 0 0 0 4,44 0
Razio w6: w3 48-1 48-1 02:01

1 Proteina isolada de soja, 92% de pureza (Solae do Brasil, Sao Paulo, Brasil).

2 Mistura vitaminica (mg/100g de ra¢do): vitamina A,4; vitamina D, 0,5; vitamina E, 10; menadiona, 05; colina, 200; PABA, 10;
inositol, 10; niacina, 4; 4cido pantoténico, 4; riboflavina, 0,8; tiamina, 0,5; piridoxina, 0,5; acido félico, 0,2; biotina, 0,04;
vitamina B12, 0,003.

3 Composi¢do (mg/100g de ragdo): NaCl, 557; KH,PO4,1556; MgS04,229; CaCOs, 1526; FeSO,4.7H,0, 108; MnSO..H,0, 16;
ZnS04.7H,0, 2.,2; CuS04.5H,0, 1,9; CoCl,.6 H,0, 0,09).

4 Capsulas de ImL de 6leo de peixe contendo 500mg de DHA e 100mg de EPA (Naturalis Nutri¢do & Farma Ltda. SP — Brasil).
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Tabela 2. Composicao das dietas hiperlipidicas

Dieta AG SATURADOS AG b AG »6:03 - 5:1
Hiperlipidica grupo SAT grupo w6 grupo o3
G% Kcal% | g% | kcal% | G% | kcal%
Proteina 2499 | 21,18 | 24,99 | 21,18 | 24,99 | 21,18
Carboidrato 48,01 40,68 | 48,01 | 40,68 | 48,01 | 40,68
Lipidio 20 38,13 20 38,13 20 38,13
kcall/g 4,72 4,72 4,72
Ingredientes
Proteina isolada de soja 27,17 | 108,68 | 27,17 | 108,68 | 27,17 | 108,68
(92% pureza)'
Amido 33,24 | 132,96 | 33,24 | 132,96 | 33,24 | 132,96
Sacarose 11,6 46,4 11,6 46,4 11,6 46,4
Vitaminas® 1 4 1 4 1 4
Minerais® 4 0 4 0 4 0
Fibra 2 0 2 0 2 0
DL-metionina 0,3 0 0,3 0 0,3 0
Gordura de coco 20 180 0 0 0 0
Oleo de amendoim 0 0 20 180 0 0
Oleo de milho 0 0 0 0 17,5 | 157,5
Oleo de peixe (DHA 500)* 0 0 0 0 2,5 22,5
Razao w6:03 5:1

1 Proteina isolada de soja, 92% de pureza (Solae do Brasil, Sdo Paulo, Brasil).

2 Mistura vitaminica (mg/100g de ragdo): vitamina A,4; vitamina D, 0,5; vitamina E, 10; menadiona, 05; colina, 200; PABA, 10;
inositol, 10; niacina, 4; acido pantoténico, 4; riboflavina, 0,8; tiamina, 0,5; piridoxina, 0,5; acido folico, 0,2; biotina, 0,04; vitamina
B12, 0,003.

3 Composigdo (mg/100g de rag¢do): NaCl, 557; KH,PO4,1556; MgS04,229; CaCO;, 1526; FeS0O,.7H,0, 108; MnSO4.H,0, 16;
ZnS0,.7TH,0, 2,2; CuS04.5H,0, 1,9; CoCl.6 H,0, 0,09).

4 Capsulas de ImL de 6leo de peixe contendo 500mg de DHA e 100mg de EPA (Naturalis Nutri¢do & Farma Ltda. SP — Brasil).
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Dieta Nuvital Oleo de Soja Oleo de soja e
Hiperpalatavel CONT-HP grupo HP-ALN de Peixe
6:03 - 2:1
grupo HP-EPA/DHA
G% | Kcal% | 9% kcal% 9% kcal%
Proteina 22 88 25,48 | 101,92 | 25,48 101,92
Carboidrato 55 220 51,49 | 205,96 | 51,49 205,96
Lipidio 45 | 40,5 9,93 89,37 9,93 89,37
kcal/g 3,48 3,97 3,97
Ingredientes
Proteina de soja - - 10,9 43,9 10,9 43,9
(92% pureza)1
Farelo comercial - - 27,77 | 101,14 | 27,77 101,14
Sacarose - - 7,95 31,8 7,95 31,8
Leite condensado - - 42,15 | 142,6 42,15 142,6
Vitaminas® - - 1 4 1 4
Minerais® - - 4 0 4 0
DL-metionina - - 0,3 0 0,3 0
Oleo de soja - - 6 54 4 36
Oleo de peixe (DHA 500)° | - - 0 0 2 18
Razao 06:03 - - 9,41:1 1,5:1

1 Proteina isolada de soja, 92% de pureza (Solae do Brasil, Sdo Paulo, Brasil).

2 Mistura vitaminica (mg/100g de ragdo): vitamina A,4; vitamina D, 0,5; vitamina E, 10; menadiona, 05; colina, 200; PABA, 10;
inositol, 10; niacina, 4; 4cido pantoténico, 4; riboflavina, 0,8; tiamina, 0,5; piridoxina, 0,5; 4cido folico, 0,2; biotina, 0,04; vitamina
B12, 0,003.

3 Composigdo (mg/100g de ragdo): NaCl, 557; KH,PO4,1556; MgS04,229; CaCO;, 1526; FeS0O,.7H,0, 108; MnSO4.H,0, 16;
ZnS0..7H,0, 2.,2; CuS04.5H,0, 1,9; CoCl,.6 H,0, 0,09).

5 Cépsulas de ImL de 6leo de peixe contendo 500mg de DHA e 100mg de EPA (Naturalis Nutri¢do & Farma Ltda. SP — Brasil).
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Composigio Acidos Graxos OLEO DE |OLEO DE OLEO DE OLEO DE | OLEO DE | GORDURA
(nomes sistematico e comum) | GIRAssoL' | miLHo' | amenpom? | Peixe® | soua' | DE coco’
Volume g/100mL g/100mL g/100mL g/100ml g/100mL g/100mL

Saturados 10,8 15,2 até 33,5 0 15,2 90
Monoinsaturados 254 334 35-72 0 23,3 6
Polinsaturados 62,6 50,9 13 -45 60 60 2
C8:0- octandico-caprilico - - - - - 8

C12:0-Dodecandico-laurico - - - - - 44,6

C14:0-tetradecandico-miristico - - <0,6 - 0,08 16,8
C16:0-hexadecandico-palmitico 6,1 12,12 6,0 - 16 - 10,83 -
C16:1-hexadecendico-palmitoleico 0,08 0,12 <1,0 - 0,09 -
C18:0-octadecandico-estearico 3,42 2,18 1,3-6,5 - 3,36 -
C18:1 (w-9)-octadecenoico-oléico 25,15 33,04 35-72 - 22,98 6
C18:2 (»-6)-linoléico 62,22 49,94 13-45 - 53,85 2
C18:3 (»-3)-linolénico 0,39 0,96 <0,3 - 5,72 -
C20:0-eicosandico-araquidico 0,26 0,49 1,0-3,0 - 0,33 -
C20:1-eicosendico-gadoléico - 0,23 0,5-2,1 - 0,6 -
C22:0-docosandico-behénico 0,67 0,18 1,0-50 - 0,43 -
C24:0-tetracosanoico-lignocérico 0,25 0,19 0,5-3,0 - 0,14 -
20:5-eicosapentaendico (EPA) - - - 10 - -
22:6-docosahexaendico (DHA) - - - 50 - -

Tabela Brasileira de Composigao de Alimentos

Pazze Industria de Alimentos

Naturalis Nutrigdo & Farma Ltda. SP - Brasil
http://www.coconutresearchcenter.org, acessado em 18 de setembro de 2008.

AW =

3.2.2 Teste de tolerancia a glicose (TTG)

O teste de tolerancia a glicose foi realizado na semana anterior ao sacrificio dos
animais para cada um dos modelos de dieta utilizados. Uma soluc¢do de glicose a 50% foi
injetada intraperitonealmente (2mg/g) apos seis horas de jejum. O sangue foi coletado a partir
de uma pequena perfuragdo na cauda dos animais imediatamente antes e 30, 60 e 120 minutos
apos a injecdo. A verificagdo da glicemia nos diferentes tempos foi efetuada por meio de um

glicosimetro (Accuchek Active, Roche Diagnostics”, EUA).


http://www.coconutresearchcenter.org/
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3.2.3 Obtencao dos tecidos e do soro plasmatico

Em cada um dos experimentos realizados com os diferentes modelos de dieta
utilizados, os animais foram mantidos em jejum por 4 horas e entdo sacrificados por meio de
decapitacdo. O figado e os tecidos adiposos retroperitoneal (fémeas e machos) e epididimal
(machos) foram dissecados e pesados. Para os experimentos de oxidagdo e sintese de lipidios
hepaticas foram utilizadas fatias de 80mg, e para sintese de glicogénio, fatias de 100-120mg,
mantidas sob placas de Petry invertidas com papel filtro umedecido com tampao, a
temperatura de 4°C. Anteriormente a incubagdo, foi utilizado fatiador (Mcllwain chopper)
obtendo-se espessura de 300 um. Para os experimentos de oxidagdo e sintese de lipidios em
tecido adiposo foram utilizados 50 a 60mg de tecido de cada animal, para cada substrato,
divididos em trés fragmentos de, em média, 20mg. O tecido foi mantido em tampao, em placa
de Elisa, sendo utilizado um pocinho para os trés fragmentos obtidos de cada animal. O
sangue foi imediatamente coletado e, apos coagulagdo, foi centrifugado a 2000g por 10

minutos para obtencdo do soro.

3.2.4 Analises séricas

Os niveis séricos de colesterol e triglicerideos foram verificados mediante o uso de
kits enzimaticos especificos (In Vitro Diagnostica S/A, MG, Brasil), assim como a glicose e
os acidos graxos livres (Roche Diagnostics, Alemanha). A insulina foi dosada por meio de um
kit de radioimunoensaio (MP Biochemicals, Ohio, EUA). Todas dosagens foram realizadas de

acordo com as instrucoes de cada kit.
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3.2.5 Solugdo tampao Krebs Ringer Bicarbonato (KRb)

Abaixo estdo relacionados os sais utilizados na composicao da solu¢ao do tampao

Krebs Ringer Bicarbonato (Krb), bem como suas respectivas concentragdes:

Quadro: solucdo tampao Krebs Ringer Bicarbonato (KRb)

Sal Molaridade

NaCl 118,00 mM
KCl 4,61 mM
NaHCO; 25,00 mM
KH,POg4 1,50 mM
MgSO,. 7H,O 0,76 mM
CaCl,.2H,0 2,50 mM

Previamente ao uso, a solugdo foi aerada numa mistura de gases contendo 95% de O, ¢

5% de CO; durante 15 minutos. O pH da solucao foi acertado em 7,4.

3.2.6 Oxidacdo de [U-""C]-Glicose e [1-'*C]-Piruvato a CO2

Em figado dos animais submetidos a dieta hiperlipidica, verificamos a oxidacdo de
glicose e piruvato. Nos animais alimentados com dieta hiperpalatavel, estudamos a oxidagao

de glicose em tecido adiposo retroperitoneal e em figado.
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Para quantificar a produgdo de CO, a partir de glicose, fatias de figado e fragmentos de
tecido adiposo foram incubados em tampao KRB contendo uma concentragdo de 5 mM de D-
glicose + 0,3 pCi de [U-"*C]Glicose por frasco. Frascos de penicilina contendo tampio foram
gaseificados com uma mistura contendo 95% de O; e 5% de CO, por um minuto. Apoés, cada
fatia foi acrescentada a um frasco e incubada em sistema fechado (frasco de penicilina com
tampa de borracha) contendo uma estrutura de vidro (pocinho) em cujo centro encontrava-se
um papel filtro por uma hora, a 35°C, em banho metabolico Dubnoff, com agitacdo de
60ciclos/minuto, de acordo com o método de Dunlop at al (1975). A incubagdo foi
interrompida pela injecdo de 0,2mL de &cido tricloroacético (50%) no interior do frasco,
diretamente no meio de incubacdo onde encontrava-se o tecido. No pocinho contendo papel
filtro adicionou-se 0,ImL de hidroxido de s6dio (2N) para incorporagdo do CO,. Os frascos
foram devolvidos ao banho por mais 30 minutos para captacio do CO,. A seguir, o papel
filtro contido nos pocinhos foi transferido para eppendorfs com auxilio de pinga e pipeta
automatica. Em cada eppendorf foram adicionados 1,5 mL de liquido de cintilagio OPTI-
PHASE, e a radioatividade incorporada foi medida em contador de cintilagdo liquida
(WALLAC 1409). Os resultados foram expressos em pmoles de glicose oxidada a CO,/hora/
mg de tecido. A oxidaco de [1-'*C]-Piruvato foi realizada por meio deste mesmo método
sendo que o meio de incubagdo continha 0,2uCi de [1-'*C]-Piruvato por frasco e ImM de
piruvato. A utilizacao de [1-"*C]-Piruvato permite avaliar a atividade do complexo enzimatico
piruvato desidrogenase (PDH), pois na formacdo de acetil-CoA a partir da agdo desta enzima
sobre o piruvato, o carbono liberado no forma de COz2 necessariamente sera aquele marcado.
Sendo assim, ao utilizar este radioativo nao ¢ possivel obter a oxidagao do total de piruvato, ja
que o carbono marcado sera liberado na reacdo da PDH, mas sim a atividade deste complexo

enzimatico.
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3.2.7 Sintese de lipidios totais a partir de [U-"*C]-Glicose e [U-"*C]-Glicerol

Analisamos a sintese de lipidios totais a partir de glicose em figado e tecido adiposo
nos experimentos com os trés diferentes tipos de dieta utilizados (hiperlipidica, hiperpalatavel
e hiperglicidica). Para os experimentos com as ratas alimentadas com dieta hiperpalatavel ou
hiperlipidica, utilizamos o tecido adiposo retroperitoneal. Para os experimentos com ratos
alimentados com dieta hiperglicidica, utilizamos o tecido adiposo epididimal. A sintese de
lipidios a partir de glicerol foi avaliada apenas nos animais tratados com dieta hiperglicidica.

Para avaliagdo da sintese de lipidios a partir de glicose, foi utilizado tampao KRB com
concentragio SmM de D-Glicose e 0,3 uCi de [U-"*C]Glicose por frasco/béquer. Portanto, o
tampao utilizado para verificagdo da oxidagdo de glicose ¢ o mesmo utilizado para analise da
sintese total de lipidios a partir de glicose. Para sintese de lipidios a partir de glicerol, foi
utilizado tampao contendo glicerol na concentragdo ImM e 0,5uCi de [U-"*C]Glicerol para
cada frasco/béquer contendo o tecido de um animal. No tampao preparado para incubagdo de
tecido adiposo, foi adicionada albumina 1% para o transporte de 4cidos graxos e manutengao
das condi¢des do meio anédlogas as condigdes in vivo.

Nos experimentos em que foi verificada apenas sintese de lipidios os frascos foram
substituidos por béqueres. O banho foi mantido fechado e aerado. A reagdo foi interrompida
com 0,2mL de 4cido tricloroacético (50%) e os béqueres foram mantidos no banho por mais
30 minutos. A incubacdo foi completamente interrompida colocando-se os béqueres no gelo.
Nos experimentos em que foram verificadas oxidagdo e sintese de lipidios a partir de glicose,
foi realizado o processo descrito acima e, no momento em que foi retirado o pocinho, o tecido
adiposo que permaneceu no frasco foi destinado para verificagao da sintese de lipidios.

Para extracdo de lipidios a partir das fatias de figado, apds a incubagdo as estruturas,

juntamente com o meio onde permaneceram incubadas, foram homogeneizadas em Potter
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Elvjhem, o qual foi lavado com 1,0 mL de TCA 10%, e seu conteudo transferido para tubos
de ensaio. Os tubos de ensaio foram centrifugados por 10 minutos a 2000g. O sobrenadante
foi desprezado e o precipitado lavado com 1,0 mL de TCA 10%. Este ultimo passo de
lavagem foi repetido por mais duas vezes. Os tubos de ensaio contendo o precipitado
permaneceram invertidos sobre papel absorvente por aproximadamente 12 horas.

Para extracdo de lipidios, o precipitado seco foi ressuspendido com 1,0 mL de
cloroféormio:metanol (2:1 v:v). Os tubos de ensaio foram vedados com parafilme e submetidos
a agitacdo por 10 minutos. Apos os tubos terem sido centrifugados por 10 minutos a 2000g, o
sobrenadante de cada tubo de ensaio foi transferido para vials com auxilio de pipeta Pasteur,
repetindo-se este processo por mais duas vezes.

Apds a evaporagdo total da fase cloroférmio:metanol nos vials foram acrescentados
4,0mL de liquido de cintilagio POP/POPOP TOLUENO, e a radioatividade incorporada foi
medida em contador de cintilagdo liquida WALLAC 1409. Os resultados foram expressos em
pmoles de nutriente convertido a lipidios/hora/mg de tecido hepatico.

Para extragdo de lipidios a partir das incubagdes de tecido adiposo, apods o término da
incubacdo, os pedacgos de tecido contidos em cada frasco/béquer foram lavados com 1 mL de
solugdo salina, retirando-se os residuos de albumina proximos ao tecido. Colocou-se os
tecidos em tubos contendo 1,5mL de uma solugao de cloroformio:metanol (2:1). Estes tubos
foram fechados com tampa para evitar evaporagdo e agitados overnight. Apos, foram
acrescentados 250 pL de agua em cada tubo e agitou-se os mesmos por 10 minutos. Em
seqiiéncia, o conteudo dos tubos foi centrifugado a 2000 rotagdes por minuto, durante 10
minutos. O resultado foi uma mistura bifésica, sendo que a 4gua permanece acima da camada
lipidica. Esta agua foi retirada e pipetou-se 250ul. de uma solug¢do contendo cloroférmio,
metanol e agua na propor¢do 3:48:47, respectivamente. Os tubos foram novamente agitados

por 10 minutos, centrifugados e a fase superior foi retirada. Esta etapa foi repetida outras duas
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vezes. Apos, a fase apolar restante foi transferida para vials. Estes vials foram mantidos na
capela para evaporacdo e, quando secos, acrescentou-se SmL de liquido de cintilagio POP
POPOP-Tolueno a cada vial para leitura em contador de cintilagcdo liquida. Os resultados

foram expressos em pmoles de glicose ou glicerol convertidos em lipidios/hora/mg de tecido.

3.2.8 Sintese global de glicogénio a partir de [U-'*C]-Glicose e [U-'"*C]-Glicerol e

determinag¢ao de sua concentragao

Verificamos a incorporagao de [U-""C]-Glicose e [U-'"*C]-Glicerol ao glicogénio
hepatico nos animais tratados com dieta hiperpalatdvel contendo diferentes fontes lipidicas
ricas em acidos graxos ®3 (ALN, DHA e EPA em comparacao a apenas ALN).

As fatias de figado obtidas foram incubadas em béqueres com tampao contendo SmM
de glicose e 0,3uCi de [U-'*C]-Glicose ou ImM e 0,5uCi [U-'*C]-Glicerol. A incubagéo
durou 1 hora, a 37°C, com agitagdao de 60 ciclos por minuto. Apds, a reagdo foi interrompida
colocando-se os béqueres no gelo.

As fatias foram colocadas em tubos de ensaio contendo ImL de KOH 60%. Em
seqliéncia, os tubos de ensaio foram colocados em banho maria a 100°C, por 20 minutos.
Apos esfriar, foram adicionados 3,8mL de etanol absoluto. Esta mistura foi colocada em
banho maria a 70°C, por 10 minutos e, apds, em gelo por 15 minutos, onde ocorreu a
precipitagdo do glicogénio. Dando-se seqiiéncia, efetuou-se centrifuga¢do a 2000rpm por 10
minutos e o sobrenadante foi descartado. Acrescentou-se ImL de etanol 70% e os frascos
permaneceram no gelo por 15 minutos. Centrifugou-se novamente os tubos a 2000rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi eliminado e o precipitado (pellet de glicogénio) foi dissolvido em
300uL de agua de Milli Q. Todo o volume foi retirado e transferido para eppendorf de 2mlL.

Foi acrescentado liquido de cintilagdo OPTI-PHASE, e a radioatividade incorporada foi
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medida em contador de cintilagdo liquida (WALLAC 1409). A determinagdo da concentragao
de glicogénio foi realizada a partir fatias de aproximadamente 100mg mantidas em KOH 30%
que foram colocadas em banho maria a 100°C e submetidas aos demais passos subseqlientes
como descrito acima. Ap6s a obtenc¢do do pellet de glicogénio, esse foi dissolvido em agua de
Milli Q e uma aliquota foi retirada para estimativa do conteudo de glicogénio pelo método
colorimétrico de Krisman (1962), com reagente de cor produzido a partir de solucdes de
Iodeto de Potéssio (KI), Todo (I;) e solug¢ao saturada de Cloreto de Célcio (CaCl,). A leitura
foi realizada em espectrofotdometro Beckman DU 640 disponibilizado pelo Departamento de

Bioquimica.

3.2.9 Determinagao da atividade da PEPCK

A atividade da PEPCK foi verificada em tecido adiposo epididimal dos animais
submetidos a dietas hiperglicidicas, em conjunto com o Laboratorio de Fisiologia Comparada,
localizado no Instituto de Ciéncias Basicas da Saide — UFRGS, coordenado pela Profa.
Roselis Silveira Martins da Silva.

No tecido adiposo, a PEPCK-c ¢ a enzima-chave da gliceroneogénese. No homem,
50% do total de PEPCK presente nas células ¢ mitocondrial e 50% citosélica. Ja4 em ratos,
95% ¢ citosdlica e 5% mitocondrial, o que permite a realizacio de estudos da
gliceroneogénese por meio da verificacdo da atividade total da enzima, sem a necessidade de
separar a fragdo mitocondrial (BEALE et al, 2007).

A determinacgdo da atividade da PEPCK foi realizada por meio da homogeneizagao de
um grama de tecido adiposo epididimal obtido de cada animal em sacarose 0,25M e PMSF 1
mM. Todos os passos foram realizados mantendo-se temperatura entre 0 e 3°C. Este

homogeneizado foi centrifugado a 600 x g. A fase abaixo da camada lipidica foi separada e o
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restante foi descartado. A atividade da PEPCK foi determinada por meio de um método
baseado na reacdo de troca [H'*CO;7-oxaloacetato. A PEPCK catalisa a descarboxilagio
nucleotideo-dependente do acido oxaloacético para produzir fosfoenolpiruvato. Inosina
trifosfato (ITP) foi o nucleotideo utilizado. Aliquotas do homogeneizado foram acrescentadas
em solucdo-tampao (quadro abaixo) e incubadas por 4 minutos, a 37°C, sob agitacdo (60
ciclos/min). Para cada amostra de tecido obtida (uma para cada animal), foram incubadas trés
aliquotas em tampao contendo ITP e duas aliquotas sem ITP (branco). A reacao foi
interrompida pela adigdo de &cido tricloroacético 5%. Apds centrifugacdo, a solucao foi
gaseificada por 10 minutos com CO, para remogao de l4C02 residual ndo incorporado ao
fosfoenolpiruvato e aliquotas foram imediatamente transferidas para vials contendo Tolueno-
Triton X-100 (2:1 v/v) — PPO — POPOP e lidas em contador de cintilagdo liquida. A média da
leitura dos brancos de cada amostra em que o uso de ITP foi omitido foi descontada dos
valores das incubagdes desta mesma amostra contendo ITP. Os valores da atividade da
PEPCK foram expressos como nmoles de H"“CO5 incorporados per mg de proteina per
minuto. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. O conteudo de proteina foi

dosado a partir do método de Lowry (1951).

Quadro: Solugdo tampao para verificacao da atividade da PEPCK

Oxaloacetato 0,3M
Tris HCI (3N) 0,625M
MnCl, 0,04M
MgCl, 0,4AM
GSH 6,25M
NaHCO; IM
NaH'*CO; M
ITP (p/ ndo-branco) 0,02M
H,0 MilliQ (p/ branco) -
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3.2.10 Determinacao da concentracao hepatica de triglicerideos

A concentracdo hepatica de triglicerideos foi verificada nos experimentos com os trés
modelos experimentais de dieta utilizados. Fatias de aproximadamente 100mg de figado
foram homogeneizadas em solucao salina 0,9% (1:20 peso/volume). Retirou-se uma aliquota
deste homogeneizado que foi transferida para um tubo de ensaio onde foi acrescentado
reagente de cor (Kit In Vitro Diagnostica S/A. MG - Brasil) e incubou-se as amostras por 5
minutos, em banho a 37°C. A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotometro

disponibilizado pelo Departamento de Bioquimica.

3.3 Analise estatistica

Os resultados experimentais expressos como meédia e + desvio padrao da média (D.P.)
foram submetidos ao tratamento estatistico da Analise de Variancia (Anova) de uma via e ao
teste de amplitude multipla de Duncan usando-se o programa SPSS 12.0. O nivel de

significancia considerado foi de P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Peso e adiposidade corporal

Nao observamos diferenga no peso corporal entre os animais tratados com os
diferentes tipos de dieta utilizados, exceto nos grupos tratados com dieta hiperglicidica em
relagdo ao seu controle. Para todas as analises, comparamos apenas os grupos que receberam
o mesmo tipo de dieta contendo diferentes tipos de acidos graxos entre si. Nao comparamos
os grupos que receberam diferentes tipos de dieta em relagdo a composi¢ao de
macronutrientes (hiperpalatavel, hiperglicidica e hiperlipidica). No entanto, observamos
significativa diminui¢do do peso do tecido adiposo retroperitoneal e epididimal nos grupos
alimentados com 4acidos graxos ®3 de cadeia muito longa (6leo de peixe — EPA ¢ DHA) em

relacdo aos demais grupos (Tabelas 5, 6 e 7).

Tabela 5. Peso corporal inicial e final e peso do tecido adiposo retroperitoneal em ratas
alimentadas com dieta hiperlipidica rica em acidos graxos saturados (grupo SAT),
®6:®3 na proporc¢io 5:1 ou ®6 (grupo ©6)"

SAT w6 o3
Peso corporal inicial, g (1 més de 85,17 +3,19* | 79,63 +4,07* 83,5+4,12%
1dade)
Peso corporal final, g (aos 3 meses 240 +11,3° 235 +18,87" | 236,16 +17,29*
de idade)
Tecido adiposo retroperitoneal, g 6,06 +1,38" 5,26 + 1,240 4,23 +0,97°

1 Os valores representam media + D.P., n = 10. Médias em uma mesma linha contendo letras sobrescritas diferentes apresentam diferenga
quando comparadas entre si (P <0.05).
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Tabela 6. Peso corporal inicial e final e peso do tecido adiposo retroperitoneal em ratas
alimentadas com dieta hiperpalatavel rica em acidos graxos ®3 a-linolénico (grupo HP-
ALN) ou o-linolénico, EPA e DHA (grupo HP-EPA/DHA) e com dieta comercial padrao
(grupo CONT-HP)!

CONT-HP HP-ALN HP-EPA/DHA

Peso corporal inicial, g (1 més de 83,2 +5,2° 78,25+ 4,27° 80,67 +5,75
idade)
Peso corporal final, g (aos 7 meses 261,12 +7,43* | 270,2 + 13,93* | 258,33 +18,07°
de idade)
Tecido adiposo retroperitoneal, g 6,24 +1,7° 14,4 + 1,53b 10,27 + 1,86°

1 Os valores representam media + D.P., n = 10. Médias em uma mesma linha contendo letras sobrescritas diferentes apresentam diferenga
quando comparadas entre si (P <0.05).

Tabela 7. Peso corporal inicial e final e peso dos tecidos adiposos retroperitoneal e
epididimal em ratos alimentados com dieta hiperglicidica rica em acidos graxos ®6
(grupo SAC-06), ®6:®m3 na proporcao 2:1 (grupo SAC-w3) ou dieta contendo amido em
lugarlda sacarose e acidos graxos w6 representando o grupo controle (grupo CONT-
SAC)

CONT-SAC SAC-w6 SAC-»3

Peso corporal inicial, g (1 més de 87,4 +6,2° 90,3 +9.,8* 91,3+ 11%
1dade)
Peso corporal final, g (aos 4 meses 3432 +6,3* | 371,4+792° | 366+12,27°
de idade)
Tecido adiposo retroperitoneal, g 10,15 +2,5* 12,74 +2,18° 8,04 +1,3¢
Tecido adiposo epididimal, g 8,03 +1,3° 11,16 + 1,57° 7,33 +1,15°

1 Os valores representam media + D.P., n = 10. Médias em uma mesma linha contendo letras sobrescritas diferentes apresentam diferenga
quando comparadas entre si (P < 0.05).

4.2 Dosagens séricas

Nao observamos diferenca na glicemia entre os animais tratados com os diferentes
tipos de dieta utilizados. Para todas as analises, comparamos apenas 0s grupos que receberam
o mesmo tipo de dieta contendo diferentes tipos de acidos graxos entre si. Nao comparamos
os grupos que receberam diferentes tipos de dieta em relagdo a composicdo de

macronutrientes (hiperpaldtdvel, hiperglicidica e hiperlipidica). Contudo, observamos
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insulinemia aumentada nos grupos HP-ALN e SAT em relagdo aos grupos tratados com a
mesma dieta contendo &cidos graxos ®3 de cadeia muito longa (EPA e DHA). Nao
observamos diferenca nos niveis de HDL-col entre os animais tratados com dieta
hiperpalatavel ou hiperlipidica. No entanto, verificamos niveis aumentados de triglicerideos,
tanto séricos como intra-hepaticos, e de acidos graxos livres nos animais que receberam dieta
rica hiperlipidica rica em 4&cidos graxos saturados, hiperpalatdvel rica em ALN ou
hiperglicidica rica em &cidos graxos w6 em relacdo aos grupos que receberam as mesmas
dieta contendo &cidos graxos 3 de cadeia muito longa (Tabelas 8, 9 e 10).

Tabela 8. Concentracdes séricas de glicose, insulina, lipidios e concentracio hepatica de
triglicerideos em animais alimentados com dieta hiperlipidica rica em acidos graxos

saturados (grupo SAT), ®6:®3 na propor¢ao 5:1 ou ®6 (grupo ©6)"

SAT w6 o3
Glicose, mg/dL 111,9 + 13,76 128,55+ 11,1* | 117,62 + 14,27°
Insulina, pU/mL 53,33 +7,18° 49,15 + 4,06" 39,01 +5,16°

Acidos graxos livres, uM/mL
Triglicerideos, mg/dL

HDL-c, mg/dL

Concentragao hepatica de
triglicerideos, mg %

Concentragao hepatica de glicogénio,
mg%

885,85+202,07°

147,1 +30,32%
29,1 +4,37°
1,47 +0,20°

4,46 + 0,54°

717,24193,13%°
112 +25,19°
252 +2.28"
1,21 +0,17°

3,19 +0,18°

574,58+108,28°

85,11 +20,08°
26,1 +523°
0,83 +0,1°

2,78 +0,23°

1 Os valores representam media + D.P., n = 10. Médias em uma mesma linha contendo letras sobrescritas diferentes apresentam diferenga

quando comparadas entre si (P <0.05).

Tabela 9. Concentracées séricas de glicose, insulina, lipidios e concentracio hepatica de
triglicerideos em animais alimentados com dieta hiperpalatavel rica em acidos graxos
®3 o-linolénico (grupo HP-ALN) ou a-linolénico, EPA e DHA (grupo HP-EPA/DHA) e

com dieta comercial padrio (grupo CONT-HP)'

CONT-HP HP-ALN HP-EPA/DHA
Glicose, mg/dL 96,55 +12,57* | 108,85+ 14,14* | 109,71 + 14,63*
Insulina, pU/mL 30,06 +7,18" 42,04 +4,31° 34,07 + 6,98"
Acidos graxos livres, HM/mL 518,57 + 79’0a 563,69 + 70,26a 377,035i60,86b
Triglicerideos, mg/dL 61,37+ 14,98 | 84+19,69° 45+10,88"
HDL-c, mg/dL 25,5 +5,85° 26,55 +3,04% 24 +3,28°
Concentragio hepatica de 0,73 +0,14° 1,82 +0,29° 1,17 +0,16°
triglicerideos, mg %
Concentrag¢do hepatica de glicogénio 4,48 +£0,51° 2,99 +0,32° 2,64 +0,37°

1 Os valores representam media + D.P., n = 10. Médias em uma mesma linha contendo letras sobrescritas diferentes apresentam diferenga

quando comparadas entre si (P < 0.05).
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Tabela 10. Concentracdes séricas de glicose, lipidios e concentracio hepatica de
triglicerideos em animais alimentados com dieta hiperglicidica rica em acidos graxos o6
(grupo SAC-w6), ®6:®3 na proporcao 2:1 (grupo SAC-m3) ou dieta contendo amido em
lugarlda sacarose e acidos graxos w6 representando o grupo controle (grupo CONT-
SAC)

CONT-SAC SAC-m6 SAC-»3
Acidos graxos livres, uM/mL 408,3 +58,85* | 514,4+40,42° | 351,7 +54,41°
Triglicerideos, mg/dL 96,3 +10,4" 129,3 + 11,7b 75,1 +8,2%
Concentracdo hepatica de 0,92 +0,26" 1,64 + 0,23b 1,09 +0,18"
triglicerideos, mg %
Concentragdo hepatica de glicogénio, 5,33 +0,41% 522+ 0,47% 4,62 +0,26°
mg %

1 Os valores representam media + D.P., n = 10. Médias em uma mesma linha contendo letras sobrescritas diferentes apresentam diferenga
quando comparadas entre si (P <0.05).

4.3 Teste de tolerancia a glicose

Observamos que, mediante uma dieta hiperlipidica, a presenca de acidos graxos 3 na
proporcao de 1 para 5 em relacdo aos AG 6 contribuiu para maior tolerdncia a glicose em
relagdo a acidos graxos saturados ¢ w6 (Figura 7). Nos animais alimentados com uma dieta
HP, observamos que a suplementagdo com AG ®3 de cadeia muito longa (EPA e DHA) ¢
capaz de atenuar, mas ndo de prevenir completamente defeitos na tolerancia a glicose
comparados aos animais que receberam dieta contendo AG ®3 apenas na forma de ALN
(Figura 8). Nos animais tratados com dieta rica em sacarose observamos uma tendéncia a uma
maior tolerancia nos animais tratados com o¢leo de peixe, mas ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (Figura 9). E provavel que um maior periodo de tratamento

levaria a tais alteracoes.
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Teste de Tolerancia a Glicose
DIETA HIPERLIPIDICA
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Figura 7. Teste de tolerancia a glicose em dieta hiperlipidica. Teste de tolerancia a glicose apos injegdo intraperitoneal de glicose
(2mg/kg) em ratas de trés meses de idade submetidas a dieta hiperlipidica rica em acidos graxos saturados (grupo SAT), w6:®3 na proporgao
5:1 ou w6 (grupo w6) desde o periodo gestacional, mantidas em jejum nas 6 horas anteriores ao teste. Os valores representam media + D.P.,
n = 6. (a) Todos os grupos diferem entre si; (b) O grupo ®3 difere dos demais; (¢) Grupo ®3 e grupo SAT diferem entre si e sdo iguais ao
grupo controle. (P <0,05),

Teste de Tolerancia a Glicose
DIETA HIPERPALATAVEL
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Figura 8. Teste de tolerdancia a glicose em dieta hiperpalatavel. Teste de tolerancia a glicose apds injegdo intraperitoneal de glicose
(2mg/kg) em ratas com sete meses de idade submetidas a dieta hiperpalatavel rica em acidos graxos ®3 a-linolénico (grupo HP-ALN) ou a-
linolénico, EPA e DHA (grupo HP-EPA/DHA) e com dieta comercial padrao (grupo CONT-HP) desde o periodo gestacional, mantidas em
jejum nas 6 horas anteriores ao teste. Os valores representam media + D.P., n = 6. (a) e (b) Todos os grupos diferem entre si; (c) HP-
EPA/DHA e controle sdo iguais entre si e diferentes de HP-LNA (P < 0,05).
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Teste de Tolerancia a Glicose
DIETA HIPERGLICIDICA
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Figura 9. Teste de tolerincia a glicose em dieta hiperglicidica. Teste de tolerancia a glicose ap6s injecdo intraperitoneal de glicose
(2mg/kg) em ratos de quatro meses de idade submetidos a dieta hiperglicidica rica em acidos graxos w6 (grupo SAC-w6), ®6:®3 na
proporgao 2:1 (grupo SAC-m3) ou dieta contendo amido em lugar da sacarose e acidos graxos w6 representando o grupo controle (grupo
CONT-SAC) a partir de um més de idade, mantidos em jejum nas 6 horas anteriores ao teste. Os valores representam media + D.P., n = 6.
Nao ha diferenga entre os grupos (P <0,05).

4.4 Efeitos de AGPI no Figado

4.4.1 Oxidagao Hepatica de Piruvato [1-C'Y

Com o objetivo de investigar possiveis diferengas no fluxo da via glicolitica nos trés
grupos de animais submetidos & dieta hiperlipidica, utilizamos a oxidagdo de piruvato [1-C'*]
para verificar a atividade do complexo PDH. Considerando que o carbono marcado ¢ o tinico
que pode ser liberado na forma de CO, (**CO,) na reagdo catalisada por esta enzima para
formacao de acetil-CoA, o uso deste substrato possibilita avaliar sua atividade. Se o acetil-
CoA for completamente oxidado liberard carbonos ndo marcados, e todo CO, marcado
liberado sera proveniente da reacdo catalisada pela PDH. Observamos significativa maior

atividade da PDH no grupo ®3 em relagdo aos demais grupos (Figura 10).
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Oxidacgao de Piruvato [1 -C14]
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Figura 10. Oxidacéo de piruvato em dieta hiperlipidica. Efeito de dietas ricas em lipidios contendo diferentes fontes lipidicas na oxidagao
hepatica de piruvato [1-C'*] em animais de trés meses de idade, com intervengdo a partir do periodo gestacional. Os valores representam
média + D.P., n = 10. (a) Grupo SAT e 06 diferem do grupo 3. P <0,05.

4.4.2 Oxidagao Hepatica de Glicose

Para analisar possiveis diferengas na metabolizacdo hepatica da glicose entre os trés
diferentes grupos tratados com dieta hiperlipidica, verificamos a oxidagao de glicose a CO,.
Apesar da diferenca na atividade da PDH observada por meio da oxidacdo de piruvato [1-

C', ndo observamos diferenga na oxidagio de glicose (Figura 11).

Oxidagao Hepatica de Glicose
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Figura 11. Oxidacdo hepatica de glicose em dieta hiperlipidica. Efeito de dietas ricas em lipidios contendo diferentes fontes lipidicas na
oxidago hepatica de glicose em animais de trés meses de idade, com intervengdo a partir do periodo gestacional. Os valores representam
média + D.P., n = 10. (a) todos os grupos sdo iguais comparados entre si (P < 0,05).
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Analisamos possiveis diferengas na metabolizagdo hepatica da glicose também entre
os grupos tratados com dieta hiperpalatavel rica em ALN ou ALN, EPA e DHA por meio da
oxidagdo de glicose a CO,. Observamos que os animais que receberam dieta hiperpalatavel
contendo AG ®3 predominantemente na forma de ALN apresentaram menor oxidacdo em
relacdo ao grupo com dieta suplementada com 6leo de peixe contendo EPA e DHA (Figura

12).

Oxidacao Hepatica de Glicose
Dieta Hiperpalatavel
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Figura 12. Oxidacdo hepatica de glicose em dieta hiperpalatavel. Efeito de dietas hiperpalataveis contendo diferentes fontes de acidos
graxos 3 na oxidac@o hepatica de glicose em animais de sete meses de idade, com intervengao a partir do periodo gestacional. Os valores
representam média + D.P., n = 7. (a) O grupo HP-ALN ¢ semelhante ao grupo CONT e difere do grupo HP-EPA/DHA. (a,b) semelhante aos
demais grupos (P< 0,05).

4.4.3 Sintese hepatica de lipidios a partir de glicose

Além de avaliar a oxidagdo de glicose, verificamos também a sintese de lipidios a
partir deste substrato para analisar qual seu destino preferencial quando convertido em
piruvato e posteriormente em acetil-CoA pela acdo da PDH. Este teste foi realizado com todos
os tipos de dieta utilizados (hiperlipidica, hiperpalatavel e hiperglicidica). Encontramos

sintese de lipidios significativamente reduzida nos grupos que receberam dieta suplementada
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com oleo de peixe em relagdo aos demais grupos que receberam dieta contendo a mesma
composi¢do de macronutrientes, porém contendo predominantemente dacidos graxos

saturados, w6 ou ALN (Figuras 13, 14 ¢ 15).

Sintese Hepatica de Lipidios a partir de
Glicose
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Figura 13. Sintese hepatica de lipidios a partir de glicose em dieta hiperpalatavel. Efeito de dietas hiperpalataveis contendo diferentes
fontes de acidos graxos ®3 na sintese de lipidios hepatica a partir de glicose em animais de sete meses de idade, com intervengdo a partir do
periodo gestacional. Os valores representam média + D.P., n = 7. (a) Grupo CONT-HP e grupo HP-EPA/DHA sdo semelhantes entre si e
diferem do grupo HP-ALN (P < 0,05).
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Figura 14. Sintese hepatica de lipidios a partir de glicose em dieta hiperlipidica. Efeito de dietas ricas em lipidios contendo diferentes
fontes lipidicas na sintese hepatica de lipidios a partir de glicose em animais de trés meses de idade, com intervengao a partir do periodo
gestacional. Os valores representam média + D.P., n = 10. Todos os grupos diferem quando comparados entre si (P < 0,05).



68

Sintese Hepatica de Lipidios a partir de Glicose
Dieta Hiperglicidica

80 -
70 -
60 -
® 50 -
= 40 -
= 30 -
20 -
10 -

(Pmoles . h™. mg™ de tecido)
)
/ - o
7,
o

Glicose [U-C*] incorporada a lipidios

7

grupo CONT-SAC  grupo SAC-w6 grupo SAC-w3

Figura 15. Sintese hepatica de lipidios a partir de glicose em dieta hiperglicidica. Efeito de dietas hiperglicidicas ricas em acidos graxos
®6 (grupo SAC-06), ®6:m3 na propor¢do 2:1 (grupo SAC-03) ou dieta contendo amido em lugar da sacarose e acidos graxos ®6
representando o grupo controle (grupo CONT-SAC) a partir de um més de idade, na sintese de lipidios a partir de glicose. Os valores
representam media + D.P., n = 10. (a) Grupo CONT-SAC e SAC-»3 sio semelhantes entre si e diferentes do grupo SAC-06 (P< 0,05).

4.4.4 Sintese hepatica global de glicogénio a partir de glicose e glicerol

Com o objetivo de avaliar outras possiveis alteracdes no metabolismo de carboidratos
mediante a ingestdo de diferentes tipos de acidos graxos w3, comparamos o efeito de dietas
hiperpalataveis contendo estes acidos graxos na forma de ALN ou ALN, EPA e DHA sobre a
sintese hepatica global de glicogénio (resultado da glicogénese somada a glicogenodlise) a
partir de glicose e glicerol. Observamos menor sintese nos animais alimentados com dieta HP

em relacdo ao grupo controle, independentemente do tipo de AG ®3 contido em cada dieta

(Figuras 16 e 17).
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Sintese Hepatica Global de Glicogénio a partir
Glicose
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Figura 16. Sintese hepatica global de glicogénio a partir de glicose em dieta hiperpalatavel. Efeito de dietas hiperpalataveis contendo
diferentes fontes de acidos graxos ®3 na sintese hepatica global de glicogénio a partir de glicose em animais de sete meses de idade, com
intervengao a partir do periodo gestacional. Os valores representam média + D.P., n = 10. (a) Grupos HP diferem do grupo CONT-HP (P <
0,05).
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Figura 17. Sintese hepatica global de glicogénio a partir de glicerol em dieta hiperpalatavel. Efeito de dietas hiperpalataveis contendo
diferentes fontes de acidos graxos ®3 na sintese hepatica global de glicogénio a partir de glicerol em animais de sete meses de idade, com
intervengdo a partir do periodo gestacional. Os valores representam média + D.P., n = 10. (a) Grupos HP diferem do grupo CONT-HP (P <
0,05).
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4.5 Efeitos de AGPI em tecido adiposo

4.5.1 Sintese de lipidios a partir de glicose

Com o objetivo de avaliar efeitos por meio dos quais acidos graxos 3 interferem no
metabolismo de adipdcitos, levando a uma menor adiposidade corporal e menor concentracao
plasmatica de acidos graxos livres e triglicerideos em ratos, avaliamos a sintese de lipidios a
partir de glicose em tecido adiposo. Este teste foi realizado com todos os tipos de dieta
utilizados (hiperlipidica, hiperpalatavel e hiperglicidica). Encontramos sintese de lipidios
significativamente reduzida nos grupos que receberam dieta suplementada com 6leo de peixe
em relagdo aos demais grupos que receberam dieta contendo a mesma composicdo de
macronutrientes, porém contendo predominantemente acidos graxos saturados ou ®6. No
entanto, nos animais tratados com dieta hiperpalatavel observamos menor sintese de lipidios a
partir de glicose nos animais alimentados com dietas HP em rela¢do ao grupo controle, porém

maior no grupo HP-EPA/DHA em relagdo ao grupo HP-ALN (Figuras 18, 19 e 20).
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Figura 18. Sintese de lipidios a partir de glicose em TA em dieta hiperlipidica. Efeito de dietas hiperglicidicas (sacarose) ricas em acidos
graxos @6 (grupo SAC-06), ®6:»3 na propor¢do 2:1 (grupo SAC-®3) ou dieta contendo amido em lugar da sacarose e acidos graxos ®6
representando o grupo controle (grupo CONT-SAC) a partir de 1 més de idade, na sintese de lipidios a partir de glicose em tecido adiposo
retroperitoneal. Os valores representam media + D.P., n = 10. Todos os grupos diferem entre si (P< 0,05).
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Sintese de Lipidios a partir de Glicose em TA
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Figura 19. Sintese de lipidios a partir de glicose em TA em dieta hiperpalatavel. Efeito de dietas hiperpalataveis contendo diferentes
fontes de acidos graxos 3 na sintese de lipidios a partir de glicose em tecido adiposo retroperitoneal de animais de sete meses de idade, com
intervengao a partir do periodo gestacional. Os valores representam média + D.P., n = 7. Todos diferem entre si (P <0,05).
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Figura 20. Sintese de lipidios a partir de glicose em TA em dieta hiperlipidica. Efeito de dietas ricas em lipidios contendo diferentes
fontes lipidicas na sintese de lipidios a partir de glicose tecido adiposo epididimal de animais de trés meses de idade, com intervengao a partir
do periodo gestacional. Os valores representam média + D.P., n = 10. Todos os grupos diferem quando comparados entre si (P < 0,05).
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4.5.2 Oxidagao de glicose a CO, em tecido adiposo

Para verificar os efeitos no metabolismo da glicose de diferentes tipos de AG ®3 em
tecido adiposo, avaliamos a oxidagdo de glicose a CO; nos animais tratados com dieta
hiperpalatavel. Observamos menor oxidagdo de glicose nos animais alimentados com dietas
HP em relacao ao grupo controle, porém maior no grupo HP-EPA/DHA em relagdo ao grupo

HP-ALN (Figura 21).
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Figura 21. Oxidacgio de glicose em TA em dieta hiperpalatavel. Efeito de dietas hiperpalataveis contendo diferentes fontes de acidos
graxos ®3 na oxidagdo de glicose em tecido adiposo retroperitoneal de animais de sete meses de idade, com intervengdo a partir do periodo
gestacional. Os valores representam média + D.P., n = 7. Todos diferem entre si (P < 0,05).

4.5.2 Atividade da PEPCK em tecido adiposo

Buscando avaliar efeitos por meio dos quais 4cidos graxos ®3 interferem no
metabolismo de adipdcitos, levando a uma menor adiposidade corporal e menor concentragao
plasmatica de acidos graxos livres e triglicerideos em ratos, avaliamos também a atividade da
PEPCK, enzima-chave da gliceroneogénese, em tecido adiposo epididimal de animais
tratados com dieta hiperglicidica. Observamos uma expressiva diminui¢do da atividade desta

enzima nos animais alimentados com dieta rica em sacarose em relagdo ao controle, porém o
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grupo tratado com 6leo de peixe apresentou atividade maior em comparacao ao grupo tratado

com dieta rica apenas em AG w6 (Figura 22).
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Figura 22. Atividade da PEPCK em TA em dieta hiperglicidica. Efeito de dietas hiperglicidicas ricas em acidos graxos w6 (grupo SAC-
®6), ®6:®3 na proporgdo 2:1 (grupo SAC-®3) ou dieta contendo amido em lugar da sacarose e acidos graxos w6 representando o grupo
controle (grupo CONT-SAC) a partir de um més de idade, na atividade total da PEPCK em tecido adiposo epididimal. Os valores
representam média + D.P., n = 7. Todos diferem entre si (P <0,05).

4.5.3 Sintese de lipidios a partir de glicerol em tecido adiposo

Considerando a hipotese de que AGPI poderiam interferir na atividade da
glicerocinase, verificamos a sintese de lipidios a partir de glicerol nos animais tratados com
dieta hiperglicidica. Observamos maior incorporagdo de glicerol a lipidios totais nos animais
alimentados com dieta rica em sacarose, ¢ maior naqueles alimentados com 6leo de peixe e
girassol em relagdo aqueles alimentados apenas com o6leo de girassol como fonte lipidica

(Figura 23).
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Figura 23. Sintese de lipidios a partir de glicerol em TA em dieta hiperglicidica. Efeito de dietas hiperglicidicas ricas em acidos graxos
®6 (grupo SAC-06), ®6:@3 na propor¢do 2:1 (grupo SAC-03) ou dieta contendo amido em lugar da sacarose e acidos graxos ®6
representando o grupo controle (grupo CONT-SAC) a partir de um més de idade, na atividade incorporagao de glicerol a lipidios totais em
tecido adiposo epididimal. Os valores representam média + D.P., n = 10. Todos diferem entre si (P < 0,05).
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5. DISCUSSAO

Este trabalho analisou efeitos de AGPI sobre algumas vias do metabolismo
intermediario envolvendo carboidratos e lipidios. O estudo revela que os modelos
experimentais de dieta hiperlipidica, hiperpalatavel e hiperglicidica que contém acidos graxos
3, especialmente aqueles de cadeia longa (EPA e DHA), previnem ou atenuam o

desenvolvimento de resisténcia a insulina.

5.1 Efeitos de acidos graxos poliinsaturados no peso corporal e nas concentragdes plasmaticas

de TG, AGL, glicose, insulina e HDL-col

Verificamos que os grupos de ratos alimentados com as dietas suplementadas com
acidos graxos ®3 de cadeia muito longa (EPA e DHA — 6leo de peixe) apresentaram maior
sensibilidade a insulina em relacdo aos grupos que receberam as dietas contendo os acidos
graxos a-linolénico, linoléico ou saturados como fonte lipidica predominante. Esta afirmagao
¢ fundamentada pelos seguintes resultados obtidos: menor concentragdo hepatica e sérica de
triglicerideos, menor concentragdo sérica de AGL, além de menor insulinemia (Tabelas §, 9 e
10). Observamos ainda maior tolerancia a glicose nos animais alimentados com 6leo de peixe
nos tratamentos com as dietas hiperlipidica e hiperpalatavel (Figuras 7 e 8). Nao houve
diferen¢a na glicemia entre os diferentes grupos de cada tipo de dieta utilizado (hiperlipidica,
hiperglicidica e hiperpalatavel) (Tabelas 8, 9 e 10). A coexisténcia de hiperinsulinemia e
normoglicemia nos animais que ndo receberam oOleo de peixe sugere resisténcia a acdo da
insulina.

O teste de tolerancia a glicose reflete a oxidagdo deste substrato e a sua utilizagdo por

vias ndo-oxidativas (ex. glicogénese), predominantemente no musculo esquelético e no figado



76

(SCHUMMER et al, 2008; DEFRONZO, 2004). Neste estudo nao analisamos todos estes
parametros, mas observamos que, mediante uma dieta hiperlipidica, a presenca de acidos
graxos ®3 na proporcao de 1 para 5 em relagdo aos AG w6 contribuiu para maior tolerancia a
glicose em relacdo a acidos graxos saturados ou apenas 6 (Figura 7), dando a entender que a
quantidade e propor¢ao utilizadas sdo efetivas na manutengao da sensibilidade a insulina em
ratos. Ja mediante a utilizacdo de uma dieta HP, observamos que a suplementacao com acidos
graxos ®3 de cadeia muito longa ¢ capaz de atenuar, mas ndo de prevenir completamente
defeitos na tolerancia a glicose, quando comparados aos animais alimentados com AG ®3 na
forma de ALN e ao controle (Figura 8). Nos animais tratados com dieta rica em sacarose
observamos uma tendéncia a uma maior tolerdncia nos animais tratados com o6leo de peixe,
mas ndo houve diferenca estatisticamente significativa (Figura 9). E possivel que um maior
periodo de tratamento levasse a tais alteracdes. Provavelmente os efeitos dos AG ®3 no
musculo esquelético contribuiram para estes resultados. Lombardo et al (2007) mostraram que
a adicdo de oleo de peixe a uma dieta rica em sacarose reverte o acimulo de TG e
diacilglicerol no interior dos midcitos em musculo esquelético, assim evitando um prejuizo da
sinalizacdo da insulina e uma possivel menor captagdo de glicose. Em acordo com nossos
resultados, D’Alessandro et al (2002) mostraram maior sensibilidade periférica a insulina
utilizando um clamp euglicémico-hiperinsulinémico em animais que receberam dieta com
suplementagdo de AG ®3 como fonte lipidica predominante (6leo de peixe 7% + 1% o6leo de
milho) em comparagdo a um grupo com uma dieta rica em AG w6 (8% 6leo de milho).
Quanto aos niveis séricos de insulina, nos estudos em que foram analisados,
observamos concentra¢do semelhante entre os grupos controle e os animais tratados com AG
®3, EPA ¢ DHA, e aumentada nos animais submetidos a dietas sem a presenca destes AG
(Tabelas 8 e 9). Pighin et al (2003) mostraram que AG ®3 s3o capazes de reverter os efeitos

prejudiciais da lipotoxicidade induzida por uma dieta rica em sacarose nas células -
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pancreaticas e de normalizar a secrecao de insulina, o que esta em acordo com os niveis de
insulina que observamos em animais tratados com dieta hiperpalatdvel. Comparando uma
dieta deficiente em AG ®3 e outra com niveis normais destes AG, Cancelas et al (2007)
observaram maior secre¢do de insulina e intolerancia a glicose nos primeiros, de forma
condizente com nosso resultado nos animais tratados com dieta hiperlipidica.

Em relacdo aos triglicerideos, nossos resultados estdo de acordo com o obtido por Ide
et al (2000), que utilizaram dietas contendo 6leo de palma como fonte de gordura saturada,
0leo de acafrdo como fonte de AG w6 e 6leo de peixe como fonte de AG ®3, e também
observaram diminui¢ao da concentracao de TG séricos, além de menor contetido hepatico de
TG nos animais alimentados com 6leo de peixe em relacdo aos demais grupos. Estes efeitos
sobre os TG, além da diminuicdo dos AGL séricos observados também nos animais
alimentados com dieta rica em sacarose contendo Oleo de peixe, estdo de acordo com os
estudos de Lombardo et al (2007) e Peyron-Caso et al, (2002).

Estd amplamente comprovado que AGPI ®3 levam a diminuicdo da adiposidade
visceral mesmo sem alteracdo do peso corporal total (PARRISH et al,1990; LOMBARDO et
al, 2007; PEYRON-CASO, 2003), embora ndo paregam alterar o acimulo de tecido adiposo
subcutaneo (PEYRON-CASO et al, 2003). Em nossos resultados, observamos diferenga no
peso corporal apenas nos animais tratados com dieta hiperglicidica em relagdo ao seu
controle, mas observamos menor tecido adiposo epididimal e/ou retroperitoneal nos animais
alimentados com o6leo de peixe adicionado as dietas hiperglicidica, hiperlipidica e
hiperpalatavel, em relagdo aos grupos alimentados com a mesma composicdo de
macronutrientes, porém sem 6leo de peixe (Tabelas 5, 6 ¢ 7).

Em sintese, observamos que acidos graxos ®3 de cadeia muito longa (EPA ¢ DHA)
sdo efetivos na prevengao total, ou ao menos parcial, do desenvolvimento de intolerancia a

glicose, aumento da concentracdo intra-hepatica TG, dos niveis séricos de AGL, TG e
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insulina caracteristicos de estados insulino-resistentes que podem ser desencadeados pelos

modelos de dietas hiperlipidica, hiperpalatavel ou hiperglicidica utilizados em nosso estudo.

5.2 Efeitos dos acidos graxos poliinsaturados no metabolismo hepatico

O figado exerce um papel central no metabolismo de carboidratos e lipidios e varias
de suas vias metabolicas podem ser reguladas por AGPI por meio de mudancgas na atividade
e/ou abundancia de diferentes familias de fatores de transcri¢do, incluindo PPAR, SREBP ¢
LXR, entre outros meios.

Neste estudo verificamos os efeitos de trés dietas com diferentes composicdes de
lipidios — ricas em acidos graxos saturados (gordura de coco), w6 (6leo de amendoim) ou com
propor¢ao de 4cidos graxos w6:w3 igual a 5:1 — na oxidacdo de glicose e atividade do
complexo PDH, além da sintese de lipidios a partir de glicose em figado de ratos Wistar de
trés meses de idade submetidos a estas dietas a partir da gestacao.

Observamos maior atividade hepatica da PDH no grupo ®3 em relacdo aos demais
grupos, porém ndo observamos diferenca na oxidag@o de glicose neste mesmo tecido (Figuras
10 e 11). O grupo ®3 apresentou menor sintese de lipidios a partir de glicose em relagao aos
demais grupos (Figura 14), além de menor concentracdo hepatica e sérica de triglicerideos e
menor concentragdo sérica de AGL (Tabela 8).

A menor oxidagio de piruvato [1-C'*] pelos grupos SAT e w6 em relagio ao ®3
sugere uma menor atividade da PDH nos animais submetidos a estas dietas. Estes animais
também apresentaram maior concentracao sérica de AGL (Tabela 8). Schummer et al (2008)
mostraram que a atividade deste complexo enzimatico encontra-se diminuida na resisténcia a
insulina e que isto pode estar relacionado, em parte, ao aumento dos niveis séricos de AGL.

Estes pesquisadores revelaram que acido graxos livres aumentados podem contribuir para o
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aumento da atividade e abundancia das enzimas PDH cinase 2 e 4, assim contribuindo para
fosforilagcdo e conseqiiente diminui¢ao da atividade do complexo PDH. Em acordo, Bajotto et
al (2006) observaram uma maior concentracdo ¢ abundancia de PDK4 em figado de animais
normais que receberam uma inje¢ao intraperitoneal de 6leo, produzindo assim um aumento de
AGL, simulando o aumento caracteristico em animais insulino-resistentes. Além disso, em
seu estudo em um modelo animal de diabetes observaram um aumento de AGL que, da
mesma maneira, foi associado a maior atividade e abundancia de PDK4, além de PDK2, e
menor atividade do complexo PDH antes e ap6s o inicio de franca diabetes, sugerindo assim
que AGL persistentemente elevados em ratos normais ou diabéticos contribuem para maior
expressao de PDK2 e PDK4 no figado e conseqiiente menor atividade da PDH. A atividade da
PDH encontrou-se diminuida também no grupo w6 em relagdo ao 3.

Embora este grupo ndo tenha apresentado niveis séricos de AGL significativamente
maiores quando comparado ao grupo ®3, houve uma clara tendéncia de aumento. Além disso,
a concentragdo sérica e intra-hepatica mais elevada de TG no grupo w6 poderia contribuir
para alteracdo da sinalizacdo da insulina por meio dos efeitos prejudiciais da lipotoxicidade
(SAVAGE et al, 2007) e conseqliente ativagdo deficiente da PDH por este hormonio. Em
acordo, utilizando uma dieta hiperlipidica (59% da calorias provenientes de lipidios), Neschen
et al (2001) observaram que, em comparagdo ao 6leo de acafrdo (rico em ®6), os animais
alimentados com o6leo de peixe apresentaram concentragao duas vezes menor de diacilglicerol
(DAG) intra-hepatico. Niveis intracelulares aumentados de DAG podem ativar a PKC-«, que
se liga e inativa o receptor de insulina e sua atividade cinase, resultando na redugdo da
fosforilagao de IRS-1 e IRS-2 estimulada por insulina (SAVAGE, 2007).

Apesar da aumentada atividade da PDH no grupo ®3, ndo encontramos diferenca na
oxidacdo de glicose entre os trés grupos estudados (Figura 11). Diferentemente do nosso

resultado, utilizando o método de calorimetria indireta, Rustan et al (1993) encontraram maior
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oxidagdo de carboidratos (CHO) tanto no estado alimentado como em jejum em animais
tratados com dieta rica em Oleo de peixe em relagdo a animais tratados com dieta rica em
banha (gordura saturada). No entanto, os tecidos que apresentam maior oxidagdo de CHO nao
foram investigados (figado, musculo, SNC, etc).

O aumento da atividade da PDH sem conseqiiente maior oxidagao de glicose no grupo
®3 nao pode ser explicado pelo desvio do substrato formado (acetil-CoA) para sintese de
lipidios (glicerol-3-fosfato ou 4cidos graxos), ja que encontramos menor sintese de lipidios
neste grupo em relacdo aos demais (Figura 14). Esta glicose poderia ser desviada para sintese
de glicogénio. No entanto, encontramos menor concentragao no grupo ®3 em relacdo ao SAT
(Tabela 8), entdo esta hipotese ndo ¢ muito provavel. Outra possibilidade seria o desvio desta
glicose para sintese de fosfolipideos (HARRIS ¢ BULCHANDANI, 2006) ou, embora pouco
provavel, para sintese de corpos cetonicos (WONG et al, 1984). Portanto, ndo temos uma
explicacdo pertinente para este resultado.

Diferentemente do resultado que obtivemos ao analisar os efeitos de dietas
hiperlipidicas sobre a oxidag¢do hepatica de glicose, num estudo onde utilizamos dietas
hiperpalataveis ricas em sacarose contendo diferentes tipos e quantidades de acidos graxos
®3, observamos maior oxidagdo deste substrato no grupo HP-EPA/DHA em relacdo ao grupo
HP-ALN (Figura 12).

Silva et al (1992) observaram que dietas ricas em sacarose ou lipidios podem exercer
diferentes efeitos sobre a atividade da PDH hepatica. Apos 15 dias de tratamento, observaram
um aumento da atividade desta enzima em animais tratados com excesso de carboidratos
simples, mas uma diminui¢do naqueles tratados com maior quantidade de lipidios. Relataram
ainda um marcante efeito dos acidos graxos de cadeia longa ®3 (6leo de peixe) na prevencao
deste aumento induzido pela dieta rica em sacarose. E importante considerar que este estudo

utilizou um tratamento de apenas 15 dias, o que pode significar o ndo envolvimento dos niveis
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de AGL séricos nestes resultados, pois neste curto periodo de tratamento € possivel que
permanegam ainda inalterados.

Bajotto et al (2006) sugeriram que o aumento de AGL sérico pode contribuir para
inibi¢do da atividade PDH hepatica tanto em animais normais como em animais diabéticos.
No entanto, utilizando um periodo de tratamento mais prolongado com um modelo de dieta
rica em sacarose contendo 8% de 6leo de milho, Lombardo et al (2007) observaram um
significativo aumento dos niveis de AGL séricos associado a um aumento da atividade do
complexo PDH hepdtico e ndo a sua diminuicdo. Observaram ainda que, quando acrescentado
a dieta em substituicdo ao 6leo de milho por dois meses (apOs seis meses prévios de
tratamento com a primeira dieta), acidos graxos ®3 (6leo de peixe) foram capazes de reverter
este efeito, diminuindo a atividade da PDH a niveis semelhantes aos do grupo controle. A
oxidacdo de glicose ndo foi analisada neste estudo, portanto a maior atividade da PDH pode
representar apenas aumento da lipogénese, que permanece sendo estimulada pela insulina
mesmo em estados de resisténcia a sua acdo (WEICKERT E PFEIFFER, 2006), e nao
necessariamente também da oxidacdo de glicose no grupo que ndo recebeu acidos graxos ®3.
Além disso, ndo encontramos estudos da literatura que indiquem se os efeitos de AGL sobre a
PDH diferem numa dieta rica em CHO ou LIP.

E possivel que a dieta rica em sacarose, a curto prazo, leve a um aumento da atividade
da PDH, enquanto os acidos graxos ®3 podem manter seus niveis normais (SILVA et al,
1992). Porém, a longo prazo, efeitos da resisténcia a insulina sobre a sua propria cascata de
sinalizagdo podem resultar em prejuizo na ativacdo desta enzima por este hormdénio e num
aumento da sua inibicao por niveis elevados de AGL, mas nio o bastante para que seus niveis
retornem aos valores observados em animais tratados com dieta controle conforme observado
por Lombardo et al (2007). E importante ressaltar que tanto no tratamento com dieta

hiperpalatavel como no tratamento com dieta hiperlipidica observamos aumento de AGL
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séricos em determinados grupos (Tabelas 8 e 9). Pelo fato de ndo termos analisado a atividade
da PDH nos animais tratados com dieta HP, além do periodo de tratamento ¢ da quantidade e
tipo de acidos graxos w3 utilizados diferirem nestes estudos, nossos dados nao nos permitem
inferir se estes AG atuam de maneira diferente sobre a atividade da PDH quando associados a
uma dieta hiperlipidica ou hiperglicidica, e qual a contribui¢do dos niveis de AGL neste
quadro. Sao necessarios mais estudos para esta analise.

Em associacdo a menor oxidagdo de glicose, observamos maior sintese de lipidios a
partir deste substrato no grupo HP-ALN em relacdo aos demais grupos (Figura 13). Estes
resultados indicam que a PDH poderia estar mais ativa no grupo HP-ALN, porém desviando
acetil-CoA para sintese de lipidios. No entanto, ndo podemos descartar a hipdtese de que a
PDH estivesse igualmente ativa nos dois grupos, considerando que as duas dietas contém
acidos graxos 3, embora em quantidades e tipos diferentes, e que o acetil-CoA apenas tenha
sido destinado em propor¢des diferentes para as vias de oxidagdo a CO, e lipogénese entre os
mesmos. Para este resultado pode ter contribuido o fato de o grupo HP-ALN ter apresentado
maior insulinemia e niveis séricos de AGL (Tabela 9), sendo que o primeiro pode aumentar a
via de lipogénese e, juntamente com o maior fluxo de AGL, pode contribuir para o maior
desvio de glicose para sintese total de lipidios. Além disso, antes mesmo da reacao da PDH, a
glicose pode ter sido desviada para sintese de glicerol-3-P nestes animais para formacdo de
TG possivelmente necessario em maior quantidade nestes animais em relacdo ao grupo HP-
EPA/DHA devido a maior quantidade de substrato (AGL séricos e sintetizados de novo).

A insulina regula o fluxo da glicogénese e a via glicolitica simultaneamente por meio
do estimulo da glicogénio sintase e da piruvato desidrogenase. Por esta razdo e considerando
estudos indicando alteragdes no metabolismo hepatico de glicogénio em estado insulino-

resistentes, nos animais tratados com dieta hiperpalatavel analisamos também possiveis
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alteragdes na sintese global de glicogénio a partir de glicose e a partir de glicerol, além da
oxidagdo de glicose e sintese de lipidios a partir deste substrato.

Ambos grupos de animais tratados com dieta hiperpalatavel apresentaram
concentracdo ¢ sintese de glicogénio a partir de glicose e glicerol menores em relacdo ao
grupo controle (Figuras 16 e 17). A insulina encontrou-se elevada no grupo HP-ALN em
relagdo aos demais grupos, porém nao houve diferenca na glicemia entre os grupos analisados
(Tabela 9).

Os dados obtidos em relagdo a sintese de glicogénio, conforme mensurados neste
estudo, sdo o resultado dos fluxos simultaneos de glicogénese e glicogendlise (SAVAGE et
al, 2007), e por esta razdo utilizaremos o termo “sintese global de glicogénio”. Nossos
resultados em relagdo a concentracao hepatica de glicogénio estdo de acordo com Oakes et al
(1997), que utilizaram um modelo de dieta rica em lipidios (59% das calorias totais) para
induzir resisténcia a insulina e observaram menor concentragdo nos animais tratados em
relagdo ao grupo controle. Diversos estudos mostram que a concentra¢do hepatica de
glicogénio de animais diabéticos no estado alimentado encontra-se diminuida (GOLDEN et
al, 1979; GANNON e NUTTAL, 1997).

Acreditamos que a menor sintese global de glicogénio nos animais tratados com a
dieta HP em relagdo ao controle (dieta comercial padrao) pode ser resultado da alteracdo de
enzimas-chave da glicogénese e da glicogendlise, ou ainda de diferengas no fluxo de glicose
na via glicolitica. A maior oxidacdo de glicose observada no grupo HP-EPA/DHA (Figura 12)
poderia ter contribuido para menor sintese e concentracdo de glicogénio nestes animais pela
diminuicdo de substrato disponivel, porém, pelo fato de este grupo também ter apresentado
menor sintese de lipidios a partir de glicose (Figura 13), ndo podemos afirmar que houve
diferenca da utilizagdo deste substrato na via glicolitica entre os grupos HP-ALN e HP-

EPA/DHA.
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Portanto, acreditamos que a diferenga observada no metabolismo de glicogénio entre o
grupo controle e os grupos submetidos a dieta HP em nosso estudo pode ser resultado da
alteracdo das vias de sintese e degradacdo deste polimero de glicose. A sintese global de
glicogénio ¢ diretamente regulada por duas enzimas: glicogénio sintase e fosforilase. Na
literatura encontram-se diversos estudos em relagdo aos efeitos da resisténcia a insulina e
diabetes sobre estas enzimas, porém estudos em relacdo aos possiveis efeitos de acidos graxos
poliinsaturados sdo mais escassos.

Elevada atividade hepatica da glicogénio fosforilase ocorre em varios modelos animais
de resisténcia a insulina (ROESLER ¢ KHANDELWAL, 1986; AISTON et al, 2000) e pode
ser, a0 menos em parte, responsavel pelo prejuizo na sintese global de glicogénio observada
nestes animais, especialmente no grupo HP-ALN, que apresentou evidéncias de maior
resisténcia a insulina em relacao ao grupo HP-EPA/DHA (hiperinsulinemia, aumento de TG e
AGL séricos), embora o TTG evidencie que ambos grupos desenvolveram intolerancia a
glicose (Figura 8). Além disso, AGPI e a resisténcia a insulina exercem efeitos contrarios
sobre a atividade da glicose-6-fosfatase, enzima que catalisa o passo final para liberagdo da
glicose apos a glicogenolise ou gliconeogénese. Os primeiros diminuem a atividade da enzima
e a ultima, pode aumentar (DELARUE, 2004). Sendo assim, ¢ possivel que os animais com a
dieta HP tenham sintetizado maior quantidade de glicogénio em relagdo ao grupo controle,
porém podem ter degradado mais concomitantemente por maior glicogendlise e atividade da
G-6-Pase, especialmente o grupo HP-ALN, onde foi observado aumento dos niveis séricos de
AGL que poderiam estimular a glicogénolise (ARNER, 2001). No entanto, esta hipotese ¢
pouco provavel, j4 que ndo encontramos diferengas na glicemia entre os grupos controle ¢ HP
(Tabela 9) e 0 TTG indicou que os animais do grupo HP-ALN apresentaram menor tolerancia

a glicose (Figura 8) e, portanto, provavelmente apresentariam maior glicemia que os demais
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grupos, ja que estariam liberando maior quantidade a partir do figado e metabolizando menos
em tecidos periféricos.

Em relagdo a glicogénio sintase hepatica (GS), pesquisadores confirmaram que a
atividade total desta enzima pode estar aumentada em animais diabéticos, porém a
percentagem de glicogénio sintase na forma ativa (GSa) ¢ significativamente menor em
relagdo ao observado em animais controle (GANNON e NUTTAL, 1997; VAN AUKEN et al,
1996). Quanto a sintese de glicogénio a partir de glicose, em um modelo animal de resisténcia
a insulina (fa/fa), Aiston et al (2000), da mesma maneira que observamos em nosso estudo
(Figura 16), encontraram diminui¢do em relagdo a um grupo controle. Alteracdes na cascata
de sinalizagdo da insulina que leva a desfosforilagdo e ativagao da glicogénio sintase podem
ser a razdo de sua atividade encontrar-se diminuida na diabetes (LIBAL-WEKSLER et al,
2001). Uma possivel explicacdo para alteracdes da cascata de sinalizagdo da insulina
encontrada na literatura refere-se ao acimulo intra-hepatico de lipidios. Efeitos inibitorios de
acidos graxos de cadeia longa ativados sobre a glicogénio sintase hepatica ja foram reportados
(WITITSUWANNAKUL e KIN, 1977). Além disso, o aumento na concentragdo intracelular
de diacilglicerol devido a lipogénese aumentada e/ou diminuida oxidagdo de acidos graxos
mitocondrial ativa PKC-¢, que se liga e inativa o receptor de insulina e sua atividade cinase,
resultando na reducdo da fosforilagdo de IRS-1 e IRS-2 estimulada por insulina. Isto, por sua
vez, resulta em redugdo da ativacdo da PI-3 cinase ¢ AKT2. Reduzida ativagao da AKT2
resulta em menos fosforilagdo da GSK3, que pode contribuir para menor sintese de glicogénio
estimulada por insulina (SAVAGE et al, 2007; OAKES et al, 1997).

Em relacdo a suplementacdo dietética com AG ®3, diferentes autores sugerem que
estes acidos graxos atuam como “coordenadores do metabolismo”, direcionando os acidos
graxos, de maneira geral, para maior oxida¢do somada a sua menor sintese de novo, com

consequente diminui¢do do acimulo intra-hepatico de lipidios, além de direcionar a glicose
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para maior sintese de glicogénio (CLARKE, 2000; DAVIDSON, 2004). Em acordo, Fickova
et al (1994) comprovaram que acidos graxos 3 previnem a diminuicao da atividade tirosina
cinase do receptor de insulina mediante uma dieta rica em sacarose em figado de ratos. Além
disso, estudos preliminares de Jump et al (2008) indicam que DHA, assim como a insulina,
induz a fosforilagdo e conseqiiente inativagdo da GSK3-fB. Inativada, a GSK3-B poderia
deixar de fosforilar a GS e contribuir para que a enzima permanecesse na sua forma mais
ativa, desta maneira também possivelmente contribuindo para maior sintese de glicogénio.
Considerando estas evidéncias, poderiamos esperar um aumento da sintese de
glicogénio no grupo HP-EPA/DHA em relagdo ao grupo HP-ALN, ja que observamos menor
concentragdo hepatica de triglicerideos no primeiro em relagdo ao segundo (Tabela 9), além
de menor sintese de lipidios a partir de glicose (Figura 13). Além disso, o 6leo de peixe € rico
em DHA, diferentemente do 6leo de soja. No entanto, existem controvérsias, pois Corporeau
at al (2005) ndo observaram reversdo de alteragcdes na via de sinalizagdo da insulina induzidas
por dexametasona em figado de ratos mediante o uso de dietas contendo 6% de 6leo de
amendoim (rico em AG-»3) ou 2,2% deste oleo substituidos por 6leo de peixe.
Contrariamente as suposi¢oes de Clarke (2000) e Davidson (2004), Rustan et al (1993)
encontraram diminuida concentragdo hepatica de glicogénio ao tratar animais com dietas
contendo 19,5% de banha somados a 1,5% de 6leo de soja (por peso) ou 13% de banha
somados a 6,5% de uma mistura de DHA e EPA e 1,5% de 6leo de soja. Em seu estudo os
animais encontravam-se no estado alimentado. Gaiva et al (2003) também encontraram menor
concentragdo hepatica de glicogénio em animais que receberam dieta com 15% de 6leo de
peixe ou 12,5% de 6leo de soja somados a 2,5% de 6leo de peixe em relagdo ao grupo
controle (ragdo comercial) no estado alimentado. Em acordo, em nosso estudo com dietas

hiperlipidicas observamos menor concentragdo hepatica de glicogénio nos animais tratados
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com dieta contendo acidos graxos ®3 em relacdo ao grupo com dieta rica em gordura saturada
(Tabela 8).

Considerando, portanto, que ndo existe consenso a respeito dos efeitos dos acidos
graxos ®3 de maneira geral, ou de seus tipos especificos (EPA e DHA versus ALN), sobre o
metabolismo hepatico de glicogénio, pois alguns estudos sugerem que poderia haver um
aumento e outros sugerem diminui¢do da concentracdo do mesmo, e considerando ainda que
ndo encontramos na literatura outros estudos com relacdo aos efeitos destes acidos graxos
sobre a sintese global de glicogénio a partir de glicose ou glicerol, algumas das hipoteses que
elaboramos para explicagdo de nossos resultados sdo as seguintes: (a) ¢ possivel que acidos
graxos 3 levem a uma diminui¢do do glicogénio, como sugerem os resultados dos estudos
de Gaiva et al (2003) e Rustan et al (1993) e ndo a um aumento (concentracio e/ou sintese),
como sugerem Clarke (2000), Davidson et al (2004) e Jump et al (2008). Neste caso, ambos
grupos poderiam ter apresentado menor sintese global de glicogénio por efeitos dos AG ®3;
(b) Acido o-linolénico poderia ter um efeito menos pronunciado na diminui¢io da sintese
global de glicogénio, mas poderia ter apresentado um resultado semelhante ao grupo HP-
EPA/DHA pelo fato de, possivelmente, ter desenvolvido alteracdes da cascata de sinaliza¢ao
da insulina relacionadas ao acumulo intra-hepatico de lipidios com consequente prejuizo da
ativacdo da GS; (¢) AG ®3 poderiam contribuir para maior (ou menor) formacdo de
glicogénio e, independente dos resultados indicativos de maior resisténcia a insulina no grupo
HP-ALN, ambos grupos podem ter apresentado menor formagao deste polimero de glicose
por alteracdo da sinaliza¢do hepatica da insulina e menor ativagdo da GS, ambos tipos de AG
®3 — ALN ou DHA + EPA — ndo tendo revertido este defeito, caracterizando assim um efeito
predominante da resisténcia a insulina sobre o efeito dos AG 3.

Assim, concluimos que nosso estudo ndo permite precisar se as alteracdes observadas

resultaram de efeitos da resisténcia a insulina, de efeitos especificos dos diferentes tipos de
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acidos graxos ®3 utilizados nas dietas ou ambos. Sdo necessarios mais estudos para elucidar
melhor estes resultados e verificar se AG ®3, isoladamente, de fato alteram a sintese total de
glicogénio e se ha diferencas na ac¢dao dos diferentes tipos destes AG na glicogénese e na
glicogenolise.

Embora possiveis diferencas na acdo dos AG w3 ALN ou EPA e DHA sobre o
metabolismo de glicogénio permanegam pouco compreendidas, um estudo recente mostrou
que estes tipos de AG exercem diferentes efeitos sobre a lipogé€nese hepatica, sendo que o
primeiro ndo a suprime, contrariamente aos Ultimos. Sealls et al (2008) mostrou que ALN
pode ser eficientemente convertido em DHA e EPA, no entanto, ainda assim, animais
recebendo dietas com quantidades diferentes destes AG apresentam efeitos contrarios na
lipogénese hepatica.

Em figado, verificamos o efeito de acidos graxos @3 sobre a sintese de lipidios a partir
de glicose utilizando dietas hiperlipidicas, hiperpalataveis e hiperglicidicas. Em todos os
estudos em que este parametro foi avaliado observamos uma menor sintese na presenca de
EPA e DHA (Figuras 13, 14 e 15). No estudo em que utilizamos dietas hiperlipidicas,
observamos uma menor incorporagdo de glicose a lipidios no grupo que recebeu uma dieta
contendo 4cidos graxos w6:m3 numa proporcao 5:1 (grupo ®3) em relacdo ao grupo que
recebeu predominantemente AG w6 (grupo ®w6) € uma menor incorporagdo neste em relacao
ao grupo que recebeu uma dieta rica em AG saturados (grupo SAT) (Figura 14). Utilizando
dietas ricas em sacarose contendo ®6:®3 na propor¢do 2:1 (sac-®3) ou predominantemente
AG-m6 (sac-06) foi observada sintese lipidica semelhante a partir de glicose no grupo sac-»3
em relagdo ao controle (amido + 6leo de girassol) e menor neste grupo em relagdo ao sac-w6
(Figura 15). J4 no estudo em que utilizamos dietas hiperpalatdveis contendo diferentes
quantidades e tipos de AG-®3, encontramos sintese de lipidios a partir de glicose semelhante

ao controle (dieta comercial padrdo) naqueles animais alimentados com 6leos de soja e peixe,
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contendo ALN, EPA e DHA respectivamente (HP-EPA/DHA), e maior sintese naqueles
alimentados apenas com 6leo de soja (HP-ALN) (Figura 13).

Além disso, em todos estes estudos observamos menor concentragdo intra-hepatica de
TG nos animais tratados com EPA e DHA, além de menor concentracao sérica de TG e AGL
(Tabelas 8, 9 e 10). Estes resultados estdio em acordo com o observado por outros
pesquisadores (LOMBARDO et al, 2007; PEYRON-CASO et al, 2002; OGUZHAN et al,
2006).

Conforme dados da literatura, acreditamos que a menor sintese de lipidios a partir de
glicose encontrada em nossos resultados pode ser atribuida a menor lipogénese de novo
somada a maior oxida¢do de AG induzidas pelos AG ®3 (CLARKE, 2000). Além disso, pode
ter contribuido para este resultado o menor fluxo de AGL para o figado e conseqiiente menor
utiliza¢do de glicose na sintese glicerol-3-P para formagao de TG, j& que observamos menores
concentragdes séricas de AGL em todos os grupos tratados com EPA e DHA (6leo de peixe).
O somatorio destes efeitos dos AG ®3 pode contribuir para as menores concentracdes de
VLDL observadas tanto em animais como em humanos mediante a ingestao destes lipidios.
Os AGL entregues ao figado sdao oxidados ou esterificados na forma de TG. A maior parte dos
TG sintetizados de novo ¢ armazenada no citosol e uma pequena fracao ¢ secretada na forma
de VLDL (WIGGINS e GIBBONS, 1992). No entanto, o tamanho do pool citosolico de TG
correlaciona-se diretamente com a secrecdo de VLDL (ADELI et al, 2001). Portanto, o
aumento da concentragdo intra-hepatica de TG que observamos nos animais que receberam
dietas contendo pequena ou nenhuma quantidade de AG ®3 constitui um indicativo de que o
aumento dos niveis de TG séricos observados nestes animais deve representar um aumento de
VLDL, embora esta lipoproteina ndo tenha sido dosada.

Conforme Harris ¢ Bulchandani (2006), uma menor sintese de TG para incorporagao a

VLDL poderia ser causada por trés diferentes mecanismos: (1) menor disponibilidade de AG
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para sintese de TG que poderia ser secundaria: (a) ao aumento da (-oxida¢do, (b) ao menor
fluxo de AGL para o figado ou de TG (captacdo de remanescentes de quilomicrons), (c) a
diminuicdo da sintese hepatica de novo de AG; (2) aumento da sintese de fosfolipideos com
conseqiiente menor uso de AG para formar TG; (3) diminui¢do da atividade de enzimas da via
de sintese de triglicerideos, como diacilglicerol aciltransferase ou 4acido fosfatidico
fosfohidrolase. Estes autores fizeram uma revisdo de estudos sobre estes mecanismos
incluindo apenas aqueles realizados em animais, publicados entre 1966 e 2006, todos
envolvendo o uso de 6leo de peixe, DHA e/ou EPA. Apesar da grande variagdo no tempo de
duracdo dos estudos, da quantidade de AG 3 utilizada, entre outros fatores, o efeito mais
consistentemente observado foi a diminui¢do da lipogénese de novo hepatica (13 entre 16
estudos). Aumento da B-oxidacdo também foi reportado, mas esteve presente em apenas dois
tercos, € ndo na totalidade dos estudos em que foi analisada, e em relagcdo a atividade das
enzimas de sintese de TG, quase a totalidade dos estudos indicou que ndo houve alteragcdo ou
houve diminui¢do, mas raros mostraram aumento. Todos estes efeitos poderiam contribuir
para menor producdo de VLDL mediante ingestdo de AG »3.

Em acordo, Herzberg e Rogerson (1988) verificaram menor lipogénese hepatica in
vivo, menor atividade de enzimas lipogénicas (acetil-CoA carboxilase, acido graxo sintetase,
ATP citrato-liase), tanto no jejum como no estado alimentado, no figado de animais tratados
com dieta rica em glicose (60% em relagdo ao peso total) suplementada com o6leo de peixe
(10%-peso) em relagdo a grupos alimentados com 6leo de milho (rico em ®6) ou com uma
fonte de gordura saturada. A lipogénese de novo encontrada foi menor no grupo que recebeu
AG ®3 em relacdo aos demais e menor no grupo que foi alimentado com AG w6 em relacao
ao que recebeu AG dieta contendo gordura saturada, em acordo com o que encontramos em
relacdo a sintese total de lipidios a partir de glicose (Figuras 13, 14 ¢ 15), o que indica que a

menor lipogénese deve ter contribuido significativamente para nosso resultado. No estudo de
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Hertzberg et al (1988), apenas o grupo ®3 apresentou menor secre¢do hepatica de VLDL.
Analogamente, Wong et al (1984) verificaram menor lipogénese em figados isolados
perfundidos retirados de animais alimentados com 6leo de peixe (15% - peso) em relagdo a
um grupo que recebeu dieta com Oleo de agafrdo (rico em ®6). Além disso, também
observaram menor sintese de VLDL a partir de acidos graxos sintetizados de novo nos
animais alimentados com 6leo de peixe em relagdo ao grupo agafrao quando comparados em
relagdo ao controle (dieta comercial). A liberagao total de TG na forma de VLDL também foi
significativamente reduzida nos animais alimentados com AG ®3, mas ndo naqueles
alimentados com o6leo de acafrdo. Wong et al (1984) avaliaram também a cetogénese e
verificaram que esteve significativamente aumentada no grupo alimentado com 6leo de peixe
em relacdo aos demais, o que esteve relacionado a uma menor sensitividade da CPT-1 a
inibi¢do por malonil-CoA em mitocondrias isoladas. Este efeito no grupo tratado com 6leo de
acafrdo foi intermediario entre o efeito obtido com o 6leo de peixe e o controle. Sendo assim,
Wong et al sugerem que os efeitos hipotrigliceridémicos do 6leo de peixe refletem: menor
lipogénese de novo, maior oxidacdo de AG, possivelmente em peroxissomos, € menor
secrecao de VLDL do figado.

Uma recente revisdo realizada pela Cochrane que incluiu 33 ensaios clinicos
randomizados controlados envolvendo diabéticos tipo 2 que receberam suplementacdo de
omega-3, concluiu que esta suplementagdo diminui os niveis de TG e VLDL-colesterol
séricos em humanos (HARTWEG, 2008).

Jump et al (1994) comprovaram que uma dieta contendo 10% de o6leo de peixe
contendo apenas DHA, EPA ou uma mistura de ambos diminui significativamente os niveis
dos RNAm que codificam as enzimas lipogénicas acido graxo sintase (AGS) e enzima malica
em comparagdo a uma dieta contendo 10% de trioleina (acido oléico) ou 6leo de oliva em

hepatdcitos em animais. Estudos em cultura primaria de hepatécitos confirmaram que AL,
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ALN, AA e EPA foram igualmente efetivos na supressao dos niveis de RNAm codificando
AGS. No entanto, existem diferencas na intensidade do efeito de acordo com o acido graxo. O
oleo de peixe utilizado foi duas a quatro vezes mais efetivo na supressao da atividade e
RNAm da AGS do que 6leo de milho. Recentemente, ao comparar os efeitos de oleos ricos
em AG saturados, AL e ALN ou EPA e DHA, além de um grupo com ra¢ao comercial, Sealls
et al (2008) observaram que AL e ALN nao suprimem a lipogénese e a expressao de SREBP-
1 hepatica tao eficientemente como DHA e EPA. Isto evidencia a diferenca entre a agao nao
s6 de AG ®3 ou w6, mas também entre os AG de cada uma destas familias.

Contrariamente a maior parte dos demais estudos, Gaiva et al (2003) observaram
maior lipogénese, apesar de menor atividade das enzimas ATP-citrato liase e enzima malica
em animais tratados com AG ®3 por meio de dietas comerciais nas quais foram adicionados
contendo 15% de o6leo de soja, 15% de dleo de peixe ou os dois 6leo numa proporcao 5:1,
respectivamente (por peso).

Com relacao a oxidacao de AG, utilizando dietas contendo 15% de o6leo de agafrdo, de
palma, perila (rico em ALN) ou 6leo de peixe, Ide at al (2000) verificaram que tanto o 6leo
perila como o 6leo de peixe aumentaram significativamente a taxa de oxidagdo peroxissomal
em relacdo aos demais grupos, evidenciando assim um maior efeito dos AG ®3 em relagao
aos 6 neste mecanismo que pode contribuir para diminui¢do dos niveis de AG que servem
como substrato para sintese de TG. Além disso, neste estudo os oleos ricos em AG ®3

também aumentaram significativamente a atividade da CPT1 em relagdo aos AG w6 e
saturados.

Apos estes estudos, outros pesquisadores fizeram ver como AGPI podem alterar a
expressdo génica para produzir tais efeitos. Estudos relacionados aos efeitos destes AG sobre
a expressao génica indicam que os mesmos atuam como “direcionadores do metabolismo”

levando a uma maior expressdo de genes da via de oxidacdo e menor expressdao de genes da
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via de lipogénese de AG no figado (CLARKE, 2000; JUMP, 2008). Os mecanismos por meio
dos quais estes AG controlam a expressdo génica sao bastante complexos e ainda deverao ser
melhor esclarecidos, porém evidéncias indicam a participacao do fator de transcricio PPARa
no aumento de oxidacdo de AG induzido por AGPI, enquanto a reducdo da lipogénese esta
relacionada a supressao dos fatores SREBP-1 e ChREBP (JUMP, 2008).

E importante considerar que, apesar de AG ®3 estarem associados a maior
sensibilidade a insulina (LOMBARDO & CHICCO, 2005), muitas de suas agdes diferem
daquelas deste hormonio. Por exemplo, a insulina induz a lipogénese hepatica, enquanto estes
acidos graxos diminuem. A insulina aumenta os fatores de transcricdo SREBP-1c e ChREBP,
enquanto eles diminuem, entre outras diferengas, evidenciando que atuam por diferentes vias
do metabolismo (JUMP, 2008). Resisténcia a a¢do da insulina no metabolismo da glicose,
mas sensibilidade a sua a¢do na lipogénese ¢ um paradoxo. Uma explicagdo molecular para
este paradoxo foi relatada em 2000, quando ficou comprovado que a insulina suprime IRS-2,
enquanto induz a producao de SREBP-1c, fator de transcricdo que estimula a lipogénese. Isto
explicaria como o figado continua sintetizando lipidios, enquanto resiste a supressao mediada
pela insulina da produc¢do hepatica de glicose (SHIMOMURA et al, 2000). Um dos
importantes efeitos dos AGPI no figado ¢ a supressao de SREBP-1c.

Neschen et al (2002) observaram um aumento das concentracdes intra-hepaticas de
TG e DAG mediante o tratamento com dieta hiperlipidica contendo 59% do total de calorias
provenientes do 6leo de acafrdo, enquanto o 6leo de peixe, mesmo presente em uma
quantidade que caracteriza uma dieta hiperlipidica, ndo desencadeou este efeito e, além disso,
induziu maior oxidagdo peroxissomal de AG evidenciando assim um outro mecanismo, além
da alteracdo da expressdo génica, por meio do qual os AG ®3 podem prevenir RI hepéatica a

insulina.
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Os mecanismos que levam ao aumento da produgcdo de VLDL caracteristico em
estados insulino-resistentes ainda ndo sdao completamente compreendidos, contudo um
numero crescente de estudos tem apontado para a importancia do aumento da lipogénese de
novo, alteragdes da sinalizacdo da insulina com prejuizo na inibicao da liberacdo de VLDL
por este hormonio e, especialmente, do aumento do fluxo de AGL a partir de tecidos
periféricos para o figado (ADELI et al, 2001). E provéavel que alteragdes do fluxo de AGL
também tenham efetuado importante participacao na diminui¢do da sintese de TG a partir de
glicose observada em nosso estudo nos animais que receberam dietas contendo EPA e DHA
(Figuras 13, 14 e 15), ja que a glicose pode ser utilizada também na sintese de glicerol-3-P
para incorporacdo de acidos graxos e esta provavelmente serd maior se houver elevada
quantidade dos mesmos como substrato para sintese de TG.

Portanto, os resultados que observamos em relacao a sintese de lipidios diminuida com
o acréscimo de AG ®3 (EPA e DHA) as diferentes dietas, provavelmente resultaram da
menor sintese de novo de AG, possivelmente associada a maior -oxidagdo. Além disso, os
grupos onde os niveis séricos de AGL encontraram-se elevados (Tabela 8, 9 e 10) devem ter
apresentado maior sintese de TG também em razdo do aumento de substrato. E importante
colocar que, na presenca de diabetes induzida por estreptozotocina, um estudo de Martins-
Santos et al (2007) indicou que o glicerol-3-P utilizado na sintese de TG provem em
quantidade significativa da gliceroneogénese hepdatica, além da via glicolitica, apesar destes
animais freqlientemente apresentarem também elevada gliconeogénese e de ambas vias
utilizarem substratos em comum (piruvato, lactato e alanina). Ja a atividade da glicerocinase
hepética parece ndo softrer alteracdes conforme este estudo.

Em suma, observamos que as diferentes fontes lipidicas utilizadas resultaram em
efeitos diferentes nos parametros do metabolismo de carboidratos e lipidios estudados no

figado. Quanto ao complexo PDH hepatico, acreditamos que o excesso de acidos graxos
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saturados ou w6 pode diminuir sua atividade, possivelmente por meio da alteracdo da
sinalizacdo da insulina e pelo aumento dos niveis plasmaticos de AGL, e que os AG ®3
podem evitar este efeito quando acrescentados em dietas hiperlipidicas ricas em AG 6.

Em relacdo a oxidacdo de glicose, ndo encontramos uma explica¢do pertinente para o
fato de ndo termos observado um esperado aumento nos animais que receberam dieta
hiperlipidica contendo AG ®3 associado a maior atividade da PDH que foi observada nos
mesmos. Ja os animais tratados com dieta HP, EPA e DHA foram capazes de manter niveis
de oxidagdo de glicose semelhantes ao controle enquanto ALN diminuiu a oxidagdao, mas nao
podemos afirmar se este resultado € conseqiiéncia de alteracdo da atividade da PDH ou de
maior desvio do acetil-CoA formado por acdo desta enzima para sintese de lipidios a partir
glicose. No entanto, os resultados obtidos com as dietas HP nos permitem concluir que os
efeitos dos AG ®3 sobre o metabolismo de CHO diferem de acordo com os tipos de AG desta
familia utilizados.

Quanto aos resultados relacionados ao metabolismo do glicogénio obtidos por meio do
tratamento com a dieta HP, concluimos que ambos grupos tratados com esta dieta
apresentaram menor concentragdo e sintese global deste polimero a partir de glicerol e
glicose, mas sdo necessarios mais estudos para esclarecer melhor se os mecanismos que
levaram a este efeito s@o resultantes da acdo da resisténcia hepdtica a insulina, dos &acidos
graxos ®3 ou ambos.

Em relacdo a sintese de lipidios, EPA e DHA efetivamente diminuem a sintese de
lipidios a partir de glicose e € provavel que a menor lipogénese de novo e maior oxidacao de
AG, além de, possivelmente, um menor fluxo de AGL para o figado a partir do tecido adiposo

e menor sintese de glicerol-3-P a partir de glicose tenham contribuido para nossos resultados.

5.3 Efeitos de acidos graxos polinsaturados no metabolismo do tecido adiposo
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No tecido adiposo, uma importante conseqliéncia da resisténcia a insulina ¢ o aumento
da lipolise e a menor captagdo e esterificagdo de AGL (BAYS et al, 2004), levando a um
maior fluxo destes para o musculo e o figado e contribuindo para o desenvolvimento das
complicagdes geradas pela lipotoxicidade (MCGARRY et al, 2002) nestes e em outros locais.

Diversos pesquisadores vém mostrando que AG ®3 contribuem para a diminuicdo da
adiposidade visceral em animais, além de diminuir os niveis séricos de AGL. No entanto, os
mecanismos subjacentes a tais efeitos ndo sdo completamente compreendidos. Além disso,
existe um significativo volume de estudos sobre a atuagdo de AGPI na expressdo de genes
envolvidos nas vias do metabolismo de carboidratos e lipidios, especialmente no figado,
porém os efeitos destes acidos graxos sobre estas vias no tecido adiposo sdo menos
entendidos. Por esta razdo, em tecido adiposo, verificamos o efeito de 4cidos graxos ®3 sobre
a sintese de lipidios a partir de glicose utilizando os modelos de dieta hiperlipidica,
hiperpalatavel e hiperglicidica. Analisamos ainda a oxida¢do de glicose neste tecido nos
animais tratados com dietas hiperpalatavel e a atividade da PEPCK, além da sintese de
lipidios a partir de glicerol nos animais tratados com dieta rica em sacarose.

Nos adipocitos, os AG incorporados a TG podem ser provenientes da lipogénese de
novo a partir da glicose, da lipolise do proprio tecido adiposo (disponiveis para re-
esterificacdo por meio da gliceroneogénese) ou ainda podem ser captados a partir de
lipoproteinas circulantes. No ultimo caso, por sua vez, podem ser originados da dieta
(quilomicrons) ou da sintese de VLDL hepatica. Para sintese de TG sdo necessarios glicerol-
3-P e AG ativados. O glicerol-3-P pode ser formado a partir de trés diferentes vias: por
fosforilagdo do glicerol, via glicerocinase, ou pela reducdo de diidroxiacetona-P, que pode ser
originada tanto a partir da glicdlise, tendo a glicose como substrato inicial, como a partir da

gliceroneogénese (sintese de novo de G-3-P a partir de precursores outros que ndo glicose ou
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glicerol, como piruvato, lactato, alanina ou anions do Cliclo de Krebs) via PEPCK-c, tendo

piruvato como substrato inicial (Figura 24).
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Figura 24. Fontes de acidos graxos e de glicerol-3-P para sintese de triglicerideos no tecido adiposo. As setas pretas representam vias de
sintese de glicerol-3-P, enquanto as setas quadriculadas mostram vias de origem de acidos graxos.

Ao verificar os efeitos de AG ®3 sobre a sintese de lipidios a partir de glicose, no
estudo em que utilizamos dietas hiperlipidicas, observamos uma menor sintese no tecido
adiposo retroperitoneal do grupo que recebeu uma dieta contendo acidos graxos w6:m3 numa
propor¢ao 5:1 (grupo ®3) em relacdo ao grupo que recebeu predominantemente AG ®6
(grupo ®6), e uma menor sintese neste em relacdo ao grupo que recebeu uma dieta rica em
AG saturados (grupo SAT) (Figura 20). Utilizando dietas hiperglicidicas contendo AG w6:®»3
na propor¢do 2:1 (sac-®3) ou AG w6 (sac-m6), foi observada menor sintese no tecido adiposo
epididimal do grupo sac-m3 em relagdo ao controle (amido + 6leo de girassol) e neste tltimo
grupo, menor sintese em comparacao ao sac-w6 (Figura 18). J4 no estudo em que utilizamos

dietas hiperpalataveis contendo diferentes tipos de AG ®3, encontramos incorpora¢do de
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glicose a lipidios reduzida no tecido adiposo retroperitoneal em relagdo ao controle (dieta
comercial padrao), porém aumentada no grupo HP-EPA/DHA, que recebeu o6leos contendo
ALN, EPA e DHA, em relacao ao grupo HP-ALN, que recebeu AG ®3 predominantemente
apenas na forma de ALN (Figura 19).

Acreditamos que alteragdes em diversos pontos do metabolismo de lipidios e
carboidratos do tecido adiposo podem estar envolvidas nestes resultados. A glicose
incorporada a estes lipidios pode ser proveniente da lipogé€nese de novo a partir de glicose e
sua incorporacdo a AG ou da formacdo de glicerol-3-P a partir deste substrato na via
glicolitica. Além disso, existe a possibilidade de a glicose ir a lactato e apos ser incorporada a
TG por sintese de glicerol-3-P via gliceroneogénese. Nossos dados ndo permitem fazer a
distin¢ao das diferentes formas como a glicose foi incorporada aos lipidios dosados.

E possivel que a lipogénese de novo a partir de glicose tenha sido menor nos grupos
tratados com AG ®3. Em acordo com esta hipotese, Raclot et al (1997) analisaram os efeitos
de dietas contendo 20% de lipidios na forma de AG saturados em conjunto com acidos graxos
monoinsaturados (controle) ou diferentes tipos de AG o3 (EPA, DHA, EPA + DHA ou 6leo
de peixe) sobre os niveis do RNAm da enzima acido graxo sintase (AGS), e os grupos
contendo AG ®3 apresentaram niveis diminuidos da mesma em relagdo ao controle no tecido
adiposo retroperitoneal. Conforme estudo de Benhizia et al (1994), o 6leo de peixe parece ser
mais efetivo na supressao da atividade e RNAm da AGS no tecido adiposo em comparagao ao
oleo de milho, rico em 6.

Flachs et al (2005) compararam o efeito de dietas hiperlipidicas ricas em ALN ou na
associacdo de ALN, DHA e EPA sobre a lipogénese e observaram que os animais que
receberam AG ®3 de cadeia longa apresentaram diminui¢do desta via em comparagdo ao
primeiro grupo em tecido adiposo epididimal, mostrando que DHA e EPA sdo mais eficientes

na supressao da lipogénese de novo nao apenas no figado, mas também no tecido adiposo.
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Diferentemente, Peyron-Caso et al (2003) utilizaram por trés semanas dietas ricas em sacarose
(57,5g/100g) contendo 14% de 6leo de peixe ou uma mistura de 6leos contendo gordura
vegetal e animal e observaram um aumento da atividade da AGS no tecido adiposo
retroperitoneal dos animais que receberam AG ®3, embora no epididimal ndo tenha sido
observada diferenca entre os grupos, inclusive em relagdo ao controle (dieta comercial).
Portanto, ndo hé consenso na literatura em relacao aos efeitos de AGPI na lipogénese de novo
em adipécitos, porém, como mostram alguns estudos, esta via aparentemente pode ser
suprimida por AG ®3, o que poderia ter contribuido para menor sintese de TG a partir de
glicose no tecido adiposo em nossos estudos.

Outro fator que pode ter contribuido diretamente para as diferencas observadas na
sintese de lipidios a partir de glicose sdo os diferentes efeitos que AGPI podem exercer sobre
a captacdo deste substrato pelos adipocitos. Os AG ®3 parecem favorecer a captagao,
enquanto sua auséncia tem efeito contrario. E o que mostraram Oguzhan et al (2006) que ao
utilizar a segunda geracdo de animais submetidos a uma dieta contendo 6leo de girassol (rico
em 6 — 5%) ou Oleo de soja (rico em ®3 e m6), observaram uma menor captacao de [U-1C]
glicose por adipocitos incubados in vitro no grupo deficiente em ®3 obtidos a partir de
animais no estado alimentado.

Em animais alimentados com dieta rica em sacarose (57,5%/peso) por quatro semanas,
Peyron-Caso et al (2002) utilizaram uma dieta contendo 14% de lipidios, sendo 10% de 6leo
de peixe e no grupo controle substituiram estes 10% por 6leos ricos em AG w6 e gordura
saturada, além de utilizar amido em lugar da sacarose, e observaram aumento do transporte de
glicose estimulado por insulina nos adipdcitos epididimais de animais alimentados com 6leo
de peixe, além de concentracdo de GLUT4 e de seu RNAm semelhantes as concentragdes do
controle, sendo que em outros grupos com dieta rica em sacarose houve uma diminui¢do do

transporte de glicose. Este estudo foi realizado no estado pos-absortivo. J& no estado
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alimentado, utilizando uma dieta hiperpalatavel com alto teor de sacarose pelo mesmo periodo
de aproximadamente quatro semanas, Chaves et al (2006) observaram maior captagao de
glicose em adipdcitos epididimais e retroperitoneais no grupo tratado em relagdo ao controle
(dieta padrao comercial).

Em acordo com o estudo de Peyron-Caso (2002), Luo et al (1996) fizeram ver que
menor transporte de glicose, oxidagdo e incorporagdo aos lipidios totais estimulados por
insulina foram evitados quando o 6leo de peixe (30%) representou a principal fonte de
lipidios em animais alimentados com dieta rica em sacarose (50% do peso) por seis semanas
em comparagdo a um grupo que recebeu uma mistura de 6leos vegetais e animais. Em
contrapartida, utilizando uma dieta com 63% (das calorias) de sacarose, suplementada ou nao
com 19% (das calorias) de oleo de peixe por duas semanas, Macho et al (1998) determinaram
o transporte de glicose por meio de incubagdo de adipocitos do tecido epididimal obtido de
animais no estado pos-prandial com 2-deoxi-D->H-glicose e observaram menor captagio nos
animais tratados com o6leo de peixe tanto basal como estimulada por insulina em relagdo ao
controle (dieta comercial) e a um grupo tratado com dieta rica em sacarose € uma mistura de
oleos vegetais e animais, deficiente em AG ®3. No estado basal, o grupo com dieta rica em
sacarose apresentou maior captacao de glicose que o grupo controle.

Em acordo com os efeitos positivos dos AG ®3 sobre a captacdo de glicose,
Corporeau et al (2006) confirmaram que estes AG evitam alteracdes da cascata de sinalizacao
da insulina em adipdcitos, a qual, em geral, é necessaria para translocacdo adequada do
GLUT4 para membrana.

Portanto, as evidéncias relacionadas aos efeitos de AGPI sobre o transporte de glicose
em adipocitos variam de acordo com a duragdo da intervencgdo, a presenca ou auséncia de
estimulo por insulina, o estado alimentar — alimentado, pds-absortivo —, além composi¢ao da

dieta, porém, na maior parte dos estudos AG 3 parecem favorecer a captagcdo de glicose no



101

tecido adiposo. Uma captagdo aumentada de glicose pelos animais que receberam dieta
contendo 6leo de peixe (rico em EPA e DHA) nao justificaria a menor sintese de lipidios a
partir de glicose que observamos no estudo com dietas hiperglicidica e hiperlipidica nas quais
foram adicionados estes AG. No entanto, a sintese total de lipidios a partir deste substrato
depende do destino do mesmo entre as diferentes vias em que pode ser utilizado no interior do
adipdcito e ndo apenas de sua captacao.

Podem contribuir ainda para a alteragdo da sintese de lipidios a partir de glicose
alteragdes na oxidagdo deste substrato. Em nossos animais tratados com dieta hiperpalatavel,
observamos uma menor oxidacao de glicose no grupo HP-ALN em relacdo ao grupo HP-
EPA/DHA e nestes em relagdo ao grupo controle (dieta comercial) (Figura 21). Portanto, a
ingestdo de EPA e DHA resultou numa maior oxidagdo de glicose, embora ainda menor que
no grupo controle. Acreditamos que ¢ possivel que AG ®3 aumentem a oxidagdo da glicose
em adipdcitos devido a maior captagdo deste substrato associada a sua menor utilizagcdo na
lipogénese de novo, conforme os estudos citados acima, com conseqiiente maior quantidade
de substrato para oxidagdo ou sintese de outros compostos da glicolise uteis a outras vias
metabolicas. Acreditamos que a diferenga em relacdo ao grupo controle, neste caso,
provavelmente seja resultado de uma menor captacdo de glicose, considerando que estes
animais foram tratados com dieta HP por sete meses e o TTG evidenciou importante
intolerancia a glicose em ambos grupos, embora menor nos animais que receberam EPA e
DHA (Figura 8). Nos animais tratados com dieta HP, dado o periodo mais prolongado de
tratamento, acreditamos que a sinalizagdo da insulina e a translocagdo do GLUT4 para
membrana poderiam estar mais prejudicadas e € possivel que ALN, EPA e DHA tenham sido
mais eficientes que ALN, isoladamente, na manutengdo da captacdo de glicose, o que
justificaria a maior sintese no grupo HP-EPA/DHA em relacdo ao HP-ALN. Em acordo, Luo

et al (1996) encontraram maior oxidacdo de glicose em animais tratados com dieta rica em
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sacarose suplementada com o6leo de peixe. Além disso, o fato de estes animais terem sido
tratados desde o periodo gestacional com as respectivas dietas no nosso estudo, pode ter
contribuido para as alteragcdes na sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose observadas nos
animais tratados com dieta HP (Tabela 9 e Figura 8). Em acordo, revisdo feita por Armitage
(2005) sugere que a supernutricdo materna ¢ prejudicial a saude da prole e pode levar os
filhotes a desenvolverem um fendtipo caracteristico da resisténcia a insulina.

Outro fator que pode interferir na sintese de lipidios a partir de glicose em adipdcitos €
a quantidade de AG captados pelo tecido adiposo para serem armazenados na forma de TG.
Como para esterificacdo de AG faz-se necessaria a disponibilidade de glicerol-3-P e a glicose
constitui um dos possiveis precursores para sua sintese, a maior captagdo de AG poderia
resultar na maior incorporacao de glicerol-3-P formado a partir de glicose aos lipidios totais
que analisamos. Em relag¢do aos efeitos de AGPI sobre a captagdo de AG pelos adip6citos por
meio da LPL, Rustan et al (1993) encontraram uma diminui¢do do RNAm desta enzima em
animais tratados com dieta suplementada com AG ®3 em tecido adiposo retroperitoneal. Em
acordo com a hipotese de que AG ®3 diminuem a captagdo de AG a partir da circulagdo,
Oguzhan et al (2006) observaram uma menor captacio de [U-'*C] palmitato por adipécitos de
animais submetidos a uma dieta contendo ®3 e w6 em comparagdo a uma dieta deficiente em
AG 3 incubados in vitro, sendo que o estudo foi realizado no estado alimentado. Em acordo,
Haug e Hostamrk (1987) concluiram que a atividade da LPL no tecido adiposo foi diminuida
por uma alimentacao rica em oleo de peixe (22% em relagdo ao peso) em comparagdo a uma
dieta rica em gordura de coco (saturada). E importante ressaltar que, como sugerem estes
autores, a diminuicdo na atividade da LPL pode ser uma resposta adaptativa a menor
concentracdo de substrato para essas enzimas, ou seja, uma conseqliéncia dos niveis
diminuidos de VLDL provenientes do figado. Carpentier et al (2007) estudaram efeitos de

uma dieta contendo AG ®3 em relagdao a uma dieta deficiente nestes AG sobre o destino de
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lipidios circulantes em animais no estado alimentado e também observaram menor captacao
de TG e AGL séricos nos primeiros em comparacao aos ultimos.

Contrariamente aos estudos citados, Kemin QI et al (2008) avaliaram os efeitos de AG
®3 sobre a sintese hepatica e remocdo sérica de TG em camundongos. Utilizaram dietas
contendo 18% (peso) de 6leo de soja, de peixe ou uma mistura de ambos. Observaram maior
atividade da LPL (plasmatica e poOs-heparina) em animais no estado alimentado que
receberam por 4 meses dieta contendo 6leo de peixe quando comparados a um grupo que
recebeu apenas 6leo de soja, porém semelhante ao controle (6% soja). Além disso, os animais
que receberam apenas 6leo de peixe apresentaram menor sintese de apoB e maior clearance
de quilomicrons. Em humanos, Park e Harris (2003) também observaram maior atividade da
LPL (pré-heparina - analisada no plasma) durante o estado alimentado e clearance de
quilomicrons mediante a suplementagdo de 4g de EPA e DHA em comparacdo com a
suplementagdo de 4g de 6leo de agafrdo (rico em w6). A medida que aumenta a RI, a LPL
tende a tornar-se resistente aos efeitos da insulina sobre sua atividade, o que prejudica a
captacdo de AG e contribui para hipertrigliceridemia e aumentos dos niveis séricos de AGL
(Picard et al, 2002). Estes estudos evidenciam que os efeitos de AG 3 sobre a captagdo de
AG séricos permanecem pouco compreendidos. Provavelmente contribuiram para os
diferentes resultados obtidos nestes estudos, diferencas no estado de resisténcia a insulina, no
tempo de tratamento, na quantidade e tipo de AG 3 utilizado, entre outros fatores.
Considerando nossos resultados, a menor sintese de lipidos totais a partir de glicose nos
animais que receberam o6leo de peixe (Figuras 18, 19 e 20) poderia também, em parte, ser
resultado de uma menor captagdo de AG e conseqiiente menor formagao de TG com glicerol-
3-P sintetizado a partir de glicose.

A menor captacdo de AG poderia contribuir para diminuida sintese total de TG a partir

de glicose, enquanto menor lipodlise poderia ter o efeito contrario. Existem evidéncias de que
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AG ®3 inibem a HSL em tecido adiposo retroperitoneal de ratos e assim poderia diminuir a
liberagdo de AGL a partir do tecido adiposo (RACLOT et al, 1997). Ghafoorunissa et al
(2005) utilizaram diferentes dietas ricas em sacarose contendo AG w6 ¢ ®3 em diferentes
proporcdes por 12 semanas para verificar se a maior quantidade AG ®3 ¢ mais efetiva na
prevengdo de parametros relacionados a RI. Animais que receberam uma dieta rica em
sacarose com propor¢ao de AG w6:03 de 210:1 apresentaram maior lipolise estimulada por
norepinefrina e menor inibicao da lipolise pela insulina, além de menor captacdo de glicose
estimulada por insulina. O uso da propor¢do 10:1 ou 5:1 reverteu parcialmente estas
alteragdes na lipdlise e totalmente aquelas no transporte de glicose, revelando indicios de
prevencgao do aumento da lipolise pelos AG ®w3 mediante uma dieta que tende a aumenta-la.
Estudos com adipdcitos isolados evidenciaram menor lipdlise basal apds tratamento de
animais com AG ®3, porém maior lipdlise estimulada por norepinefrina em relagdo a dieta
rica em AG saturados (RUSTAN et al, 1993). Gaiva et al (2001), por sua vez, utilizaram
dietas que nao induzem RI - racdo comercial padrao com a adi¢do de 15% de 6leo de soja, de
peixe ou ambos na propor¢do 5:1 (por peso). A intervencdo durou 8 semanas € os autores
observaram uma menor lipdlise tanto basal como estimulada por norepinefrina nos tecidos
adiposos epididimal e retroperitoneal em animais alimentados com dieta contendo 6leo de
peixe. Oguzhan et al (2006) ndo observaram diferencas na taxa basal de lipdlise por
adipocitos de animais submetidos a uma dieta rica em AG ®6 em relagdo a uma dieta
contendo AG ®3 e w6 incubados in vitro, no entanto observaram maior liberacdo de glicerol
provocada por teofilina no grupo que recebeu apenas AG ®6 em comparacdo ao outro grupo
no estado alimentado. Carpentier et al (2007) estudaram efeitos de uma dieta deficiente em
AG o3 sobre o destino de lipidios circulantes em animais no estado alimentado. Observaram

maior lipdlise nos animais submetidos a dieta deficiente em AG ®3 em relagcdo ao grupo
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controle (dieta comercial). Portanto, a maior parte dos estudos citados indica uma menor
lipolise mediante o uso de dietas contendo AG ®3 contidos no 6leo de peixe.

A partir dos estudos citados acima podemos supor que a menor sintese de TG partindo
de glicose em adipocitos retroperitoneais ou epididimais observada em nossos estudos nos
animais que receberam oOleo de peixe (EPA + DHA) poderia ser resultado de uma maior
captacdo associada a uma maior oxidagao de glicose e uma menor lipogénese de novo a partir
deste substrato. E importante colocar que a hiperinsulinemia observada nos animais que
receberam dietas deficientes em AG ®3 ou com estes AG na forma de apenas de ALN poderia
ter contribuido para que estes também tenham apresentado maior captacdo de glicose pelo
tecido adiposo e aumento da captacdo de AGL (CHAVES et al, 2006), todos estes fatores
contribuindo para uma maior sintese de lipidios a partir de glicose no tecido adiposo via
aumento da lipogénese de novo e sintese de glicerol-3-P neste tecido.

A menor captacao de AG em decorréncia da menor atividade da LPL e/ou da menor
disponibilidade de VLDL observada em animais tratados com AG ®3, por sua vez, poderia
resultar em menor quantidade de substrato para sintese de TG, levando a uma menor
formacdo e incorporagdo de glicerol-3-P formado a partir de glicose em TG. Além disso, a
possivel maior sintese de glicerol-3-P via gliceroneogénese e glicerocinase induzidas pelos
AG o3 também poderiam contribuir tanto para menor lipolise observada nos estudos citados
acima, como para menor sintese de glicerol-3-P a partir de glicose. Estes mecanismos
contribuiriam para explicar a menor sintese total de lipidios a partir de glicose (Figuras 18, 19
e 20), a menor adiposidade (Tabelas 5, 6 e 7), os menores niveis séricos de AGL e TG
(Tabelas 8, 9 e 10) observados mediante o uso de dietas contendo 6leo de peixe em nossos
resultados (Figura 25). E importante ressaltar que todos os mecanismos citados acima sdo
suposicoes feitas a partir da literatura que poderiam explicar a menor sintese total de lipidios a

partir de glicose que observamos, exceto a questdo do possivel aumento da gliceroneogénese
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e da glicerocinase, que serdao discutidos a seguir. Cabe colocar que em todos os passos
sugeridos para estes mecanismos de acdo dos AG ®3 no tecido adiposo existem controvérsias.
Além disso, os estudos encontrados na literatura diferem no periodo de intervencao,
composicao da dieta, modelo animal, entre uma série de outros fatores. Portanto, mais estudos
sdo necessarios para elucidar os reais mecanismos que poderiam explicar a menor sintese total
de lipidios a partir de glicose que observamos em nossos estudos no tecido adiposo.

Esta ¢ uma hipdtese baseada em uma visdo simplificada dos efeitos de AGPI sobre o
metabolismo lipidico, pois existem ainda muitos outros fatores que também podem interferir
na acdo de AG ®3 no metabolismo de TG e AGL. Como exemplo, um aumento da captacao
de acidos graxos pelo figado também poderia contribuir para diminuir os AGL séricos caso
ndo exista de fato menor lipolise mediante a ingestdo de AG ®3, como sugerido por Peyron-
Caso et al (2003). Isto ndo seria condizente com a menor sintese de TG hepatica, mas sim
com a maior (-oxidagdo. Além disso, o musculo esquelético poderia captar e oxidar mais
AGL. Tsuboyama-Kasaoka et al (1999) observaram um maior consumo de oxigénio e
aumento dos RNAm da UCP2 no figado e da UCP3 no musculo esquelético em animais
alimentados com AG ®3, propondo assim que um aumento da termogénese nestes locais

poderia contribuir para a diminui¢do de AGL e TG séricos.
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Figura 25. Possiveis explicagdes para a menor sintese de lipidios a partir de glicose em animais tratados com 6leo de peixe. Estes
mecanismos baseiam-se em dados deste estudo e dados encontrados na literatura.

Okuno et al (1997), por sua vez, observaram adipocitos com menor volume em
animais alimentados com dieta rica em AG ®3 (12% peso-6leo de peixe) por quatro meses em
relacdo a animais alimentados com o6leos ricos em gordura saturada ou mono, que
caracteristicamente sdo mais sensiveis a insulina, fator que poderia contribuir para os efeitos
dos AG ®3 no metabolismo de lipidios. Estes mesmos autores revelaram que os AG ®3
previnem o crescimento excessivo do tecido adiposo epididimal, ao menos em parte, pela
supressao da segunda fase de diferenciacdo do adipdcito, ja que estes animais apresentaram
menor expressdo de genes caracteristicos desta fase (PPARa, adipsina e P2 do adipdcito) em
relacdo a animais alimentados com dieta rica em AG saturados.

Ha que se considerar ainda que alteragdes inflamatdrias no tecido adiposo também
parecem estar envolvidas em complicagdes da obesidade e da DM2, e estudos evidenciam que

AG ®3 podem prevenir a inflamag¢do do tecido adiposo induzida por uma dieta rica em
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gordura saturada em animais diabéticos e obesos (TODORIC et al, 2005), hipotese também
suportada pelo estudo de Pérez-Echarri et al (2008). Portanto, estes constituem outros
mecanismos por meio dos quais podem ocorrer as alteracdes observadas no metabolismo dos
adipdcitos evitadas mediante dietas ricas em AG ®3, mais especificamente EPA e DHA, ja
que adipocitocinas inflamatorias, como o TNF-o, também podem interferir na lipolise, além
de exercer outros efeitos. Estes AG podem ainda alterar os niveis de leptina e prevenir
mudancgas na expressao de neuropeptideos hipotalamicos relacionados a esta adipocitoquina
induzidos por dieta rica em gordura saturada, como o neuropeptideo Y, entre outros (WANG
et al, 2002). Rossi et al (2005) observaram que os AG ®3 sdo capazes de reverter uma
diminuic¢ao dos niveis de adiponectina induzidos por uma dieta rica em sacarose.

Flachs et al (2005) mostraram um aumento da [B-oxida¢do no tecido adiposo de
animais alimentados com o6leo de peixe, o que também poderia contribuir para a menor
adiposidade nestes animais € a menor sintese de lipidios a partir de glicose, como resultado da
diminui¢do da quantidade de AG como substrato para sintese de TG e menor necessidade de
glicerol-3-P. Por outro lado, a diminui¢do de VLDL isoladamente ja poderia contribuir para
um menor fornecimento de AG para o tecido adiposo, além de menor liberacdo de AGL para
corrente sangiiinea derivados da a¢do da LPL sobre esta lipoproteina.

Nao podemos deixar de considerar ainda que os efeitos benéficos dos AG ®3 podem
ter relacdo com o impedimento da glicotoxicidade e suas vias prejudiciais. Em acordo, Suresh
et al (2003) comprovaram que AG ®3 podem atenuar o estresse oxidativo observado em
animais com diabetes tipo 1 induzida por aloxan e o estresse oxidativo possui estreita relagao
com os mecanismos da glicotoxicidade. Portanto, o universo de fatores compreendidos pela
acao de AGPI realmente ¢ amplo e complexo.

Muitos destes efeitos observados no tecido adiposo também provavelmente sio

mediados por efeitos dos AGPI sobre a expressdo génica, ou ainda pelos eicosandides



109

formados a partir destes AG (MADSEN et al, 2005). Porém, os efeitos dos AGPI sobre a
expressao génica no tecido adiposo sdo menos compreendidos que seus efeitos no figado
(SESSLER & NTAMBI, 1998).

Diversos estudos mostraram uma diminuicdo dos AGL séricos com o uso de dietas
ricas em acidos graxos ®3. Devido a complexa inter-relagdo metabdlica que envolve o
metabolismo de AGL, esta questdo ainda ¢ muito estudada e permanecem questionamentos
sobre como de fato ocorre esta diminuicao.

Mais especificamente em relagado a lipdlise, estudos citados acima indicam que AG ®3
podem contribuir para sua diminui¢do, no entanto existem controvérsias. Peyron-Caso et al
(2003), por exemplo, ndo observaram menor lipdlise em animais tratados com dieta rica em
sacarose contendo 14% de o6leo de peixe e sugeriram que estes AG fornecem um maior fluxo
de AGL para o figado. Neste local, estes AG seriam oxidados em maior quantidade e isto
explicaria os menores niveis séricos observados mediante a ingestao de AG 3.

Com objetivo de avaliar se existe uma maior reesterificagdo de AG no interior dos
adipdcitos que interferirira nas taxas de liberagdo de AGL a partir do tecido adiposo mediante
o uso de AG »3, avaliamos a sintese de TG a partir de glicerol e a atividade da PEPCK neste
tecido. Optamos por um modelo de dieta rica em sacarose para verificar o efeito de AG ®3
sobre a atividade da PEPCK com base em estudos que mostram que a atividade desta enzima
¢ diminuida pelo elevado teor de CHO na dieta (CHEN et al, 2005; CHAVES et al, 2006).
Além disso, dietas ricas em carboidratos simples também aumentam os niveis séricos de AGL
(LOMBARDO et al, 2005). Nosso objetivo, portanto, foi observar se nestas condicdes AG ®3
interfeririam neste aumento e se isto poderia estar relacionado a maior ou menor
reesterificacdo de AGL liberados pela lipdlise no interior dos adipdcitos por meio da alteragao
da atividade da PEPCK, enzima-chave da gliceroneogénese, ¢ da glicerocinase, analisada por

meio da sintese de lipidios a partir de glicerol. Considerando que Antras-Ferry (1995) relatou
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que acidos graxos 06 ¢ ®3 aumentam os niveis de RNAm da PEPCK, porém mostrou que os
segundos aumentam mais expressivamente sua presenga, optamos por uma dieta rica em
sacarose deficiente em AG ®3 e outra contendo ambos w6 e ®3 na propor¢do 2:1,
respectivamente.

No tecido adiposo, a PEPCK-c (fosfoenolpiruvato carboxicinase citosolica) contribui
para o fornecimento de glicerol-3-P para sintese de triglicerideos. Enquanto a insulina inibe a
PEPCK no tecido adiposo e no figado, AGPI induzem o RNAm da PEPCK em adipocitos
3T3, sendo este aumento muito mais expressivo mediante tratamento das células com DHA
do que com outros AGPI, conforme estudo de Antras-Ferry et al (1995). Evidéncias mostram
que a indu¢dao da PEPCK por é4cidos graxos no tecido adiposo ndo requer sintese protéica ou
metabolismo de acidos graxos a eicosandides. Esta indu¢ao por AGPI ¢ especifica do tecido
adiposo, mas a mesma resposta nao ¢ observada no figado, onde a PEPCK atua também na
gliconeogénese e na cataplerose (BEALE, 2007).

Contrariamente, Raclot et al (1997) observaram menor expressao da PEPCK em dietas
com a presenca de gordura saturada associada com DHA ou 6leo de peixe em relagdo a um
grupo controle (gordura saturada + monoinsaturada).

A glicose geralmente ¢ considerada a principal fonte de carbono para sintese de G-3-P
no tecido adiposo branco, especialmente no estado alimentado (CHEN et al, 2005; CHAVES
et al, 2006), embora este dado recentemente tenha sido contestado na literatura (NYE et al,
2008). O que ¢ menos compreendido € o papel que a gliceroneogénese exerce na sintese de
TG no tecido adiposo sob estados fisiologicos alterados, como mediante uma dieta
hiperglicidica com diferentes quantidades de AGPIL.

A PEPCK-c ¢ considerada a enzima chave na via da gliceroneogénese nos adipdcitos.

Esta enzima leva a formacdo de fosfoenolpiruvato a partir de oxaloacetato, sendo este
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originado a partir de piruvato ou de outros substratos, como alanina e lactato, que podem ser
convertidos em piruvato.

Em nosso estudo observamos uma menor atividade da PEPCK-c nos animais tratados
com uma dieta rica em sacarose em relacao ao grupo controle (Figura 22). No entanto, o
grupo sac-»3 apresentou uma atividade maior em relagdo ao grupo sac-m6. Observamos ainda
uma maior sintese de lipidios a partir de glicerol no grupo sac-m3 em relagdo ao grupo sac-w6
e neste em relagdao ao grupo controle (Figura 23).

Acreditamos que a maior atividade da PEPCK-c no grupo sac-®3 em relacdo ao grupo
sac-w6 pode sugerir um aumento da gliceroneogénese com conseqiiente maior reesterificagao
de AGL no tecido adiposo e sua menor liberagdo para a circulacao, justificando assim, em
parte a diferenca dos niveis de AGL séricos entre estes dois grupos (Tabela 10). No entanto,
ambos grupos tratados com dieta rica em sacarose apresentaram menor atividade desta enzima
em relacdo ao grupo controle.

Na literatura, diferentes resultados t€ém sido observados em relacao ao efeito de uma
dieta rica em carboidratos sobre a gliceroneogénese e a atividade da PEPCK-c. Alguns
pesquisadores afirmam que esta via pode estar aumentada em periodos de menor
disponibilidade de glicose para sintese de glicerol-TG (glicerol-3-P incorporado a TG), como
no jejum (HANSON e RESHEF, 2003) ou numa dieta pobre em carboidratos (BOTION et al,
1998). Ja utilizando uma dieta de cafeteria onde carboidratos contribuiram para cerca de 65%
da ingestdo de energia em comparagdo a uma dieta comercial padrao (controle) na qual em
torno de 63% das calorias estdo na forma de CHO, foi observada menor gliceroneogénese a
partir de piruvato e menor atividade da PEPCK-c nos animais tratados em relagdo ao controle
(CHAVES et al, 2006). Em acordo, Chen et al (2005) observaram in vivo uma diminui¢ao
significativa da contribuicdo da gliceroneogénese em relacdo a outras vias de formagdo de

glicerol-3-P (glicerocinase e glicolise) em diferentes tipos de tecido adiposo (epididimal,
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mesentérico, retroperitoneal e inguinal) utilizando uma dieta rica em CHO (70% CHO e 10%
LIP) em comparacdo a uma dieta pobre em CHO (35% CHO e 45% LIP) oferecidas a
camundongos durante 75 dias. No tecido adiposo epididimal, particularmente, a contribui¢ao
maxima de glicerol-3-P pela gliceroneogénese esteve em 20+7% com uma dieta rica em CHO
e em 50+10 com uma dieta pobre em CHO. Neste estudo ndo foi verificada a atividade da
PEPCK-c.

Contrariamente, em um estudo recente Nye et al (2008) sugerem que a
gliceroneogénese, em contraste a glicolise, ¢ quantitativamente a fonte predominante de
glicerol-TG no tecido adiposo tanto durante o jejum como durante uma dieta rica em sacarose.
Nye et al (2008) nao observou diferencas nas taxas de gliceroneogénese no tecido adiposo
epididimal e mesentérico em animais submetidos a um jejum de 48 horas em relagdo ao
controle (7 horas de jejum), no entanto observou aumento dessa via com a dieta rica em
sacarose, diferentemente do sugerido nos estudos de Chen et al (2005) e Chaves et al (2006).
Ainda em resposta a dieta rica em sacarose (tratamento por 5 dias + infusdo continua de
glicose por 7 horas anteriores a finalizagdo do experimento), a sintese de TG-glicerol via
glicolise também aumentou nestes tecidos em relagcdo ao controle, porém a gliceroneogénese
permaneceu quantitativamente maior quando comparada a contribui¢ao da glicose. O fato de a
gliceroneogénese estar aumentada em animais que apresentaram também lipogénese de novo
e deposicdo de TG aumentadas no tecido adiposo levou os autores a concluirem que a
gliceroneogénese ¢ a maior fonte de glicerol-TG em lugar da glicose, tanto no jejum como na
presenca de glicose e lipogénese aumentadas, e que este glicerol-TG aumentado pode ser
usado ndo apenas na reesterificagdo de AG liberados pela lipdlise, mas na esterificagdo
daqueles ha pouco sintetizados de novo ou captados a partir de lipoproteinas séricas.

E importante ressaltar que estes estudos apresentaram diferentes periodos de duracio,

o que pode ter contribuido para as diferencas observadas em seus resultados. No entanto, estas
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diferencas ndo podem ser atribuidas a varia¢ao da glicemia entre os grupos, pois tanto Nye et
al (2008) como Chaves et al (2006) observaram glicemia semelhante entre seus grupos tratado
e controle e os primeiros realizaram seus estudos fazendo uso de infusdo continua de glicose,
enquanto os ultimos utilizaram animais no estado alimentado. Portanto, ndo existe consenso
na literatura a respeito da relagdo entre as taxas de captacao de glicose e a formacao de glicose
a partir de glicerol-3-P ou a partir da gliceroneogénese.

Nosso estudo ndo permite afirmar se a gliceroneogénese de fato esteve alterada, mas a
maior parte dos estudos desta via no tecido adiposo tem revelado uma maior atividade da
PEPCK-c associada a um maior fluxo da via e vice-versa. Chaves et al (2006) e Cadoudal et
al (2007) observaram alteragdes no fluxo da via sob diferentes condi¢des positivamente
relacionadas a modificagdes na atividade e/ou expressao da enzima. Além disso, animais com
superexpressao desta enzima no tecido adiposo apresentaram aumento de sua atividade
associado a significativo aumento da gliceroneogénese, além de tornarem-se obesos, porém
com baixos niveis séricos de AGL e sensibilidade periférica a insulina preservada
(FRANCKHAUSER, 2002). Portanto, este estudo também indica que a atividade aumentada
da PEPCK no tecido adiposo pode contribuir significativamente para o aumento da
gliceroneogénese.

Entretanto, ¢ importante citar que, diferentemente, associado ao periodo de maior
fluxo desta via, a atividade da PEPCK encontrou-se em seus menores niveis no decorrer do
estudo de Nye et al (2008), resultado ndo esperado pelos pesquisadores. Os autores
verificaram estes dados em animais submetidos a um periodo de cinco dias de dieta rica em
CHO seguida por 7 horas de infusio continua de glicose, além de [*H,]O para verificagdo da
gliceroneogénese. E importante ressaltar que neste estudo a taxa de gliceroneogénese
verificada resulta da andlise da incorporagdo de hidrogénio no glicerol dos TG a partir de

[’H,]O apés 7 horas, enquanto a atividade da PEPCK-c foi analisada apenas ao final deste
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periodo. Os autores sugeriram que o alto fluxo gliceroneogénico associado a baixa atividade
da enzima observado em seu estudo indica que esta via pode depender do fornecimento de
substrato (tanto piruvato, lactato e/ou alanina como AGL), o que poderia ter alterado a
atividade da enzima. Sugeriram também que pode haver um regulador alostérico ainda nao
identificado que atue no controle da PEPCK no tecido adiposo. E necessario considerar
também que esta enzima pode ter outros papé¢is ainda ndo conhecidos no tecido adiposo, além
da gliceroneogénese (NYE et al, 2008).

Para verificar se uma dieta rica em sacarose contendo acidos graxos ®3 de fato gera
alteracdes na gliceroneogénese diferentes daquelas geradas por uma dieta sem estes acidos
graxos seria necessario verificar a sintese de glicerol-3-P a partir desta via. O aumento da
atividade da enzima que encontramos nos animais suplementados com AG ®3 em relacdo aos
nao suplementados nos permite, portanto, sugerir um possivel aumento da gliceroneogénese
que necessita de estudos mais detalhados para ser ou ndo confirmado, pois, conforme
discutido acima, uma alteragdo da atividade da enzima nao necessariamente reflete alteracdes
do fluxo da via, apesar de ela ser considerada a sua enzima-chave. Além disso, ndo existe
consenso a respeito da diminui¢do ou aumento da via em resposta a uma dieta rica em CHO
(CHEN et al, 2005; CHAVES et al, 2006; NYE et al, 2008).

Embora ndo possamos afirmar se houve alteracdo no fluxo da via, observamos menor
atividade desta enzima nos animais tratados com dieta rica em sacarose em relagdo aos
animais do grupo controle, e maior atividade no grupo sac-®3 em relagdo ao sac-®6, apesar
das trés dietas comparadas neste nosso estudo possuirem o mesmo teor de CHO (Figura 22).
A menor atividade da enzima nos animais tratados com sacarose estd de acordo com o
observado por Chaves et al (2006). Neste estudo animais foram alimentados com uma dieta de
cafeteria ou uma dieta controle (dieta comercial padrao) e ingeriram quantidades semelhantes

de CHO (andlise a partir do controle de ingestdo). Nos primeiros, foi observada menor
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gliceroneogénese a partir de piruvato e menor atividade da PEPCK-c em comparagdo aos
ultimos. Os autores atribuiram este resultado, em parte, a captagdao de glicose aumentada na
dieta hiperpalatavel e, portanto, a sua maior disponibilidade para sintese de glicerol-3-P e
conseqiiente menor necessidade de obtengdo deste substrato para sintese de TG a partir da
gliceroneogénese. Concluiram, assim, que a gliceroneogénese pode ser inibida para adequar o
suprimento de glicerol-3-P em relagdo a quantidade deste substrato originado a partir da
glicose, via glicolise, conforme a demanda necessdria para esterificacdo, dependendo da
captacdo de AG a partir de lipoproteinas séricas, dos niveis de lipolise intracelulares e da
lipogénese de novo no interior dos adipocitos. O fluxo da via glicolitica, por sua vez, depende
dos niveis de captacao de glicose.

Nos estudos de Nye et al (2008) e Chen et al (2006) mencionados acima, nao foi
verificada a presenga ou ndo de resisténcia a insulina. Em nosso estudo, supomos que ¢
possivel que a alteracao da captacao de glicose e dos niveis de insulina possam ter contribuido
para diminui¢do da atividade da PEPCK nos grupos tratados com dieta rica em sacarose em
relagdo ao grupo controle, tratado com amido, apesar da mesma concentragdo de CHO nas
trés dietas utilizadas.

Uma dieta rica em sacarose, num periodo anterior ao desenvolvimento de franca DM2,
pode aumentar os niveis séricos de insulina (CHAVES et al, 2006, LOMBARDO, 2005), a
captagdo de AG pelo tecido adiposo e a lipogénese de novo neste mesmo tecido (CHAVES et
al, 2006), todos estes fatores contribuindo para uma maior necessidade de glicerol-3-P para
formacdo de TG. Por outro lado, 0 aumento da insulina pode inibir a expressdo da PEPCK-c.
O resultado seria um aumento da sintese de glicerol-3-P via glicolise e uma diminui¢ao via
gliceroneogénese. Isto possivelmente explicaria nosso resultado observado no grupo sac-w6.
Uma hiperinsulinemia pode ter resultado em uma maior captagdo de glicose (superior ao

aumento que os AG ®3 também podem gerar conforme dados da literatura), uma diminui¢ao
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da expressao de PEPCK-c e estimulado a via de lipogénese de novo. Isto contribuiria para a
menor atividade da PEPCK observada neste grupo, além da maior sintese de lipidios em
relagdo ao grupo sac-m3. Além disso, os AG ®3 podem ter aumentado a expressao da PEPCK
conforme sugerido pelo estudo de Antras-Ferry (1995). E importante considerar que podem
existir diferencas na gliceroneogénese nos diferentes tecidos adiposos (CHEN et al, 2005) e
que nossos resultados referem-se apenas ao tecido adiposo epididimal neste estudo. Além
disso, permanece por ser determinado se o gene da PEPCK-c (PCK1) ¢ controlado nos
humanos pelos varios fatores que o regulam em ratos, incluindo AMPc, glicocorticoides,
insulina, além de 4acidos graxos (BEALE, 2007). Portanto, ¢ necessario cautela na
extrapolagao destes resultados.

O grupo tratado com AG ®3 apresentou ainda maior sintese de lipidios a partir de
glicerol em relagdo aos demais grupos, € o grupo sac-w6 apresentou maior sintese em
comparagdo ao controle (Figura 23). Esta enzima ¢ pouco considerada em relacdo ao
metabolismo dos adipocitos, pois estas células expressam seu gene em quantidade pouco
expressiva. A maior parte do glicerol liberado no jejum ¢ captado pelo figado e convertido em
glicose, embora o musculo também possa utiliza-lo para sintese de TG (GUO & JENSEN,
1999). Ao longo dos anos estudos tém revelado presenca de atividade da glicerocinase no
tecido adiposo (STERN, 1983; REN-JYO HO, 1979), no entanto, segundo Reshef et al
(2003), ndo o suficiente para viabilizar as altas taxas de reesterificagdo necessdrias para
sintese de TG quando h&d menor disponibilidade de glicose, como ocorre no jejum. No
entanto, em acordo com nossos resultados, Chaves et al (2006) encontraram maior
incorporacdo de glicerol marcado em TG em animais submetidos a uma dieta de cafeteria,
rica em CHO.

Nao encontramos estudos que apresentem efeitos dos AG ®3 sobre a atividade da

glicerocinase em adipocitos. No entanto, um estudo recente revelou que tiazolidinedionas
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(drogas utilizadas no tratamento da DM) sdo capazes de induzir um aumento da expressao e
atividade desta enzima via PPARY (GUAN et al,2002). E possivel que AG ©3 também atuem
por meio destes ou outros fatores de transcricdo aumentando a expressdo da glicerocinase em
adipdcitos. Contudo, apesar do aumento na atividade desta enzima, foi subseqlientemente
comprovado in vitro por Todjman et al (2003) que o fluxo pela glicerocinase em adipodcitos
tratados com rosiglitazona permanece um contribuinte quantitativamente menor para sintese
de TG-glicerol em relacdo a gliceroneogénese, via também induzida por estas drogas
(CADOUDAL et al, 2007) e, portanto, para supressdo da liberagdo de AG. Assim, uma
extrapolacdo destes resultados poderia nos levar a conclusdes erradas e mais estudos sdo
necessarios para avaliar a representatividade do aumento da sintese de lipidios a partir de
glicerol, indicativo de maior atividade da glicerocinase, que observamos em nossos estudos.

Em nossos resultados, a maior atividade da PEPCK e da glicerocinase no sac-®3 nao
explicariam a menor adiposidade que observamos em relagdo ao grupo w6, contrariamente,
contribuiriam para uma maior adiposidade. Portanto, além da menor sintese total de lipidios a
partir de glicose observada no grupo sac-m3, acreditamos que o menor fluxo de VLDL
proveniente do figado nos animais tratados com estes AG possui um papel também muito
importante neste quadro complexo que envolve os efeitos dos mesmos sobre a adiposidade
corporal e os niveis séricos de AGL e TG, ou ainda a maior captacao e oxidacao de AGL pelo
musculo esquelético e a maior -oxidagdo de AG no proprio tecido adiposo.

Portanto, a partir de nossos resultados, acreditamos que os AG ®3, quando
suplementados na propor¢do de AG w6:®3 2:1, em uma dieta com 13% de lipidios (peso),
reduz os efeitos de prejuizo da tolerancia a glicose, o0 aumento das concentragcdes hepatica e
sérica de triglicerideos, dos niveis séricos de AGL e da adiposidade corporal por meio de uma
possivel menor produ¢do hepatica de VLDL, como conseqiiéncia de uma provavel menor

lipogénese de novo, possivelmente associada a uma maior 3-oxidac¢do de acidos graxos, e de
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um menor fluxo de AGL provenientes do tecido adiposo, em razdo do aumento da
reesterificacao de AG pelo possivel aumento gliceroneogénese (resultante da maior atividade
da PEPCK) e da sintese de lipidios a partir de glicerol.

O grupo sac-w6 pode ter sintetizado mais TG por possiveis maior fluxo de acidos
graxos para o figado e menor B-oxida¢do, também devido provavelmente a uma menor
oxidagdo de AG pelo musculo, assim contribuindo para sua maior producdo de VLDL e
adiposidade. Supomos que o aumento de AGL poderia ser explicado, a0 menos em parte, pela
menor gliceroneogénese neste grupo.

Alguns estudos relacionados a expressao génica indicam que tanto os AG ®3 como 6
podem diminuir a expressdao de genes lipogénicos e aumentar a expressao de outros
envolvidos da oxidagdo de AG no figado, mas que AG ®6 nido diminuem a produgdo de
VLDL (HERTZBERG et al, 1988). Acreditamos que o fato destes AG serem menos eficientes
na diminuicao do VLDL, na prevencao da resisténcia a insulina e do acimulo intra-hepatico
de lipidios, além do aumento dos niveis séricos de AGL e TG, possa ser resultado, a0 menos
em parte, de um maior fluxo de AGL para o figado a partir do tecido adiposo ou resultante da
menor oxidacdo deste substrato por tecidos extra-hepaticos nos animais alimentados com

estes acidos graxos na auséncia de AG 3.
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6. CONCLUSOES FINAIS

Acidos graxos ®3 previnem, ao menos parcialmente, a diminui¢io da tolerancia a
glicose tanto em animais tratados com dietas hiperlipidicas, hiperglicidicas ou
hiperpalatavel, sendo EPA e DHA mais efetivos em relacio ao ALN quando

adicionados a uma dieta hiperpalatavel.

Acidos graxos ®3 diminuem a concentragdo hepatica de TG, as concentracdes séricas
de TG e AGL e a adiposidade visceral em animais tratados com dietas hiperlipicas,

hiperglicidicas ou hiperpalatavel.

A atividade da PDH hepadtica, a oxidagdo de glicose e a sintese de lipidios a partir
deste substrato podem sofrer alteragdes mediante o uso de dietas contendo AG w3,
sendo que estes acidos graxos aumentaram a atividade da PDH quando adicionados ao
modelo de dieta hiperlipidica utilizado e diminuiram a sintese hepatica de lipidios a
partir de glicose quando adicionados a quaisquer das diferentes dietas utilizadas neste
estudo, além de normalizar a oxidagdo de glicose alterada por uma dieta
hiperpalatavel. Acidos graxos 3 de cadeia muito longa (EPA ¢ DHA) sdo mais
efetivos na diminui¢do da sintese total de lipidios a partir de glicose no figado em

comparagao a ALN quando adicionados a uma dieta hiperpalatavel.

Acidos graxos ®3 parecem exercer efeitos sobre o metabolismo hepatico de
glicogénio, porém nossos estudos nao nos permitiram definir com maior clareza se os
efeitos observados foram decorrentes da resisténcia a insulina, dos tipos especificos de

AG o3 utilizados ou ambos. Mais estudos sdo necessarios para esclarecer tais efeitos.
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Quando acrescentados a uma dieta hiperglicidica, AGPI ®3 levaram ao aumento da
atividade da PEPCK e da sintese de lipidios a partir de glicerol em tecido adiposo
epididimal, o que poderia resultar em uma menor liberagdo de acidos graxos pelo
tecido adiposo nestes animais. Estes constituem mais alguns dos mecanismos que
podem contribuir para o esclarecimento das agdes por meio das quais estes acidos
graxos atuam na prevencao da resisténcia a insulina e da lipotoxicidade em animais.
Mais estudos sdo necessarios para esclarecer se a gliceroneogénese de fato encontra-se

aumentada mediante o uso destes AG.

Dietas hiperpalataveis contendo 6leos ricos em ALN, EPA e DHA ou apenas ALN
diminuiram a sintese total de lipidios a partir da glicose em relagdo a um grupo
controle em tecido adiposo, porém a dieta contendo EPA e DHA manteve seus niveis
maiores em comparacdo a dieta ALN por meio de mecanismos que precisam ser

melhor estudados.

A sintese total de lipidios a partir de glicose encontrou-se diminuida em adipocitos de
animais tratados com dietas hiperlipicas ou hiperglicidicas contendo EPA e DHA, em
tecido adiposo epididimal ou retroperitoneal. Mais estudos sdo necessarios para
esclarecer se estes efeitos sdo resultado de alteragdes na captagdo de glicose, sintese de
glicerol-3-P a partir deste substrato, lipogénese de novo ou oxidagdo do mesmo, entre
outras vias. Além disso, mais estudos sdo necessdrios para compreensdo da relagdo
deste resultado em relacdo ao aumento da atividade da PEPCK e da sintese de lipidios
a partir de glicerol observados que sugerem uma maior reesterificacdo de AG na forma

de TG no tecido adiposo de animais tratados com EPA e DHA.
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7. PERSPECTIVAS

. , T . . 14 .
e Verificar a sintese de lipidios a partir de piruvato [1-C "] para analisar tanto a
atividade da PDH como a gliceroneogénese em tecido adiposo de animais submetidos
a uma dieta rica em sacarose ou lipidios contendo 6leo de peixe ou um 6leo rico em

AG w6 e deficiente em AG ®3 em comparag@o a um grupo controle.

e Dosar a liberacao basal de 4cidos graxos livres para um meio de incubagdo de tecido
adiposo, além da liberagdo estimulada por norepinefrina ou inibida por insulina,
visando analisar a taxa de lipdlise no tecido adiposo de animais submetidos a dieta rica
em sacarose ou em lipidios contendo 6leo de peixe ou um oleo rico em AG ®6 e
deficiente em AG ®3, em comparagdo a um grupo controle para verificar a relagao

entre as taxas de lipolise e gliceroneogénese em animais submetidos a estas dietas.

e Analisar a captacdo 2-deoxi-p-glicose, a oxidacdo de glicose [U-C"] e o
imunoconteudo da enzima acetil-CoA carboxilase no tecido adiposo de animais
submetidos a dieta rica em sacarose ou em lipidios contendo 6leo de peixe ou um oleo
rico em AG w6 e deficiente em AG 3, em comparagdo a um grupo controle para
verificar alguns dos possiveis mecanismos que levaram a menor sintese total de

lipidios a partir de glicose em nossos resultados.

e Estudar a atividade das enzimas glicogénio sintase e glicogénio fosforilase em animais
submetidos a uma dieta hiperpalatavel contendo 6leos ricos em ALN ou o conjunto de

ALN, EPA e DHA.
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Pesquisar a sintese de glicogénio a partir de glicose e glicerol, além da atividade das
enzimas glicogénio sintase e glicogénio fosforilase em animais submetidos uma dieta
normolipidica e normoglicidica contendo 6leos ricos em ALN, AL, EPA + DHA ou
gordura saturada, em comparagdo a um grupo controle com dieta comercial tanto no
jejum, como no estado alimentado, para verificar os efeitos de AGPI sobre o

metabolismo de glicogénio sob condi¢des normais.
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