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RESUMO

LANCHA, O.P.L. Obesidade e resisténcia a acdo da insulina: alterac6es moleculares,
bioquimicas e estruturais. 2009. 64 f. Tese - Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2009.

O risco aumentado de mortalidade e morbidade associado a obesidade tem sido
alvo de muitos estudos que tentam elucidar os aspectos da Sindrome Metabdlica,
caracterizada por algumas doencas metabolicas como resisténcia a insulina,
hipertensdo, dislipidemia. Esta bem estabelecido que fatores genéticos tém influéncia
neste aumento dos casos de obesidade; no entanto, 0 aumento significativo destes casos
nos altimos 20 anos, dificilmente poderia ser explicado por mudangas genéticas que
tenham ocorrido em tdo curto espagco de tempo. Sendo assim, os principais fatores
envolvidos no desenvolvimento da obesidade tém sido relacionados com fatores
ambientais, como ingestdo alimentar inadequada e reducdo no gasto calérico diario.
Apesar de muitos estudos tentarem elucidar as alteragdes metabdlicas decorrentes da
obesidade, poucos trabalhos tém analisado as conseqliéncias da dieta hiperlipidica
sobre 0 metabolismo de aminoacidos. Assim, o objetivo deste estudo foi verificar os
possiveis mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento da intolerancia a glicose
ap6s a ingestdo de dieta hiperlipidica em ratas saudaveis. Ratas Wistar foram
alimentadas, ou com dieta hiperlipidica (GH), ou com racdo comercial (GC), por
diversas semanas. Os animais alimentados com dieta hiperlipidica por 60 dias
apresentaram reducdo na expressdo génica de Glut 4 (GC 0.7356+0.0501 vs. GH
0.6086+0.0571) e do receptor de insulina (GC 0.9689+0.1458 vs. GH 0.3046+0.0842).
A dieta hiperlipidica também promoveu reducdo na atividade da hexoquinase e
aumento na atividade de diversas enzimas, como citrato sintase, aspartato
aminotransferase e BCAA transaminase, indicando adaptacdo nas vias metabolicas,
com aumento da atividade do ciclo de Krebs e maior utilizacdo de aminoécidos em
reacOes anaplerdticas. Contudo, ndo foi encontrado qualquer modificacdo na
ultraestrutura muscular. A dieta hiperlipidica deste estudo foi eficiente em promover
intolerdncia a glicose em ratas saudaveis e desencadear modificacbes nas vias
metabolicas envolvidas na oxidacédo de lipidios e aminoacidos.

Palavras-chave: Obesidade. Dieta hiperlipidica. Resisténcia a insulina.

Mecanismos bioquimicos.



ABSTRACT

LANCHA, O. P. L. Obesity and insulin resistance: molecular, biochemical and ultra
structural adaptations. 2009. 64 p. PhD thesis - Instituto de Ciéncias Biomeédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Obesity has been reported as a worldwide epidemic, independently of economic
conditions. The possible causes of increased mortality and morbidity associated with
obesity have been focused by many studies that attempt to understand the metabolic
syndrome, one of the consequences of obesity. This syndrome is characterized by
various metabolic disorders such as insulin resistance, hypertension and dyslipidemia.
It is widely known that genetic factors influence the prevalence of obesity. However,
the increasing rate of obesity over the last 20 years cannot be explained by changes in
the gene pool. In this way, the major factors involved in obesity are related to
environmental aspects as dietary intake and reduced energy expenditure. Although
many studies to try to elucidate the current metabolic alterations of the obesity, few
works have analyzed the consequences of the high fat diet on the amino acid
metabolism. Thus, the aim of this study was to verify the possible mechanisms
responsible for developing glucose intolerance after a high fat diet intake in healthy
female rats. Female Wistar rats were fed either with high fat diet (FD) or with the
control diet (CD) for several weeks. The rats fed with a high fat diet for 60 days
presented impaired Glut 4 (CD 0.7356+0.0501 vs. FD 0.6086+0.0571) and insulin
receptor (CD 0.9689+0.1458 vs. FD 0.3046+0.0842) gene expression. High fat diet
promoted a reduced activity of hexokinase and increased activity of several enzymes
such as, citrate synthase, aspartate aminotransferase and BCAA transaminase,
indicating an adaptation in the metabolic pathway, with increase activity of Krebs cycle
and increased usage of amino acids in anaplerotic reactions. However, we could not
find any changes in the muscle ultra structure. The high fat diet used in this study was
efficient in inducing glucose intolerance in healthy female Wistar rats, and provoked
changes in the biochemical pathway of the oxidative metabolism.

Key Words: Obesity. High fat diet. Insulin resistance. Biochemical pathways.



1 INTRODUCAO

Evidéncias sugerem que a prevaléncia do sobrepeso e da obesidade tem
aumentado em taxas alarmantes, tanto nos paises desenvolvidos, como nos paises em
desenvolvimento. Cerca de dois tercos da populacdo adulta americana, por exemplo,
demonstra sobrepeso, ou j& obesidade (NATIONAL CENTER FOR HEALTH
STATISTICS, 2006). O primeiro, segundo e terceiro National Health and Nutrition
Examination Surveys (NHANES-I, NHANES-1I e NHANES Il apud KUCZMARSKI
et al., 1994), conduzidos nos Estados Unidos de 1971-1974, 1976-1980 e 1988-1991,
respectivamente, mostraram que, apesar dos 33 bilhdes de dolares movidos pela
industria de “como perder peso”, o numero de casos de obesidade vem aumentando
significativamente, sem diferencas raciais, ou sociais. Em 1976-1980, a estimativa feita
pelo NHANES mostrou que 25,4% dos adultos entre 20-74 anos apresentavam
sobrepeso (IMC > 27,5 kg/m?); entre 1988-1991, a estimativa aumentou para 33,3%
(KUCZMARSKI et al., 1994); no NHANES de 1999-2000, mais de 64% desta
populacdo enquadrava-se no sobrepeso, percentual este que se manteve estavel na
avaliagéo realizada entre 2001-2002 (HEDLEY et al., 2004).

A obesidade é considerada uma pandemia (Worl Health Organization (WHO),
1998; POPKIN e DOAK, 1998). No caso do Brasil, as mudancas demograficas,
socioeconémicas e epidemioldgicas ao longo do tempo permitiram que ocorresse a
denominada transicdo nos padres nutricionais, com a diminui¢do progressiva da
desnutricdo e o aumento da obesidade (MONTEIRO et al., 1995a, 1995b;
FRANCISCHI et al., 2000, 2001). Isso se torna um problema de saude pablica uma vez
que as consequéncias da obesidade para a salde sdo muitas e variam do risco
aumentado de morte prematura a severas doencas ndo letais, conhecidas como
comorbidade associadas a obesidade. A obesidade é frequentemente associada a
hiperlipidemia (O'DEA, 1991; DEFRONZO e FERRANNINI, 1991; MCNAMARA et
al., 1992) e ao diabetes mellitus ndo insulino-dependente (NIDDM) (MCNAMARA et
al., 1992), duas condigdes intimamente relacionadas com doencgas cardiovasculares
(STUNKARD e WADDEN, 1992; BJORNTORP e BRODOFF, 1992; DESPRES e
LAMARCHE, 1994).

Assim que as consequéncias da obesidade para a saude foram demonstradas,
muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de identificar os principais fatores

que contribuem para seu desenvolvimento. A importancia genética na etiologia da



obesidade também tem sido foco de pesquisa em todo o mundo. A identificacdo e
sequenciamento do gene ob, que codifica 0 peptideo leptina, e a descoberta que o
defeito neste gene parece ser a simples causa da obesidade em ratos ob/ob (ZHANG et
al.,, 1994) gerou consideravel interesse na genética da obesidade. No entanto, o
substancial aumento da prevaléncia da obesidade observado nos Gltimos 20 anos nédo
pode ser justificado por alteracdes geneticas que, teoricamente, teriam ocorrido neste
pequeno espaco de tempo (HILL e PETTERS, 1998; JEBB, 1999). Deste modo, alguns
autores enfatizam o fato de que a diferenca na prevaléncia da obesidade, em diferentes
grupos populacionais, estd relacionada, preponderantemente, aos chamados fatores
ambientais (WHO, 1990; JEBB, 1999), em especial a dieta (WHO, 1990, 1995, 1998;
ROLLS e SHIDE, 1992) e a reducdo da atividade fisica (WHO, 1990, 1995, 1998;
SCHULZ e SCHOELLER, 1994; HAAPANEN et al., 1997; POPKIN e DOAK, 1998;
GRUNDY, 1998). Estes aspectos, interagindo, ou ndo, com fatores genéticos, poderiam
explicar o acimulo de excesso de gordura corporal em grandes propor¢cdes na
populagdo mundial (MELBY et al., 1998; HILL et al., 2000).

O balanco energético positivo que ocorre, quando o valor calorico ingerido é
superior ao gasto, € importante colaborador do desenvolvimento da obesidade,
promovendo aumento nos estoques de energia e peso corporal (PEREIRA et al.,
1999a; FRIEL et al., 2007). Resultados analisados por nosso grupo de pesquisa
demonstraram a alta incidéncia de sedentarismo na populacdo obesa. Neste estudo,
80% das participantes ndo praticava qualquer atividade fisica (FREITAS et al.,
1998). Além disto, os processos de modernizagao e transi¢do econémica, observados
na maioria dos paises, tém promovido alteragdes na industrializacdo da producdo
alimenticia que colabora para o consumo de dietas ricas em proteina e gordura e
baixa em carboidratos complexos (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998). Ha
indicios que o padrdo de alimentacdo hiperlipidica, hiperproteica e hipoglicidica
esteja se repetindo também no Brasil. Estudos realizados por nosso grupo com
mulheres obesas brasileiras demonstraram que mais de 30% do total caldrico
ingerido por esta populacdo era proveniente de lipidios (PEREIRA et al., 1998,
1999b; KLOPFER et al., 1999; FRANCISCHI et al., 1997, 1999a, 1999b), o que
demonstra ingestdo semelhante a encontrada nos paises desenvolvidos,

caracterizando esta dieta como ocidentalizada.



Deste modo, o sedentarismo e 0s habitos nutricionais parecem representar o
principal fator de risco no desenvolvimento da obesidade mundial (WHO, 1998;
PEREIRA et al., 1999a; FRANCISCHI et al., 2000). O Brasil estd seguindo esta
mesma linha; em 1997, a prevaléncia de obesidade no pais foi estimada em 11% da
populacdo (MONTEIRO e CONDE, 1999), enquanto, em 1989, era de 9,6% e, em
1974, era de 5,7% (MONTEIRO et al., 1995b). Em 1975, havia quase dois casos de
desnutricdo no Brasil para cada caso de obesidade; j& em 1997, havia mais de dois
casos de obesidade para cada caso de desnutricdo. Acompanhando a tendéncia
mundial de desenvolvimento da obesidade, que vem ocorrendo indiscriminadamente
nos varios extratos socioecondmicos da populagdo mundial, a populacéo brasileira
de baixa renda estava mais susceptivel a obesidade (MONTEIRO et al., 2004).
Monteiro e colaboradores (2007) avaliaram a evolucdo da obesidade, utilizando
dados de trés pesquisas nacionais: “Estudo Nacional de Despesa Familiar” de 1974,
“Pesquisa Nacional sobre Saude e Nutri¢ao” de 1989 e “Pesquisa de Orgamento
Familiares” de julho de 2002 a junho de 2003. No primeiro periodo de quatorze anos
(1975-1989), as taxas de obesidade entre homens e mulheres aumentaram 92% e
63%, respectivamente, e este aumento foi maior na populacdo de baixa renda. No
segundo periodo de quatorze anos (1989-2003), houve incremento ainda maior da
obesidade nos homens e estabilidade da incidéncia de obesidade nas mulheres de
forma geral; porém, com aumento de 26% entre mulheres de baixa renda. Sendo
assim, o autor ressalta a importancia de se atentar, ndo s6 para 0 aumento da
prevaléncia da obesidade no Brasil, mas também em como estes casos estdo

distribuidos entre as classes socioecondmicas.

1.1 Obesidade e Dieta Hiperlipidica

A literatura indica que ndo apenas os totais de energia ingerida e gasta regulam a
quantidade dos estoques corporais, como proposto por Flatt (1987, 1995) e aceito por
muitos autores (SWINBURN e RAVUSSIN, 1993; TREMBLAY et al., 1994, MELBY
et al., 1998; PRENTICE 1998; HILL et al., 2000). O balanco de cada macronutriente
parece possuir um rigoroso controle para ajustar seu consumo com sua oxidacao (e vice-
versa) e manter um estado de equilibrio. Stubbs e colaboradores (1995) demonstraram
que, para cada megajoule (MJ) de aumento nos estoques proteicos em um dia, existiria

uma tendéncia a um balango energético negativo no dia seguinte de aproximadamente -



0.87 MJ; para carboidrato esta relacdo também foi negativa, produzindo alteragcdes no
balanco energético no dia seguinte de - 0.38 MJ. Em se tratando de lipidio, este balanco
foi positivo, para cada megajoule de lipidio estocado; o balango energético no dia
seguinte tendia a aumentar cerca de 0.42 MJ. Segundo o autor, estes dados sugerem que
0 aumento nos estoques de proteinas e carboidratos tem o potencial de exercer feedback
negativo no balango energeético deste nutrientes, diferentemente do que ocorre com as
gorduras (STUBBS et al., 1995). Nesta mesma linha, Flatt (1987) afirma que o balanco
de nitrogénio e de carboidratos é facilitado pela capacidade do organismo, em ajustar as
taxas de oxidacdo de aminoacidos e de glicose, respectivamente, em relacdo a seus
consumos alimentares. No caso das gorduras, esse ajuste € bem menos preciso, e 0
aumento no seu consumo néo estimula, proporcionalmente, sua oxidacdo. Neste estudo,
Flatt e colaboradores (1985) avaliaram em homens saudaveis, por calorimetria indireta,
a oxidacdo de lipidio, carboidrato e proteina por 9 horas ap6s o consumo de café da
manha com trés variacfes na quantidade de gordura, mas com a mesma quantidade de
carboidrato (300 kcal) e proteina (130 kcal). Assim, o café da manh& controle tinha 53
kcal de lipidio, enquanto, os outros dois tinham 427 kcal deste macronutriente, sendo
um com triglicerideos de cadeia longa e o outro, de cadeia media. Foi utilizado o
intervalo de uma semana entre cada experimento. Os autores mostraram que a
quantidade de proteina oxidada foi muito semelhante a quantidade ingerida nas trés
situacOes, ap6s 9 horas do consumo. Ja o total de carboidrato oxidado apds 9h do
consumo alimentar foi semelhante entre as trés refeicdes, porém com valor superior a
quantidade cal6rica ingerida, ocasionando balanco energético negativo deste nutriente
(cerca de -2 kcal). No tocante a gordura, nas refeicdes com alto teor deste nutriente,
houve balanco energético positivo de cerca de 58 kcal, enquanto na refeicdo com baixo
teor de gordura, este balanco foi negativo, aproximadamente -287 kcal. Assim, a
eficiéncia com que o lipidio da dieta é estocado como gordura corporal é alta, atingindo
96% (WHO, 1998). Em animais, os estudos apontam a alimentacdo hiperlipidica como
componente importante na etiologia da obesidade, ja que dietas hiperlipidicas
comprovadamente levaram ao excesso de gordura corporal macacos, cédes, suinos,
esquilos, hamsters e ratos (WILLET, 1998; KATAN, 1999). Deste modo, estudiosos
afirmam que o balango energético é equivalente ao balanco lipidico (SWINBURN e
RAVUSSIN, 1993).

Acredita-se que dietas hiperlipidicas conduzam a hiperfagia, ou causem efeitos

metabdlicos independentemente desta (WEST e YORK, 1998), como reducdo na



atividade lipolitica do tecido adiposo (LLADO et al., 2002), reducdo na secre¢do de
leptina (AINSLIE et al., 2000) e/ou limitagdo na capacidade de atuacdo da leptina
(FREDERICH et al., 1995). Alguns estudos indicam que prejuizo no metabolismo
mitocondrial diretamente predispde mamiferos ao ganho de peso corporal excessivo,
quando alimentados com dietas hipercaloricas semelhantes aos habitos alimentares
encontrados nas populagdes ocidentais (POMPLUN et al., 2007). O estudo de
Townsend e colaboradores (2008) utilizou dieta hiperlipidica e dieta hipolipidica com
predominancia de gordura saturada, tendo verificado que os animas submetidos a dieta
hiperlipidica, apesar de terem consumo energético total menor do que o grupo que
consumiu dieta hipolipidica, apresentaram maior ganho de peso, mesmo com maiores
concentracdes de leptina, apontando para mecanismo de resisténcia a acao da leptina. O
autor ainda ressalta que o aumento da ingestdo calorica total ndo é fundamental para
promover aumento de adiposidade com dieta hiperlipidica em ratos.

Além da acdo da leptina, sinais vindos do trato gastrointestinal também tém
papel importante na regulacdo do apetite e da ingestdo energética. Evidéncias sugerem
que estes mecanismos supressores do apetite e da ingestdo caldrica podem estar
prejudicados no individuo obeso (LITTLE et al., 2007). Ainda ndo ha consenso na
literatura, mas diversos autores tém tentado esclarecer como 0s mecanismos, de fome e
saciedade, comportam-se no individuo obeso. O peptideo Y'Y, por exemplo, é secretado
pelas células do intestino ap6s o consumo de alimentos e age inibindo a ingestdo de
alimentos; no entanto, ja foi demonstrado que, em individuos obesos, as concentragdes
deste peptideo sdo menores do que em individuos normais, tornando este mecanismo de
saciedade menos eficiente no obeso (BATTERHAM et al., 2003). A grelina, por sua
vez, sintetizada e secretada, tanto no estbmago, como no intestino, age estimulando o
consumo de alimentos e, normalmente, encontra-se em concentragdes reduzidas, apos as
refeicdes; entretanto, ja foi demonstrado que, em individuos obesos, as concentragdes de
grelina mantém-se elevadas, mesmo ap6s o consumo de alimentos, estimulando a fome
(ENGLISH et al., 2002). O motivo pelo qual os lipidios da dieta podem conduzir a
hiperfagia também deriva de suas propriedades organolépticas (PRENTICE, 1998), tais
como alta palatabilidade, textura caracteristica (TAGLE, 1981; ROLLS e SHIDE, 1992)
e grande utilidade e versatilidade como ingrediente culinario (PIKE, 1950). Inclusive
em ratos, uma dieta hiperlipidica é preferencialmente consumida quando os animais
podem escolher entre trés racGes, sendo cada uma fonte de um dos macronutrientes
(MILLER etal., 1994).
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No entanto, alguns autores acreditam que o tipo de lipidio ingerido na dieta
também pode influenciar o acimulo de adiposidade, visto que alguns trabalhos
mostram significativa correlacdo entre percentual de gordura corporal e percentual de
gordura saturada e monoinsaturada ingerida na alimentacdo (ROMIEU et al., 1988).
Ratos submetidos a 7 semanas de dieta hiperlipidica (58% do valor caldrico diario),
rica em gordura saturada, desenvolveram maior adiposidade corporal, tanto quando
comparados a animais alimentados com dietas ricas em Omega-3, ou O0mega-6,
quanto, quando comparados ao grupo controle, que foi submetido a uma dieta
isocaldrica pobre em gordura (WANG et al., 2002). Matsuo e Suzuki (1994)
demonstraram alteracdo na afinidade dos receptores [ adrenérgicos, no tecido
adiposo marrom, no coracdo e no musculo séleo, decorrente de dieta hiperlipidica
rica em &cidos graxos saturados. Awad e Zepp ja haviam demonstrado, em 1979, que
ratos alimentados com dieta rica em acidos graxos saturados apresentavam menor
taxa de lipolise, do que animais alimentados com dieta rica em &cidos graxos
poliinsaturados, devido a menor atividade da lipase horménio sensivel. Outros
autores ja demonstraram que a ingestdo de acidos graxos saturados promove acumulo
de adiposidade por diminuicdo da atividade da atividade simpética, no tecido adiposo
marrom, coracdo e musculo esquelético (MATSUO e SUZUKI 1994; TAKEUCHI et
al.,, 1995). A atividade do complexo carnitina palmitoil transferase (CPT) e,
consequentemente, a 3 oxidagdo também foram reduzidas com a ingestdo de acidos
graxos saturados no tecido adiposo marrom (TAKEUCHI et al., 1996). De fato, a
fluidez da membrana mitocondrial, determinada pela relacdo colesterol/fosfolipidios
e pelas insaturacfes nos acidos graxos que compdem os fosfolipidios da membrana,
parece estar diretamente relacionada com a atividade da CPT | no figado (POWER e
NEWSHOLME, 1997).

1.2 Obesidade e Resisténcia Periférica a Acéo da Insulina

A obesidade é responsavel por desencadear um conjunto de desordens
metabolicas com complicagdes vasculares, denominado de Sindrome Metabdlica
(IVKOVIC-LAZAR et al., 1992). Os componentes dessa sindrome sdo caracterizados
pela hiperinsulinemia e por diferentes intensidades de resisténcia a insulina, que

explicam a relagéo entre varias anormalidades e a obesidade (HAUNER, 1995).



Os dois tipos principais de diabetes sdo: tipo 1, que é originario da destruicdo
nas células pancreaticas produtoras de insulina (), levando geralmente a deficiéncia
sistémica desse hormdnio, e tipo 2, que corresponde predominantemente a resisténcia
a acdo da insulina (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION (ADA), 1997).
Resisténcia a insulina significa diminuicdo na capacidade da insulina em estimular a
utilizacdo de glicose (KIM et al., 1996), seja com deficiéncia de insulina, ou com
defeito na secrecdo e/ou utilizacdo (ADA, 1997). H4, também, uma fase
intermediéria da homeostase normal da glicose e o diabetes, denominado, tanto de
intolerancia a glicose, como de tolerancia a glicose prejudicada, ou diminuida (ADA,
1997).

Embora a obesidade seja apontada como a causa mais comum da resisténcia a
insulina, nem todos os individuos obesos desenvolvem esta alteragdo. De acordo com
diversos autores (NIELSEN et al., 2004; LEBOVITZ e BANERJI, 2005; WEISS et
al., 2007), o que ird determinar tal alteracdo metabdlica sera o local de acimulo da
adiposidade corporal, sendo a deposicdo de gordura visceral um dos principais
responsaveis (WEISS et al., 2007).

Muitos estudos comprovam que ha aumento da oxidacéo lipidica, quando ocorre
aumento do gasto caldrico, em pacientes obesos que possuem grande ingestdo de
lipidios e elevadas taxas de lipdlise (diretamente relacionado com o estoque de gordura
corporal) (GOLAY et al., 1984). Essa preferéncia de utilizacdo de acidos graxos livres
(AGL), derivado dos estoques de triglicérides como substrato energético, seria
responsavel pela diminuicdo da mobilizacdo de glicose via glicogénio. Isto levaria a
feedback negativo do glicogénio muscular e hepatico sobre a atividade da glicogénio
sintase e, consequentemente, no estoque de glicogénio. O resultado é a resisténcia
periférica a acdo da insulina e intolerancia a glicose. O quadro de diabetes desenvolve-
se em obesos, apos longo periodo de intolerancia a glicose, quando a glicemia ndo mais
retorna ao estado basal e ha resisténcia a acdo da insulina (FELBER e GOLAY, 1995),
resultando, na maioria dos casos, & hiperinsulinemia.

Em ratos alimentados com excesso de gordura, ja se observou
desenvolvimento de obesidade (SEGUES et al., 1994; GIANOTTI et al., 1988;
SCLAFANI e SPRINGER, 1976b; STORLIEN et al., 1986), como afirmado
anteriormente, e reducdo na acéo insulinica sisttmica, muscular e em adipdcitos
(GRUNDLEGER e THENEN, 1982; MILLER et al., 1985; STORLIEN et al., 1986



1996a; ROCCHINI et al., 1997; HAN et al., 1997). Raubenheimer e colaboradores
(2006) utilizaram, por 8 semanas, dieta com 45% de gordura em ratos e observaram,
ao final do periodo, aumento do peso corporal, aumento das concentracGes
triacilglicerol em 171%, além de hiperinsulinemia e intolerancia a glicose. Ja,
Nascimento e colaboradores (2006) demonstraram que animais alimentados com
dieta hiperlipidica apresentaram menor fosforilacdo de uma proteina da cascata de
sinalizacdo da insulina, a PKB/Akt, denotando reduzida acéo e resisténcia a insulina

induzida pela dieta.

O estudo da ingestdo hiperlipidica vem recebendo muita atencdo, especialmente,
quanto as alteracGes na acdo da insulina. J& foram observadas tais alteracdes, em
ratos, com muito pouco tempo de experimento, como 7 dias (MILLER et al., 1985),
10 dias (GRUNDLEGER e THENEN, 1982), 3 semanas (WILKES et al., 1998), ou
4 semanas (HAN et al., 1997). Diversos trabalhos demonstraram que a resisténcia a
insulina ocorre primeiramente, no figado, em periodo de tempo muito curto 3 dias,
seguida de prejuizo da acdo insulinica em diversos grupos de musculo esquelético
(OAKES et al., 1997; KRAEGEN et al., 1991) e no tecido adiposo branco e marrom,
em 3 semanas (KRAEGEN et al., 1991). Esses efeitos sdo dependentes, ndo apenas
da quantidade de gordura ingerida, mas também do tipo, em especial do tamanho e
namero de insaturaces (STEIN et al., 1997). A exposicdo prolongada de adipécitos
a acidos graxos saturados causou resisténcia a acdo da insulina nestas células
(HUNNICUTT et al., 1994).

Muitos estudos tentaram identificar as causas das alteracGes na captacdo de glicose,
em funcdo da alimentacdo hiperlipidica; no entanto, ainda ha muita controvérsia.
Acredita-se que alteracdo nos receptores de glicose possa ser uma das causas do
defeito na acdo da insulina, principalmente, pela reducdo nas atividades do
transportador de glicose Glut4. Zierath e colaboradores (1997) verificaram prejuizo
na atividade do Glut4 no tecido muscular, apds a administracdo de dietas

hiperlipidicas em ratos.

Alguns autores supdem que os aminodcidos poderiam ter importantes implicacdes
nos mecanismos poés-receptor de insulina, dificultando a translocagdo das vesiculas
portadoras de Glut4 (PEREIRA e LANCHA JR., 2004). Lancha Jr. (1996, 1997a)
encontrou transporte de glicose prejudicado no musculo esquelético de ratos Wistar

gue foram suplementados com aspartato (45 mg/kg/dia) e asparagina (45 mg/kg/dia)



durante 5 semanas, quando comparados com grupo controle (sem suplementacéo).
Como néo foi encontrada, nos ratos suplementados, nenhuma alteracdo na atividade
da enzima tirosina quinase (responsavel pela alteracdo conformacional do IRS-1,
durante os primeiros eventos intracelulares) (ZIERATH, 1995; LANCHA JR., 1996),
0s aminoacidos podem ter interferido em qualquer um dos numerosos episodios pos-

receptor.

O elevado consumo de lipidios e baixo consumo de carboidratos na dieta dos
individuos obesos poderia ser responsavel por elevar a concentracdo plasmatica de
acidos graxos livres (AGL) e, consequentemente, aumentar os estoques de gordura no
tecido adiposo (LINCHESTEIN et al., 1998). Dietas hiperlipidicas promovem aumento
da atividade da carnitina palmitoil transferase |1 (CPT 1) no figado e no tecido muscular,
aumentando a oxidacdo lipidica (RYU et al., 2005). Segundo Liu e colaboradores
(2007), um dos fatores que favorecem maior atividade da CPT | muscular, decorrente de
dieta hiperlipidica rica em &cidos graxos insaturados, é a redugdo da sensibilidade da
CPT 1 ao malonil-CoA. Sintetizado a partir da carboxilagdo do acetil-CoA, o malonil-
CoA é substancia critica na regulacdo do metabolismo de lipidios por fornecer grupos
de acetil ativados para sintese de &cidos graxos, e por inibir a CPT I, consequentemente,
a P oxidacdo. A alta ingestdo de &cidos graxos insaturados aumentaria a fluidez da
membrana mitocondrial, reduzindo a inibi¢cdo da CPT | pelo malonil-CoA (LIU et al.,
2007). O aumento do fluxo de acidos graxos no interior da mitocondria, segundo Koves
e colaboradores (2008), ndo € acompanhado de completa 3 oxidag&o, pela incapacidade
do ciclo de Krebs se ajustar ao aumento da demanda oxidativa. Por conseguinte,
metabdlitos se acumulariam no interior da mitocondria, desencadeando estresse
mitocondrial e resisténcia a insulina. No entanto, estudo realizado por Bruce e
colaboradores (2009) demonstrou que, ao produzir super-expressao da CPT | no tecido
muscular, a sensibilidade a acdo da insulina, decorrente da dieta hiperlipidica,
melhorou. Os autores ja haviam encontrado aumento da atividade da CPT |, resisténcia
a insulina, aumento das quantidades de triacilglicerol e aumento do depdsito lipidico nas
membranas celulares com dieta hiperlipidica. Segundo os autores, a obesidade,
decorrente da deita hiperlipidica, resulta em aumento da entrada de lipidios na célula
com subsequente aumento da oxidacdo. Entretanto, o aumento na oxidagdo é
guantitativamente menor, do que o aumento da entrada de lipideo na célula, resultando

em incremento do estoque lipidico celular. O acumulo destas moléculas bioativas de



lipidios, como ceramidas, diacilglicerdis, poderiam alterar as caracteristicas lipidicas da
membrana celular, interferindo na acdo da insulina. Todavia, a0 promover super-
expressdo da CPT | no tecido muscular, na mesma situacdo de dieta, a resisténcia a
insulina foi minimizada. Sendo assim, 0s autores sugeriram entdo que, a entrada dos
acidos graxos na mitocondria é fator mais critico na regulacdo da oxidacdo de acidos
graxos, do que o restante da via da 3 oxidacao e do ciclo de Krebs.

Desta forma, para que este processo seja desencadeado e o ciclo de Krebs
aconteca regularmente, ha necessidade do fornecimento de oxaloacetato na mesma
proporcdo que acetil-CoA. Em condi¢des normais, aquele que faz este papel €,
inicialmente, o glicogénio com pouca participacdo da glicose plasmatica; depois,
quando ocorre reducdo destes estoques, a glicose plasmatica assume esta funcdo de
fornecimento de oxaloacetato pela via glicolitica e posterior conversdo de piruvato a
oxaloacetato (NEWSHOLME e LEECH, 1988). No entanto, quando a concentracdo de
glicose e/ou glicogénio estd reduzida, ou em decorréncia do jejum, ou do baixo
consumo de carboidratos na dieta, ou resultante da resisténcia a insulina, por exemplo, o
fornecimento de oxaloacetato fica deficiente. Tentando corrigir esta deficiéncia, ocorre
estimulo para o processamento de aminoacidos pelo tecido muscular. Alguns
aminoacidos, como leucina, isoleucina, valina, aspartato e asparagina, podem ser
processados no tecido muscular, a fim de gerar intermediarios do ciclo de Krebs (como
succinato e oxaloacetato), para manter o funcionamento do mesmo. Estes aminoécidos
cedem sua cadeia carbdnica para gerar intermediarios e liberam amdénia no interior do
tecido muscular. A tabela 1 mostra os aminodcidos metabolizados no tecido muscular,
as enzimas responsaveis pela transferéncia do grupamento amino e que intermediarios

fornecem.

Tabela 1: Aminoacidos processados no metabolismo muscular e suas respectivas enzimas para
fornecimento de  intermedidrios do ciclo de Krebs.

Aminoéacido Enzima aminotransferase Intermediarios
Aspartato ] Oxaloacetato
Aspartato aminotransferase
Asparagina Asparagina cetotransferase Oxaloacetato
Isoleucina Leucina aminotransferase | Acetil-CoA e Propionol-CoA
Leucina Leucina aminotransferase Acetil-CoA
Valina Valina aminotransferase Succinato

Adaptada de Newsholme e Leech (1988).



Com a manutenc¢do do ciclo de Krebs, acontecera aumento da concentragdo de
citrato que inibird a fosfofrutoquinase (PFK) (NEWSHOLME e LEECH, 1988),
diminuindo a utilizacdo de glicose e, em decorréncia, a captacdo de glicose. Esta € uma
das hipoteses levantadas por alguns autores, para a diminuicdo da captacéo de glicose e,
consequentemente, resisténcia a acéo da insulina.

Outra hipotese, sugerida por alguns autores, como Marshall e colaboradores
(1991), para explicar a resisténcia periférica a acdo da insulina diante deste quadro
metabolico, constituiria a glicosilacdo de substancias pos-receptor de insulina. Esta
glicosilagdo seria proveniente do aumento das concentragdes de glicosamina, produto da
via das hexosaminas. Neste caso, a amodnia liberada na célula muscular, pelo
processamento de aminoacidos, seria deslocada para o a-cetoglutarato, intermediario do
ciclo de Krebs, gerando glutamato. Este e uma amonia sofreriam acdo da glutamina
sintase, resultando na sintese de glutamina. Este aminoacido é normalmente utilizado
como fonte energética, pelas células intestinais e do sistema imunolégico. No entanto,
mediante a alta producdo de glutamina, como consequéncia da atividade elevada do
ciclo de Krebs, ocorreria estimulo da via das hexosaminas. Nesta via, a glutamina e a
frutose-6-fosfato, em reacdo catalisada pela glutamina:frutose-6-P aminotransferase
(GFAT), geram glicosamina-6P, além de outros produtos (TRAXINGER e
MARSHALL, 1991).

O aumento do metabolismo de aminoacidos, fornecendo oxaloacetato e outros
intermediarios para o ciclo de Krebs, implica a elevacdo da capacidade oxidativa celular
e, também, pode provocar uma série de alteracdes estruturais na célula, como aumento
do numero e tamanho de mitocondrias (Figura 1) (LANCHA JR. et al., 1997b). Outros
estudos também evidenciaram alteracfes estruturais com a suplementacdo de
aminoéacidos, e os autores justificaram que este resultado poderia ser consequéncia do
aumento do turnover proteico celular (RENNIE et al., 1981), ou do aumento do fluxo de
céalcio mitocondrial, devido ao maior nimero e tamanho das mitocondrias, podendo
estimular proteases calcio-dependentes, resultando em lesdes estruturais (SUZUKI e
OHNO, 1990). Entretanto, poucos estudos tém discutido a relagdo do acumulo de
gordura corporal e 0 metabolismo de aminoacidos com a finalidade de averiguar quais
modificacdes, a elevada ingestdo de lipidios poderia provocar nas vias metabdlicas de

aminoacidos.



Figura 1: Séleo de rato sedentario controle (1a) aumento de 15.000x, s6leo de rato suplementado agudamente, com
aspartato e asparagina (d) aumento de 40.000x (LANCHA JR., 1993; LANCHA JR. et al., 1997b).

1.3 Modelos Experimentais de Obesidade

O estudo da obesidade em humanos, provavelmente, responderia a muitas
duvidas correntes neste topico. No entanto, pesquisas com humanos tém o6bvias
limitacdes éticas, financeiras, além de estudo em animais permitir maior quantidade e
profundidade de indagacgdes e resultados. Além disto, animais de laborat6rio podem ser
mantidos em condicdes rigidamente controladas, consumindo dieta controlada e ser
mantidos livre de patdgenos e germes. Mesmo que estes modelos animais ndo possam
ser considerados exatamente os modelos de obesidade em humanos, eles ainda séo de
grande valor no estudo das condi¢cBes bioquimicas, fisiolégicas e patoldgicas
necessarias para o acumulo excessivo de adiposidade. Nos dltimos 20 anos, aumentou
muito o conhecimento sobre diversos fatores, que contribuem para o desenvolvimento
da obesidade e as consequéncias enddcrinas e metabdlicas desta doenca. Muito deste
conhecimento foi derivado de estudos em modelos de obesidade animal (SCLAFANI e
SPRINGER, 1976a).

Diversas formas geneticamente hereditarias de obesidade estdo descritas na
literatura (PEREIRA et al., 2003b). Alguns roedores (como ratos Sprague-Dawley) séo
particularmente propensos a desenvolver obesidade pela dieta rica em gordura, ou dieta
de cafeteria devido a heranga poligénica. Alguns autores acreditam que esta
predisposicdo genética para o desenvolvimento da obesidade com dietas de alta
densidade energética ¢ um modelo mais realista e apropriado para o estudo da
obesidade humana (FESTING, 1979; YORK, 1992). Entretanto, algumas alteracdes



encontradas na obesidade em humanos ndo ocorrem nestes modelos genéticos de
obesidade animal, como aumento da massa magra e algumas diferencas hormonais
(JAMES et al., 1979). Desta maneira, fica claro que o estudo da obesidade em animais
que possuem alteracBes genéticas tem diversas limitacbes e, sendo assim, alguns
modelos podem ser utilizados apenas na avaliacao de alteracdes especificas decorrentes
da obesidade, considerados inapropriados para outras investigacdes sobre esta mesma
doenca e suas consequéncias metabolicas.

Além disto, devido ao fato de o rapido aumento mundial nos casos de obesidade
ter sido relacionado com sedentarismo (DENGEL et al., 1998; SEIDELL, 1999) e
maior disponibilidade e consumo de alimentos (KEYS et al., 1981, WHO, 1998;
SEIDELL, 1999), muitos estudos tém sido realizados com modelos denominados de
“modelos nao-genéticos de obesidade”. Deste modo, muitas andlises tém tentado
desenvolver obesidade em animais de laboratorio, apenas aumentando a ingestao
alimentar (SCLAFANI, 1992). Contudo, em roedores, por exemplo, é muito dificil
aumentar a quantidade caldrica ingerida voluntariamente, mesmo quando a dieta €
flavorizada.

Todavia, o desenvolvimento da obesidade é possivel mesmo sem aumento da
quantidade de alimento ingerido, porque mudancgas na composi¢do de nutrientes, ou na
forma da dieta podem alterar a eficiéncia na utilizagho do alimento e,
consequentemente, aumentar os estoques de gordura por caloria consumida. Na pratica,
0 aumento da densidade da dieta pode resultar em acréscimo do total calérico ingerido,
ou em aumento da ingestdo de calorias de determinado macronutriente, resultando no
crescimento de gordura corporal. Dietas com alto teor de carboidratos e/ou alto teor de
lipidios, além da dieta de cafeteria, tém sido utilizadas para desenvolver obesidade em
ratos. Muitos estudos foram desenvolvidos, utilizando a chamada dieta de cafeteria,
quando vérios alimentos, normalmente encontrados em supermercados e cafeterias
(como cookies, chocolate, salame, queijo, etc.), sdo colocados a disposicdo dos animais.
Esta técnica tinha como objetivo aproximar o consumo dos ratos do consumo realizado
pelas sociedades modernas, nas quais grande parte das refei¢des é feita em cafeterias,
fast foods, caracterizando uma ingestao com alto teor de gordura, denominada de “dieta
ocidental” (WHO, 1990, 1998; ROLLS e SHIDE, 1992; MONTEIRO et al., 1995b;
FRANCISCHI et al.,, 1999a). De fato alguns trabalhos demonstram aumento da
quantidade de gordura em animais alimentados com este tipo de racdo (SCLAFANI e

SPRINGER, 1976a); no entanto, algumas limitagbes sdo encontradas neste tipo de



alimentacdo. Em estudo piloto realizado em nosso laboratorio, foi possivel verificar a
dificuldade de controlar e avaliar o consumo destes diferentes alimentos pelos animais.
No grupo experimental, a ingestdo alimentar foi extremamente heterogénea e de dificil
avaliacdo, visto que um dia apds os alimentos serem colocados nas gaiolas dos animais
(gaiolas individuais), ndo era possivel separar cada alimento e calcular seu consumo, a
fim de averiguar qual havia sido a ingestdo dos animais em termos de macronutrientes
e, também, que tipo de lipidio estava sendo consumido. Esta dificuldade na medigéo da
ingestdo e da variabilidade na selecéo dos nutrientes, entre 0s animais submetidos a esta
alimentacéo, tem sido motivo de muita controversia, principalmente em estudos sobre a
indugdo da termogénese pela dieta (MOORE, 1987; ROTHWELL e STOCK, 1988;
ARGILES, 1988.).

O aumento no contetido de gordura corporal pode ser alcancado, incrementando
a quantidade de gordura na dieta; entretanto, € preciso evitar a reducdo da relacao
proteina e energia com intuito de ndo prejudicar o desenvolvimento e crescimento dos
animais estudados. Na prética, dietas contendo 60% de gordura e 30% de proteina
foram utilizadas inicialmente, com a mistura de ovos e manteiga; todavia, recentemente
se tem utilizado banha de porco e caseina a fim de reduzir os custos da preparacdo da
racdo. Esta composicdo também permite alta ingestdo de &cidos graxos saturados
semelhante a observada em dietas ocidentalizadas. A ultima Pesquisa de Orcamento
Familiar publicada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
encontrou que a participacdo dos lipidios na disponibilidade domiciliar de alimentos
nacional correspondia a 27,6% e destes, 31,5% era de &cido graxo saturado (BRASIL,
2004). Resultados encontrados por nosso grupo demonstraram alta ingestdo de acidos
graxos saturados na dieta de mulheres obesas: 62,4% da ingestdo de lipidios da dieta
era composta por &cido graxo saturado (observacGes ndo publicadas), o que
corresponde a 17% do valor calérico total. Segundo a Amercian Heart Association
(2009) a ingestdo de acidos graxos saturados ndo deve exceder 7% do total de calorias
ingeridas diariamente. Na tentativa de desenvolver modelos experimentais, que
permitam o estudo da obesidade e suas consequéncias, esta alta ingestdo de acidos
graxos saturados é muito interessante, visto que j& foi demonstrada a contribuicdo deste
tipo de gordura no prejuizo da sensibilidade a insulina, decorrente da obesidade
(HUNNICUTT et al., 1994). Esta alteracdo insulinémica parece ter alta correlacdo com
outras patologias associadas, como hipertenséo, dislipidemia (HAFFNER et al., 1992) e
aterosclerose (DEFRONZO e FERRANNINI, 1991).



Com a finalidade de avaliar as consequéncias deste padrdo alimentar, ja havia
sido desenvolvida uma ragdo hiperlipidica, a fim de promover a obesidade em ratas
Wistar saudaveis, com consequente intolerancia a glicose. A ra¢do promoveu acumulo
de gordura corporal ja apés 40 dias de consumo, e resultou em maior glicemia e
insulinemia apds 60 dias de ingestdo (PEREIRA, 2003a). Por conseguinte, visto que,
muitos estudos tém sido direcionados para obesidade e metabolismo de carboidratos e
lipidios, e poucos tém discutido a relagdo do acumulo de adiposidade corporal e do
metabolismo de aminoacidos; o objetivo deste trabalho foi verificar possiveis alteraces
do metabolismo de aminoéacidos, decorrente da ingestdo de dieta hiperlipidica, com
consequente desenvolvimento da resisténcia periférica a acdo da insulina, verificando

provavel modificagdo ultraestrutural na musculatura esquelética.



5 CONCLUSAO

A dieta hiperlipidica, utilizada neste estudo, provocou alteracGes enzimaticas
indicativas de maior atividade oxidativa, tanto do metabolismo de lipidios, como de
aminoéacidos, apds 60 dias.

A dieta também promoveu prejuizo na tolerdncia a glicose apds 60 dias,
indicado pelas alteragdes encontradas na curva glicémica e menor atividade da
hexoquinase no musculo soleo e gastrocnémio. Também houve reducdo da expressao
génica de Glut4 e IR no grupo que consumiu racao hiperlipidica.

N&o foram encontradas alteragcbes nas concentracGes de glicogénio entre os
grupos, tampouco na ultraestrutura das células musculares.

Este estudo permite entdo concluir que, a dieta hiperlipidica promove alteracdes
no metabolismo de aminoacidos e que, estas adaptacGes podem estar relacionadas com
o desenvolvimento da resisténcia periférica a insulina decorrente deste tipo de ingestdo

alimentar.
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