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Resumo

FIAMONCINI, J. Efeitos de dietas com diferentes conteudos de acidos graxos
6mega-3 no metabolismo energético - modulacao da funcao dos
peroxissomos. 2011. 111 f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2011.

Dietas hiperlipidicas ricas em acidos graxos (AG) saturados induzem acumulo de
mediadores lipidicos envolvidos no desenvolvimento da resisténcia a insulina em
diversos tecidos. Por outro lado, os acidos graxos poliinsaturados émega-3 (PUFA
n-3) ativam o fator de transcricdo Peroxisome Proliferator Activated Receptor
(PPAR), induzindo oxidacao de lipidios. Neste estudo, camundongos machos da
linhagem Swiss foram tratados com dieta controle (chow) ou com dietas contendo
Oleo de peixe a 4% (NFO) e 40% (HFO) ou banha de suinos a 4% (NL) e 40% (HL)
por oito semanas. Investigou-se o metabolismo de carboidratos e lipidios no figado e
musculo esquelético. Os camundongos do grupo HFO apresentaram depoésitos
menores de tecido adiposo e menor eficiéncia energética em relagéo ao grupo HL. O
decaimento da glicemia durante o teste de tolerancia a insulina (ITT), a captacédo de
2-desoxi-glicose e a incorporacéo de glicose em glicogénio no musculo soéleo isolado
em resposta a insulina nao foi diferente entre os grupos. Por outro lado, nos grupos
NFO e HFO, a area sob a curva glicémica no teste de toleréncia a glicose (GTT) foi
menor em relagdo aos grupos NL e HL, refletindo aumento da responsividade do
figado a insulina ou maior secrecédo de insulina pelas células B pancreaticas. O
conteudo de triacilglicerois e a oxidagao de acido palmitico em musculo esquelético
foram semelhantes entre os grupos. Em contraste, os animais tratados com 6leo de
peixe apresentaram cerca de 60% menos triacilgliceréis no figado que os animais
dos grupos NL e HL. Os camundongos do grupo HFO apresentaram menor consumo
de oxigénio, avaliado por calorimetria indireta, e menor producéo de CO:2 a partir do
acido palmitico em homogenatos de figado. Apesar destes resultados indicarem
reducdo no metabolismo oxidativo, foi observada, neste grupo, producao 50% maior
de moléculas provenientes da (-oxidacdo do acido palmitico em homogenatos de
figado, evidenciando aumento no fluxo de metabdlitos nesta via. A elevacéo
observada na atividade da acil CoA oxidase (ACO) - uma enzima peroxissomal e de

outras enzimas envolvidas na B-oxidacdo no figado de animais do grupo HFO,



associada ao maior conteudo do marcador peroxissomal PMP-70, indicam aumento
na oxidacdo peroxissomal de AG. A elevagcdo do numero e atividade dos
peroxissomos pode direcionar os esqueletos de carbono gerados na [-oxidacao
para a sintese de outras moléculas como acidos biliares, que sdo excretados nas
fezes. Além disso, como a B-oxidagdo peroxissomal de AG é energeticamente
ineficiente, a menor producdo de ATP por mol de AG oxidado acarreta na
metabolizacdo de maior numero de moléculas de AG para gerar energia. Estas
alteracées no metabolismo energético, associadas a diminuicdo da lipogénese no
grupo HFO, contribuem para a redugédo do acumulo de lipidios e preservacdo da

toleréancia a glicose.

Palavras-chave: Acidos graxos. Resisténcia a insulina. Peroxissomos. Diabetes tipo
2. Obesidade. B-Oxidacao.



Abstract

FIAMONCINI, J. Effects of diets with different omega 3 fatty acids content on
energy metabolism - modulation of peroxisomes function. 2011. 111 p. Ph. D.
thesis (Human Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2011.

High-fat diets rich in saturated fatty acids (FA) induce accumulation of lipid mediators
involved in the development of insulin resistance in different tissues. On the other
hand, omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) are well known activators of
the transcription factor Peroxisome Proliferator Activated Receptor (PPAR), inducing
FA oxidation. In this study, male Swiss mice were fed on control diet (chow) or diets
containing either fish oil at 4% (NFO) and 40% (HFO) or lard at 4% (NL) and 40%
(HL) (wt/wt) for eight weeks. Carbohydrate and lipid metabolism were investigated in
the liver and skeletal muscle. The HFO group showed smaller fat pads and lower
energy efficiency, when compared to the HL group. Glucose clearance during the
insulin tolerance test (ITT), uptake of 2-deoxy-glucose and incorporation of glucose
into glycogen in isolated soleus muscle in response to insulin stimulation were not
different among the groups. On the other hand, in the NFO and HFO groups, the
area under the glycemic curve during the glucose tolerance test (GTT) was reduced
in comparison to the NL and HL groups. Triacylglycerol content and palmitate
oxidation by the gastrocnemius muscle were not different among the groups. In
contrast, fish oil-fed mice showed 60% less liver triacylglycerol content than lard-fed
mice. The HFO group showed reduced oxygen consumption, as determined through
indirect calorimetry, and reduced CO2 production from palmitic acid in liver
homogenates. Despite the reduced oxidative metabolism, it was observed, in the
HFO group, 50% increase in generation of molecules from palmitic acid B-oxidation
(ASM) in liver homogenates, indicating increased metabolite flux through this
pathway. The increased activity of the peroxisomal acyl-CoA oxydase (ACO) and
other enzymes involved in B-oxidation in the liver of HFO mice and the increased
content of the peroxisomal marker PMP-70 point towards increased peroxisomal FA
oxidation. The increase in the pool size and activity of peroxisomes can possibly
direct the carbon skeletons generated through B-oxidation to the synthesis of other

molecules such as bile acids, that are excreted in the feces. As peroxisomal B-



oxidation of FA is energetically inefficient, the lower ATP generation per mol of FA
oxidised creates the need of metabolising more FA molecules to generate energy.
These alterations in energy metabolism, associated to decreased lipogenesis in the

HFO group, contribute to the reduced lipid accumulation and preserved glucose
tolerance.

Key words: Fatty acids. Insulin resistance. Peroxisomes. Type 2 Diabetes. Obesity.
B-Oxidation.
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1 Apresentacao

A prevaléncia de diabetes mellitus tipo 2 aumentou muito nas ultimas décadas,
elevando a ocorréncia de complicagbes como retinopatia, neuropatia, nefropatia e
doencas cardiovasculares (AMOS; MCCARTY; ZIMMET, 1997). Além da influéncia
de fatores genéticos, aspectos ambientais e comportamentais como atividade fisica
e dieta sdo muito importantes no desenvolvimento e evolugdo da obesidade e do
diabetes tipo 2. A maior oferta de alimentos ricos em lipidios, mesmo para
populacées com baixo poder aquisitivo, aumenta o numero de individuos suscetiveis
a estas doencas. O numero de diabéticos em 1995 era de 135 milhdes e a
estimativa para 2020 é de 300 milhdes (SEIDELL, 2000).

Apesar da semelhanca entre os acidos graxos (AG), diferencas sutis na sua
estrutura sdo suficientes para alterar radicalmente seu metabolismo e fungdo. A
compreensdo destes processos € 0 passo inicial para se desenvolver estratégias
visando a prevenir as consequéncias da ingestdo excessiva, ou ainda, utiliza-los na

terapia para obesidade e diabetes tipo 2.

20



2 Introducao e Revisao da Literatura

2.1 A quimica dos acidos graxos

Os lipidios constituem um grupo de moléculas muito distintas entre si, sendo a
insolubilidade em agua sua caracteristica comum. A estrutura fundamental das
moléculas lipidicas de maior abundéancia € composta por acidos graxos (AG) -
acidos carboxilicos representados pela férmula R-CO2H. Em mamiferos, o radical R
€ geralmente uma cadeia hidrocarbdnica longa, ndo ramificada, com namero par de
atomos de carbono, podendo ser saturada ou conter uma ou mais insaturacées. Sao
moléculas anfipaticas, onde o grupo carboxila constitui a regido polar e a cadeia R a
regido apolar da molécula.

Quanto ao tamanho da cadeia carbdnica, os AG podem ser classificados em
AG de cadeia curta (contém dois a quatro atomos de carbono), cadeia média (seis
a quatorze atomos de carbono), cadeia longa (quando contém mais de quatorze
atomos de carbono) e cadeia muito longa (nUmero de carbonos igual ou maior que
vinte).

A presenca de insaturacdes (duplas ligagdes) na cadeia carbdnica classifica
os AG em saturados - sem insaturacdes na cadeia carbénica, monoinsaturados -
quando contém uma insaturacdo na cadeia carbéOnica e poliinsaturados (PUFA) -
com mais de uma insaturacéao.

As duplas ligagcdes podem se apresentar na configuracdo cis ou trans. Na

configuragéo cis, os atomos de hidrogénio ligados aos atomos de carbono adjacentes a
dupla ligacéo estdo do mesmo lado da cadeia hidrocarbbnica, ao passo que na dupla
ligacao trans, os atomos de hidrogénio ligados aos atomos de carbono unidos pela
dupla ligagao estdo em lados opostos da cadeia. A rigidez da dupla ligagdo mantém a
conformacao da molécula e, no caso do isbmero cis, causa o curvamento da cadeia,
restringindo a liberdade conformacional do AG. Quanto mais duplas ligacbes na
configuragao cis, menor sera a sua flexibilidade. As duplas ligagbes trans ndo causam
curvamento da cadeia hidrocarbdnica e por isso AG com duplas ligagbes nesta
configuragdo apresentam estrutura espacial similar a de AG saturados. Disto resulta
que lipidios compostos majoritariamente por AG insaturados e poliinsaturados

apresentam menor ponto de fusdo e se encontram no estado liquido a temperatura

21



ambiente, sendo denominados genericamente de 6Oleos. Lipidios compostos por AG
de cadeia saturada apresentam-se solidos a temperatura ambiente e sdo chamados
de gorduras.

Comumente, os AG sao identificados por nomes que ndo seguem qualquer
regra e geralmente derivam da fonte da qual o AG foi primeiramente isolado. E
formado pela palavra acido + o nome comum (variavel), sucedido do sufixo ico,
relacionado a natureza acida da molécula. Como exemplos, temos o acido palmitico,
abundante no 6leo de palma e o 4cido oléico encontrado em altas concentragdes no
6leo de oliva. A nomenclatura dos AG pelo sistema IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry) é baseada nas regras para nomenclatura em quimica
organica, publicadas em 1977 e uma recomendacdo especifica para lipidios de
1979. Neste sistema, os atomos de carbono recebem numeros a partir do
grupamento carboxila e os AG séo representados descrevendo-se a configuracéo e
posicdo das duplas ligagdes, quando existentes, seguido do nome que descreve o
namero de atomos de carbono e de duplas ligagdes da molécula. Os nomes sempre
terminam com o sufixo oOico. Neste sistema, o acido palmitico é descrito “n-
hexadecandico” e o 4cido oléico “cis-A9-octadecendico”. Existe ainda um sistema
com nomes abreviados para os AG, muito mais simples e descritivo. Dessa forma,
descreve-se 0 AG de acordo com o numero de atomos de carbono + 0 nhumero de
duplas ligacGes (caso existam), separados por dois pontos, seguidos pela posicéo e
configuracdo da dupla ligagéo. Dessa forma, o acido palmitico é representado por
16:0, por apresentar 16 atomos de carbono e nenhuma dupla ligagcdo e o acido
oléico por 18:1n-9c. Os principais AG encontrados em tecidos de mamiferos e as
diferentes formas de descrevé-los, seguindo os sistemas de nomenclatura estdo na
Tabela 1.

A classificacdo dos AG insaturados pode ser feita de duas formas: na
nomenclatura delta (A) descreve-se a posicao da primeira dupla ligacéo existente a
partir do carbono do grupo carboxila, precedida da configuracdo da dupla ligagéao.
Por exemplo, o acido linoléico, que contém duas duplas ligacées na configuracéo cis
nos carbonos 9 e 12, contando-se a partir da carboxila é representado por 18:2 cis-
A9. Na segunda forma de representar os PUFA (a mais comum), indica-se a posi¢cao
da dupla ligagdo mais proxima do carbono do terminal metila, ou carbono 6mega

(w), designado dessa forma por ser o ultimo carbono da cadeia hidrocarbénica,
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assim como a letra w é a ultima do alfabeto grego. Pode-se também substituir a letra

w pela letra “n”. Este sistema classifica os PUFA em quatro classes distintas: w-7,

w-9, w-6 e w-3, de acordo com a localizagao da primeira dupla ligagcdo em relacéao

ao carbono w. Dessa forma, o acido a-linolénico, que tem 18 atomos de carbono e 3

duplas ligagbes, sendo a primeira a 3 atomos de carbono do terminal metila é

descrito como 18:3w3 ou 18:3n3 e 0 acido linoléico que tem 18 atomos de carbono e

2 duplas ligagdes na configuracdo cis, sendo a primeira a 6 carbonos do metil

terminal, é referido como 18:2n6. Pode-se ainda indicar a configuracado desta dupla

ligagao: 18:2n6c.

Tabela 1- Nomenclatura dos acidos graxos. Relacdo dos 4cidos graxos de ocorréncia
mais abundante em tecidos de animais de mamiferos.

Abreviatura Nome Comum Nome IUPAC
Saturados

14:0 Acido miristico n-tetradecandico
16:0 Acido palmitico n-hexadecandico
18:0 Acido estearico n-octadecanodico

Monoinsaturados

16:1n7 Acido palmitoléico
18:1n9 Acido oléico

PUFA n-6

18:2n6 Acido linoléico

20:4n6 Acido araquidénico
PUFA n-3

18:3n3 Acido a-linolénico
20:5n3 Acido timnodoico (EPA)
22:6n3 Acido cervénico (DHA)

cis-A9-hexadecenodico

cis-A9-octadecendico

cis-A9,A12,A15-octadecendico

cis-A5,A8,A11,A14-eicosatetraendico

cis-A9,A12,A15-octadecatriendico
cis-5,1,11,14,17-eicosapentaendico

cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaendico
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2.2 Sintese dos acidos graxos

Em mamiferos, a sintese dos AG ocorre no citoplasma da maioria das células
a partir do acetil CoA. Este metabdlito, formado no interior das mitocondrias, se junta
com o oxaloacetato para formar citrato, que é transportado para o citoplasma, onde
€ convertido em oxaloacetato e acetil-CoA. A acetil CoA carboxilase (ACC) que
catalisa a formacéo de malonil-CoA a partir de duas moléculas de acetil CoA, sendo
este o0 primeiro passo irreversivel da via de sintese de AG. A ACC é o principal sitio
de regulacéo da sintese de AG. Sua atividade é aumentada pelo citrato e inibida por
AG de cadeia longa, além de ser modulada por fosforilagdo mediada por horménios
como a insulina.

Os AG sao sintetizados a partir de ciclos de adi¢cdes de pares de carbono a
uma molécula de malonil-CoA original catalisadas por um complexo multienzimatico
— a acido graxo sintase (AGS). Os atomos de carbono dos AG sao adicionados em
uma sequéncia de passos, sendo o grupo acila produzido por este conjunto de
reacoes reciclado para tornar-se substrato em uma nova reacao de condensacao
com o grupo malonil-CoA ativado. Quando o comprimento da cadeia do grupo acila
atinge dezesseis atomos de carbono, o produto (acido palmitico) abandona o ciclo
(COX, 2005).

O éacido palmitico é o precursor para a sintese de outros AG mais longos e
insaturados por meio de reagcdes de elongacdo (adicao de atomos de carbono) e
dessaturacao (insercao de duplas ligacdes). As reacdes de dessaturacdo sé&o
realizadas por um complexo enzimatico que requer NADH, O2 e trés enzimas ligadas
a membrana do reticulo endoplasmatico: citocromo bs redutase, citocromo bs e uma
dessaturase. Este sistema produz os AG monoinsaturados mais comuns nos tecidos
animais: acido palmitoléico (16:1n7) e acido oléico (18:1n9). A maioria dos AG
monoinsaturados produzidos por animais apresentam a dupla ligacdo na posicao 9.
Apenas em vegetais, novas duplas ligacbes sao introduzidas entre a insaturacéo
existente e o grupo metil terminal, gerando os &cidos linoléico (18:2n6) e a-linolénico
(18:3n3) a partir do acido oléico.

Por serem produzidos apenas em vegetais, mas indispensaveis ao bom
funcionamento do organismo animal, os A&cidos linoléico e a-linolénico séo

considerados essenciais e devem ser obtidos pelo consumo de vegetais ou de
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animais herbivoros (POMPEIA, 2002). No organismo dos mamiferos, os AG
essenciais obtidos da dieta podem sofrer novas reagbes de elongacdo e
dessaturacao. O &cido linoléico é precursor do 4cido araquidénico, que é o principal
produto desta via em mamiferos, mas que também pode dar origem a outros AG. De
maneira analoga, o acido a-linolénico sofre dessaturacdes e elongacdes para gerar
os PUFA EPA e DHA e outros membros da familia n-3. Entre os membros das
diferentes familias de AG (n-3 e n-6), ha competicdo pelas enzimas que atuam na
sua metabolizacdo. A A-6 dessaturase, que controla uma etapa limitante da
dessaturacado, apresenta maior afinidade pelo &cido a-linolénico (PUFA n-3) em
relacdo ao linoléico (PUFA n-6) (RIECKENHOFF; HOLMAN; BURR, 1949). Os
acidos araquiddnico, EPA e di-homo-y-linolénico, produzidos na metabolizacédo dos
AG essenciais, dao origem a uma série de mediadores quimicos de relevancia
fisiologica, dentre os quais destacam-se as prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxanas (DAS e FAMS, 2003).

A essencialidade dos PUFA n-6 foi descrita na década de 1920, quando se
observaram diversas alteracbes funcionais associadas a sua auséncia (BURR,
1929). Ja os PUFA n-3 foram considerados essenciais apdés a década de 1980,
associando-se a sua falta a deficiéncias neuroldgicas e visuais (HOLMAN, 1998).
Além dos efeitos na derme e sistema nervoso, a auséncia de AG essenciais também
causa alteracbes em outros 6rgaos e sistemas, basicamente devido a falta de
mediadores lipidicos com acdo farmacolégica. As sindromes causadas pela
deficiéncia de AG n-3 ou n-6 podem ser revertidas pelo fornecimento de qualquer AG
da classe em deficiéncia, pois é possivel que, dentro da mesma classe, os AG sejam
interconvertidos. Entretanto, a auséncia de PUFA n-3 ndo pode ser revertida pelo
fornecimento de PUFA n-6 e vice-versa porque os mamiferos ndo podem retirar ou
inserir insaturacdes nas posicdes 3-4 ou 6-7 dos PUFA (POMPEIA, 2002).
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2.3 Oxidacao de acidos graxos

Em estudos pioneiros na utilizacdo de marcadores sintéticos para estudar
processos bioquimicos, Franz Knoop, em 1904, observou que os AG séao
degradados pela oxidagcdo do carbono B, cunhando o nome [-oxidacdo para o
processo de oxidacdao de AG (STRYER, 1988). Em 1949, Eugene Kennedy e Albert
Lehninger mostraram que a oxidacado de AG ocorre nas mitocondrias e apenas em
1976 Lazarow e De Duve descreveram este processo também em peroxissomos.

No interior das células, antes de qualquer processo metabdlico, os AG sao
ativados pela sua ligacdo a coenzima A (CoA) no citoplasma, dando origem a
moléculas de acil CoA. Este processo € catalisado por um grupo de acil CoA
sintetases que difere quanto a sua localizacao celular e especificidade (COLEMAN;
LEWIN; MUOIO, 2000). A oxidacdo completa de AG compreende dois processos: a
B-oxidacao, onde as moléculas de acil CoA sdo convertidos em moléculas de acetil
CoA, e o ciclo de Krebs, onde as moléculas de acetil CoA geradas na (-oxidacao

sao oxidadas a CO..

2.4 B-oxidacao mitocondrial

Nas mitocdndrias, o processo da 3-oxidacao é altamente regulado. A entrada
das moléculas de acil CoA nestas organelas é a principal etapa de regulacdo da
oxidacao de AG sendo mediada pelo sistema carnitina palmitoil transferase (CPT). A
CPT-1, localizada na membrana mitocondrial externa, catalisa a conversao do acil
CoA em acil carnitina. As moléculas de acil-carnitina podem ser formadas no espacgo
intermembranas da mitocdndria ou migrar para este espaco através de poros da
membrana mitocondrial externa. Estas moléculas podem entdo atravessar a
membrana mitocondrial interna através do transportador acil-carnitina /carnitina. O
terceiro e ultimo passo do sistema carnitina palmitoil transferase é a transferéncia do
grupo acil da carnitina para uma molécula de CoA na matriz mitocondrial, catalisada
pela enzima CPT-2. O malonil CoA, formado pela ACC em condi¢cdes de grande
disponibilidade de glicose, € o inibidor alostérico mais importante da CPT-1
(KERNER e HOPPEL, 2000). A sintese de malonil CoA é o primeiro passo da via de

sintese de AG. A acao deste sobre o transporte de AG para a mitocéndria inibe a
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oxidacdo desses quando a sintese de novo é favorecida em consequéncia da alta
disponibilidade de glicose (WAKIL; STOOPS; JOSHI, 1983).

Uma vez o acil CoA estando na matriz mitocondrial, este pode sofrer [3-
oxidacado. Este processo consiste de quatro passos, através dos quais uma molécula
de acetil CoA é gerada as custas da retirada de dois atomos de carbono da cadeia
hidrocarbénica do acil-CoA, gerando uma molécula de FADH2 e NADH. A repeticao
deste ciclo de reagdes acontece quantas vezes for necessario para que a molécula
de acil CoA seja convertida em varias moléculas de acetil CoA, sendo o numero
destas dependente do tamanho da cadeia carbbnica do AG. Por exemplo, o acido
palmitico, que contém 16 atomos de carbono gera 8 moléculas de acetil CoA.

O primeiro passo da -oxidacao € uma desidrogenacéo do acil CoA, inserindo
uma dupla ligagdo trans entre os carbonos C2 e C3, catalisada pela acil CoA
desidrogenase, causando reducdo do FAD a FADH.. A acil CoA desidrogenase
apresenta diferentes isoformas, com especificidades distintas para acil CoAs de
tamanhos diferentes. O segundo passo da B-oxidacdo é a hidratacdo da dupla
ligacdo gerada anteriormente, catalisada pela enoil CoA hidratase. No terceiro
passo, a B-hidroxiacil CoA desidrogenase catalisa a desidrogenacdo da molécula
gerada no segundo passo da via, com a concomitante reducado do NAD+ a NADH. O
quarto e ultimo passo da via é catalisado pela tiolase, que adiciona uma molécula de
CoA ao acil CoA, culminando com a formacdo de uma molécula de acetil CoA e
outra de acil CoA encurtada em dois a&tomos de carbono. As trés ultimas enzimas da
via apresentam-se em um complexo trifuncional no figado de humanos e roedores
(COX, 2005).

Nas mitocondrias, as moléculas de FADH2 e NADH produzidas na (-oxidagao
doam seus elétrons para a cadeia transportadora de elétrons (CTE), cuja atividade
culmina na producdo de ATP a partir de ADP + Pi, reducdo do O2 e producéo de
H20. Além disso, as moléculas de acetil CoA geradas entram no ciclo de Krebs, para
serem oxidadas a CO», gerando outras moléculas de FADH2, NADH e GTP.

A oxidacdo de PUFA requer duas etapas adicionais, em relacdo a dos AG
saturados. Duplas ligagdes em carbonos pares precisam ser metabolizadas para
que prossiga a sequéncia de ciclos da (B-oxidacéo. Estas reac¢des sédo catalisadas
pela 2,4-dienoil-CoA redutase que é dependente de NADPH. Esta enzima reduz uma

dupla ligagdo na molécula A2-trans, A4-cis enoil CoA gerando A3-trans enoil CoA,
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que é convertido a A2-trans enoil CoA pela A3,A2 trans enoil CoA isomerase
(SMELAND et al., 1992). A Figura 1 apresenta a reagéo catalisada pela enzima 2,4-
dienoil-CoA redutase em um esquema da B-oxidagdo do linoleoil-CoA, gerado a
partir do acido linoléico e, portanto, contendo uma dupla ligagdo em um carbono

par .

\

0

03
CO-SCoA \/\/\=/\)l SCoA

13 12 10 09 05 04 02

NADPH
3 ciclos d 2,4-dienoil-CoA redutase
ciclos de

NADP+
B-oxidacao

04

AN/ C0-5CoA
\/\/E/\=/\fSC°A 03
07 06 04 03 { l -~ A3, A2-enoil-CoA

isomerase
A3, A2-enoil-CoA
o isomerase

02
03 \/\/\/\//\ CO-SCoA
\/\/\=/\/\\)l SCoA

07 06 02

O gomes 0000, ., v
0

4 ciclos de o
— SCoA B-oxidacao acetil-CoA

SCoA

Acil-CoA
desidrogenase

Figura 1. Esquema da B-oxidacao de linoleoil-CoA. O diagrama mostra a reagao adicional
necessaria para a -oxidacao do &cido linoléico, evidenciando a participacdo da 2,4
dienoil CoA redutase.

Fonte: Adaptado de Wanders et al. (1999).

2.5 Biologia dos peroxissomos e a -oxidacao peroxissomal

Os peroxissomos sé&o organelas com diametro entre 0,1 - 1 um, envoltas por
uma membrana simples, contendo matriz granulosa que pode apresentar inclusdes
cristalinas de enzimas (SCHRADER e FAHIMI, 2008). Estas organelas foram
descritas pela primeira vez em 1954 por Rhodin, que as chamou de microssomos.
Somente em 1966, De DuVe e Baudhuin os isolaram pela primeira vez em

mamiferos a partir do figado de ratos. Estes autores também descreveram a
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presenca de enzimas geradoras de H20: e da catalase nestas organelas, fato que
0s levou a cunhar 0 nome peroxissomos.

A primeira descricdo de um sistema capaz de oxidar AG fora das mitocondrias
foi feita em 1969 em glioxissomos de sementes de mamona (COOPER e BEEVERS,
1969). Durante a germinacao, os glioxissomos tem a fung¢éao de prover esqueletos de
carbono a partir de moléculas de lipidios enquanto as estruturas fotossintetizantes
nao estdo presentes. A descricdo da oxidacdo de AG em peroxissomos isolados de
figado de ratos, ocorrendo em paralelo a oxidagdo nas mitocondrias, foi realizada
por Lazarow e De Duve em 1976, que também descreveram o estimulo desta funcéo
pelo clofibrato.

A importancia dos peroxissomos na sintese de glicerolipidios foi descrita em
1979 (HAJRA; BURKE; JONES, 1979) e a sua importancia no metabolismo de AG
de cadeia muito longa em 1982, pela observacdo do acumulo destes em portadores
da sindrome de Zellweger, uma doenca causada pela auséncia de peroxissomos em
figado, rins e cérebro (BROWN et al., 1982).

Desde a metade do século 20 é conhecida a resposta na proliferacéo destas
organelas pelo tratamento com agentes hipolipidemiantes (HESS; STAUBLI; RIESS,
1965; SVOBODA e AZARNOFF, 1966). Entretanto, apenas no inicio da década de
1990 foi descrita a dependéncia da proliferacdo de peroxissomos pela ativacao do
que foi chamado “Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissomos” (PPAR)
(ISSEMANN e GREEN, 1990).

Apesar das reagbes envolvidas na B-oxidacado peroxissomal de AG serem
muito parecidas com as da (-oxidacéo mitocondrial, existem muitas diferencas nesta
via entre as duas organelas. Estas diferengcas sdo primariamente relacionadas a
magquinaria enzimatica e o destino dos produtos gerados.

A principal diferenca da [-oxidacdo peroxissomal em comparacao a
mitocondrial é o primeiro passo da via. Nos peroxissomos, esta reacdo nao é
catalisada pela acil CoA desidrogenase como nas mitocondrias, mas por uma acil
CoA oxidase, uma flavoproteina que transfere os elétrons derivados da
desidrogenacéo do acil CoA diretamente para o oxigénio molecular. Esta reagcédo nao
gera poder redutor (NADH) e n&o contribui para a geracdo de ATP, mas leva a
producdo de H203, que é entdo degradada pela enzima catalase, gerando H20 e 1/2

O:.. Existem diferengcas importantes entre as acil CoA oxidases de ratos e humanos.
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Em ratos, ha duas isoformas de acil CoA oxidases em peroxissomos nhao hepaticos -
palmitoil CoA oxidase e pristanoil CoA oxidase. Nos hepatocitos, além destas duas
isoformas, ha ainda a colestanoil CoA oxidase, que reage exclusivamente com
ésteres de intermediarios do metabolismo de &cidos biliares (VAN VELDHOVEN et
al.,, 1992). Em humanos, existem apenas duas isoformas de acil CoA oxidase; uma
palmitoil CoA oxidase, com propriedades similares a correspondente encontrada em
ratos e a acil CoA oxidase para grupos acil de cadeia ramificada, com
especificidades similares as das pristanoil CoA oxidase e da colestanoil CoA oxidase
encontradas em ratos (VANHOVE et al., 1993). Ainda com relagdo as diferencas no
conjunto de enzimas, diferentemente das mitocdndrias, 0os peroxissomos contém
enzimas bifuncionais que catalisam o segundo e terceiro passos da 3-oxidacao.

A especificidade do substrato & outra diferenca importante entre a 3-oxidacao
peroxissomal e mitocondrial. Peroxissomos contém enzimas que metabolizam
PUFA e AG de cadeia muito longa, que ndo podem ser metabolizados nas
mitocOndrias. A entrada dos substratos para a B-oxidacdo também se apresenta
diferente entre as duas organelas. Enquanto o transporte de AG de cadeia longa nas
mitocdndrias é exclusivamente mediado pelo sistema CPT, nos peroxissomos, este
sistema néo existe, mas a carnitina tem importancia na exportacdo de acil CoA
(WANDERS et al., 2001).

Durante muito tempo, aceitou-se a idéia de que as moléculas de acetil CoA
geradas na B-oxidacdo peroxissomal sdo translocadas para a mitocéndria, onde
seriam oxidadas pelo ciclo de Krebs, gerando equivalentes redutores, GTP e COa.
Entretanto, em estudos da B-oxidacdo em coracdo perfundido de ratos, ndo foi
detectada transferéncia das moléculas de acetil CoA geradas nos peroxissomos
para as mitocondrias (BIAN et al., 2005). Este fato levanta a possibilidade destas
moléculas serem empregadas na sintese de outros compostos. O uso do acetil CoA
proveniente da B-oxidacdo na elongacdo de AG foi descrito em células HepG2
(WONG et al., 2004). A Figura 2 ilustra as principais reacdes da oxidagéo de AG em
uma célula hipotética sem peroxissomos € em uma outra célula onde a participacéao

dos peroxissomos neste processo € expressiva.
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Figura 2 - Comparacdo entre a B-oxidacdo mitocondrial e a peroxissomal.

Esquema

representando a oxidacdo de acil-CoA em uma célula hipotética contendo apenas
mitocdndrias (A) e em outra célula contendo peroxissomos e mitocéndrias (B). Importante
atentar para o aumento da capacidade de oxidacdo de AG em células contento
peroxissomos e a ineficiéncia da B-oxidacdo peroxissomal em relagdo ao sistema
mitocondrial - producdo de H:O> na primeira etapa da B-oxidagcdo peroxissomal e a
possibilidade de ndo haver translocagédo de NADH do peroxissomo para a mitocdndria.
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2.6 Insulina

A insulina é secretada pelas células 3 pancreéticas apds a elevagao de glicose
e nutrientes no plasma. As células secretoras de insulina sdo estimuladas pela
elevacao nas concentracées plasmaticas destes nutrientes por um mecanismo
dependente da glicoquinase (MATSCHINSKY; GLASER; MAGNUSON, 1998).
Observa-se entao aumento da relacdo ATP/ADP causando fechamento dos canais
de potassio dependentes de ATP, despolarizacdo da membrana plasmatica, influxo
de Ca2+ e secrecéao de insulina (ASHCROFT e GRIBBLE, 1999).

Uma vez na circulagdo, a insulina desencadeia uma série de acbes que
culminam na reducdo da glicemia e aumento das reservas de metabdlitos
energéticos em diferentes tecidos (KROOK et al., 1997). Os principais efeitos da
insulina sdo: aumento da sintese de glicogénio no musculo e figado; reducdo da
produgdo hepatica de glicose; inibicdo da lipdlise no tecido adiposo; inibicdo da
protedlise e aumento da sintese protéica no musculo e estimulo da lipogénese em
tecido adiposo e figado. Além dos efeitos no metabolismo energético, a insulina
também participa da regulacdo de outros processos, incluindo aumento da
proliferagdo celular.

A acado da insulina inicia-se pela sua ligacdo a subunidade a do receptor,
estimulando a atividade tirosina quinase intrinseca do receptor (BALLOTTI et al.,
1989; KASUGA, 1993), que culmina em autofosforilacdo dos seus residuos de
tirosina. As subunidades [ fosforiladas permitem a ligacdo e fosforilacdo dos
substratos do receptor de insulina-1, 2, 3 e 4 (IRS-1, 2, 3 e 4), dentre outros
(PRONK et al., 1993).

Apos fosforilado, o IRS-1 associa-se a varias proteinas incluindo a fosfatidil-
inositol 3-quinase (PI3-quinase) (BACKER et al., 1992; NYSTROM e QUON, 1999).
A PI3-quinase ativada fosforila o fosfatidil-inositol (PI), resultando na formacéo de
PlI-3-fosfato, PI-3,4-difosfato e PI-3,4,5-trisfosfato, que permitem a propagacéo de
sinais mediados por esta enzima (KAPELLER e CANTLEY, 1994). Um desses sinais
€ a ativacdo da quinase dependente de fosfoinositideos-1 (PDK-1), que esta
envolvida na fosforilacao e ativacao da proteina quinase B (PKB ou Akt) (ALESSI et
al., 1996) e das isoformas atipicas de proteina quinase C (PKC) A e  (DONG et al.,
1999). A Akt regula varias respostas da insulina (ALESSI e DOWNES, 1998;
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SUMMERS et al., 1999), como translocacéo do transportador da glicose - GluT4 a
membrana plasmatica (CHEATHAM et al., 1994; QUON et al.,, 1995), sintese
protéica via p70 S6 quinase (p70S8K) (CHANG e TRAUGH, 1998), sintese de
glicogénio, oxidacéo de glicose e atividade da lipase horménio sensivel (CARLSEN;
CHRISTIANSEN; VINTEN, 1997; ASANO, 2000).

Outra via de sinalizagdo da insulina é a cascata MAP quinase, que se
inicia com a associagcéo da Grb-2 ao Shc e, em menor grau, ao IRS-1, levando a
formacédo do complexo Grb-2/Son of Sevenless (SoS) na membrana plasmatica (LI
et al., 1993; SKOLNIK et al., 1993) e consequente ativacdo da proteina c-Ras que,
por sua vez, ativa a raf, primeiro elemento da cascata MAP quinase (BARON e VAN
OBBERGHEN, 1995). Apesar de controversa, sugere-se a ativacdo desta cascata
nos processos de sintese de glicogénio e translocacdo de GLUT-4 a membrana
plasmatica (YANO et al., 1993; SOMWAR et al., 2001; NYSTROM e QUON, 1999).
O aumento na sintese de glicogénio deve-se também a ativagéo da fosfoproteina
fosfatase-1 (PP-1) através da p90 S6 quinase ribossomal (p90rsk). A PP-1 é
responsavel pela desfosforilacdo e ativacdo da glicogénio sintase, resultando em

aumento na sintese de glicogénio (YANO et al., 1993).

2.7 Efeitos dos acidos graxos nas respostas a insulina

O diabetes mellitus tipo 2 e a obesidade apresentam resisténcia a insulina
como caracteristica comum (GORDON, 1960; BODEN, 1997). Nestas situacées, a
concentracdo plasmatica de AG livres esta elevada e o envolvimento desses
metabdlitos no desenvolvimento da resisténcia a insulina tem sido proposto. O
aumento prolongado da concentracdo de AG livres no plasma causa redugcéo nas
acOes deste hormébnio em varios tecidos, principalmente musculos estriados, figado
e adipécitos (RANDLE et al., 1963; HUNNICUTT et al.,, 1994; KIM et al., 1996;
OAKES et al., 1997; BODEN, 2003). Entretanto, os mecanismos envolvidos ainda
nao sao completamente conhecidos.

A influéncia nas agbes da insulina varia de acordo com o tipo de AG. O
acido palmitico induz resisténcia ao horménio, causando reducédo na captacdo de
glicose em adip6citos (HUNNICUTT et al.,, 1994; VAN EPPS-FUNG et al., 1997) e
musculo esquelético (THOMPSON et al., 2000; MONTELL et al., 2001; YU et al.,
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2002). Este AG causa também reducéo na sintese de glicogénio em adipécitos (VAN
EPPS-FUNG et al., 1997) e tecido muscular (SCHMITZ-PEIFFER, 2000;
THOMPSON et al., 2000).

Os efeitos dos AG dependem do tempo de exposi¢ao das células/tecido a
estas moléculas. Quando o musculo séleo € incubado por 1 hora na presenca de
acido palmitico, observa-se diminuicdo da fosforilagcdo de algumas proteinas da via
de sinalizagdo da insulina sem, entretanto, reduzir a captacdo de glicose ou a
sintese de glicogénio (HIRABARA et al., 2007). Por outro lado, quando a exposi¢ao
ocorre por periodo de tempo prolongado (infuséo de lipidios por 5 horas), a inibicao
da fosforilacdo de proteinas da cascata de sinalizac&o a insulina € mais pronunciada
e ocorre diminuicdo na captacao de glicose e sintese de glicogénio (YU et al., 2002).

Os PUFA, especialmente EPA e DHA, estdao envolvidos no aumento da
sensibilidade a acéo da insulina (STORLIEN et al., 1991; LIU et al., 1994; CHICCO
et al., 1996). PUFA n-3 na quantidade de 2,6 g/Kg da dieta previnem a resisténcia a
insulina induzida pela sacarose. Além disso, algumas alteracbes decorrentes da
resisténcia a insulina sdo parcialmente revertidas e o transporte de glicose aumenta
em ratos que recebera dietas com razdo n-6:n-3 de 10 ou 5. Estes efeitos ndo sao
observados quando a relacdo n-6:n-3 € superior a 10 (GHAFOORUNISSA et al.,
2005). Holness et al. (2004) afirmam que PUFA n-3 revertem a hiperinsulinemia ap6s
a administragdo intravenosa de glicose em ratos que apresentam resisténcia a
insulina induzida por AG saturados. A substituicdo de uma dieta hiperlipidica por
outra rica em 0leo de peixe melhora a agdo da insulina em ratos, o que nao ocorre
quando uma dieta rica em &cido y-linolénico (PUFA n-6) € utilizada. Este efeito do
Oleo de peixe na sensibilizagdo a insulina é acompanhado de diminuicdo dos valores
de triacilglicerdis e AG livres (NEFA) no plasma e do conteudo de lipidios no figado e
musculo (SIMONCIKOVA et al., 2002).

Pighin et al. (2003) sugerem que o aumento de EPA e DHA nos fosfolipidios
da membrana de musculo esquelético de ratos tratados com Oleo de peixe relaciona-
se com a reversao na baixa sensibilidade a insulina. Esta alteracdo na composicao
dos fosfolipidios pode influenciar a secrecdo e a acdo da insulina através de
alteracbes na fluidez da membrana e na funcdo de segundos mensageiros. Outro
possivel mecanismo através do qual os PUFA n-3 previnem a resisténcia a insulina

in vivo pode ser devido ao efeito hipolipidemiante do 6leo de peixe (LOMBARDO e
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CHICCO, 2006). Nas proximas sessOes seréo discutidos os principais mecanismos

de acao dos AG na modulagéo da resisténcia a insulina.

2.7.1 Ciclo de Randle

O ciclo AG-glicose ou ciclo de Randle refere-se ao aumento na
disponibilidade de AG e acumulo de metabdlitos na célula com diminuicdo na
captacéo de glicose. O aumento no conteudo de acetil-CoA proveniente de AG eleva
a producao de citrato, que juntamente com a razao ATP/ADP elevada, inibe a
atividade da fosfofrutoquinase, resultando em reducéo da atividade da via glicolitica.
Como consequéncia, ha aumento no contetudo de glicose-6-fosfato, que passa a
inibir a hexoquinase |l, causando acumulo de glicose intracelular e reducéo do seu
transporte. Assim, os AG causam inibicdo da captacdo e utilizagcdo de glicose,
resultando em resisténcia a insulina (RANDLE et al., 1963).

Contrariando o postulado do ciclo de Randle, verificou-se que os AG
diminuem o conteudo intracelular de glicose-6-fosfato e glicose antes da reducéo na
captacdo de glicose estimulada pela insulina (THOMPSON et al., 2000;
PERSEGHIN; PETERSEN; SHULMAN, 2003), sugerindo que outros mecanismos
estdo envolvidos na resisténcia ao horménio induzida por esses metabdlitos.
Entretanto, Hirabara e colaboradores demonstraram que os efeitos dos AG na
resposta a insulina podem ser explicados pelo ciclo de Randle quando a exposicéao
aos AG é prolongada (HIRABARA et al., 2007).

2.7.2 Inibicao da sinalizacao a insulina

O efeito dos AG sobre a via de sinalizagdo da insulina foi estudado em varios
tipos celulares. O &cido palmitico inibe a atividade da MAP quinase em fibroblastos
(USUI et al., 1997) e a fosforilacdo e a atividade da Akt em coracdo perfundido de
rato e em células cardiacas HL-1 (SOLTYS et al., 2002). Além disso, o acido
palmitico reduz a fosforilagdo de pp185 (IRS-1 e -2) e em Akt de mdusculo
esquelético de rato (THOMPSON et al., 2000; HIRABARA et al., 2003) e células
musculares C2C12 (CHAVEZ e SUMMERS, 2003) e da GSK-3 em células
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musculares C2C12 (SCHMITZ-PEIFFER; CRAIG; BIDEN, 1999) e musculo
esquelético de rato (HIRABARA et al., 2003).

Trés vias podem estar envolvidas na inibicdo da sinaliza¢ao a insulina por AG
(BOLLAG et al., 1986; SCHMITZ-PEIFFER, 2000):

1) inibicao da atividade da tirosina quinase do receptor da insulina. O
relato da inibicdo da atividade da PI-3 quinase associada ao IRS-1 apés infuséo
de lipidios foi realizado por Dresner et al. em 1999. O mesmo grupo descreveu a
relacdo deste efeito com a inibicdo da fosforilagdo em residuos de tirosina do
IRS-1 (YU et al, 2002). Estes resultados foram também descritos através de
estudos in vitro, onde o &cido palmitico diminui a fosforilacdo em tirosina de IRS-1
e -2 em musculo séleo isolado de ratos (HIRABARA et al., 2003).

2) ativacao de tirosina fosfatases. A atividade e/ou a expresséo de tirosinas
fosfatases, tais como fosfatase LAR (leukocyte antigen-related), proteina-tirosina
fosfatase 1B (PTP1B) e SHP2, estdo elevadas em humanos e roedores obesos
(MCGUIRE et al., 1991; AHMAD et al., 1997), sugerindo o envolvimento destas
fosfatases no desenvolvimento da resisténcia a insulina induzida por AG.

3) ativacao de serina e treonina quinases. Em muitos estudos foi verificado
gue os AG aumentam a atividade de algumas isoformas de proteinas quinases C
(PKC) em musculo esquelético, tais como: PKC-¢ em ratos e PKC-6 e -6 em
humanos e ratos (SCHMITZ-PEIFFER et al., 1997; GRIFFIN et al., 1999). PKC
constituem um grupo de serina quinases com fungéo importante em processos de
crescimento, diferenciacéo, apoptose e secrecdo em diferentes tipos celulares. A
ativacdo de PKC por AG pode estar relacionada a fosforilacdo elevada em
residuos de serina e treonina de IRS-1 (SHULMAN, 2000).

2.7.3 Metabolitos lipidicos envolvidos na resisténcia a insulina

Desde o final da década de 90, a funcdo das ceramidas e diacilgliceréis
(metabdlitos originados a partir dos esfingolipidios de membrana, mono e
tricilglicerois) tem sido intensamente investigada e ha fortes evidéncias de que
estejam envolvidos no desenvolvimento da resisténcia a insulina.

As ceramidas sao a base estrutural dos esfingolipidios, um grupo de lipidios

polares que participam da formagdo da membrana plasméatica, sendo composta por

36



um grupo fosforilcolina, uma molécula de esfingosina e um AG de cadeia longa.
Através da acéo de esfingomielinases, que clivam o grupo fosforilcolina, formam-se
as ceramidas. Pela acdo de ceramidases, estas sdo decompostas em esfingosina e
um AG livre (COX, 2005).

As ceramidas apresentam funcdo importante como segundos mensageiros
(GOMEZ-MUNOZ, 1998). A producdo de ceramidas € aumentada por estimulos
indutores de apoptose, diferenciacéo e citocinas inflamatoérias (PFEILSCHIFTER e
HUWILER, 2000). A presenca de atividade de esfingomielinase neutra dependente
de Mg%* em mausculo esquelético confirma que a sinalizagdo via ceramidas é
operante neste tecido.

Em células musculares em cultura tratadas com acido palmitico, foi observado
aumento expressivo na concentracéo de ceramidas e os efeitos do acido palmitico
foi mimetizado por um analogo destas (SCHMITZ-PEIFFER; CRAIG; BIDEN, 1999).
O exercicio fisico induz diminuicdo no conteudo de ceramidas no musculo por
reduzir a atividade da esfingomielinase neutra dependente de Mg2* e melhora a
captacdo de 2-desoxi-glicose em diferentes tipos de musculo esquelético
(DOBRZYN e GORSKI, 2002).

2.7.4 A composicao dos lipidios da membrana e a sinalizacao a insulina

Varios grupos sugerem que a presenca de PUFA n-3 na composicéo de
fosfolipidios de membrana é importante para os efeitos desses AG na manutencao
dos efeitos da insulina (STORLIEN et al.,, 1991; PIGHIN et al., 2003). Dominios
especificos da membrana plasmatica, conhecidos como lipid rafts e cavéolas podem
concentrar receptores para diversos estimulos.

Cavéolas podem ser reconhecidas na maior parte da membrana
citoplasmatica por constituirem dominios morfologicamente identificaveis, altamente
ricos em colesterol e esfingolipideos e apresentarem relativa insolubilidade em
detergentes como o Triton X-100 (FRANK et al., 2001; RAZANI e LISANTI, 2001).
Entre os componentes estruturais das cavéolas, foram identificadas as caveolinas —
proteinas integrais de membrana ligadas ao colesterol que apresentam trés

isoformas (-1, -2 e -3). Cada caveolina apresenta um unico padrdo de distribuicéo,
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sendo a caveolina-3 a isoforma expressa em células de musculo esquelético, liso e
cardiaco (TANG et al., 1996; SCHLEGEL et al., 1999).

Sabe-se que cavéolas e caveolinas estao envolvidas na transducédo de sinais,
inclusive o sinal da insulina (GUSTAVSSON et al.,, 1999; PARPAL et al., 2001).
Varias moléculas de sinalizacdo estédo localizadas nestes dominios de membrana,
como tirosinas quinases da familia Src, membros das cascatas MAPK e ras e
receptor de tirosinas quinases (NYSTROM et al., 1999; RAZANI; RUBIN; LISANTI,
1999; LEE et al.,, 2001). Além disso, Cohen et al., 20083 demonstraram que a
caveolina-1 interage diretamente com o receptor da insulina, estabilizando e
protegendo-o da degradacdo. Em cavéolas de células de ratos que receberam
dietas com PUFA n-3 observa-se aumento de fosfolipideos n-3 e reducédo de

colesterol, alterando o microambiente destas (MA et al., 2004).

2.7.5 Acidos graxos e modulacdo da expressao génica

Acidos graxos poliinsaturados reduzem a expressdo da ACS, ACC, piruvato
quinase, ATP-citrato liase, enzima malica, apoliproteina A1 e dessaturases A-5 e -6
(SESSLER e NTAMBI, 1998; JUMP e CLARKE, 1999). O éleo de peixe, rico em
PUFA n-3, ao contrario da trioleina, atenua a expressao das enzimas glicoquinase,
piruvato quinase, enzima malica, AGS e proteina S14 no figado de ratos que
receberam dieta rica em glicose. Em estudos in vitro com hepatdcitos, foi
demonstrado o efeito de PUFA das séries n-3 e n-6 na redugdo da expressao dos
genes que codificam a AGS, piruvato quinase e proteina S-14 (JUMP e CLARKE,
1999). A adicdo de PUFA n-3 na dieta de ratos induz a sintese de enzimas
responsaveis pela oxidacdo de AG nos peroxissomos hepaticos, como a ACO,
enquanto suprimem a expressao de enzimas lipogénicas como a AGS (REN et al.,
1997).

Em musculo esquelético, AG de cadeia longa aumentam a expressédo das
proteinas desacopladoras -2 e -3 (UCP-2 e -3), tioesterase-1 mitocondrial (MTE-1),
CPT-1 e ACO (BRUN et al., 1999; TOTLAND et al.,, 2000; CHEVILLOTTE et al.,
2001).
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2.7.6 Acidos graxos e receptores ativados por proliferados de peroxissomos

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPAR) séo
fatores de transcricdo que regulam a expressao de genes envolvidos principalmente
no metabolismo de lipidios. Existem trés isoformas de PPAR descritas: a, B/d e y
(SCHOONJANS; STAELS; AUWERX, 1996; KERSTEN; DESVERGNE; WAHLI,
2000; BISHOP-BAILEY e WRAY, 2003). O PPARa é expresso principalmente em
tecidos com alta capacidade oxidativa de AG como figado, coragdo, musculo
esquelético e rins. O PPARB € expresso na maioria dos tecidos e em quantidades
maiores que as demais isoformas. Ja o PPARY é expresso principalmente no tecido
adiposo, com menor expressdo em outros tecidos (SCHOONJANS; STAELS;
AUWERX, 1996; MICHALIK e WAHLI, 1999; KERSTEN; DESVERGNE; WAHLI,
2000; BISHOP-BAILEY e WRAY, 2003).

Entre os ligantes naturais dos PPAR estao os AG de cadeia longa e alguns
derivados (GOTTLICHER; WIDMARK; GUSTAFSSON, 1992; KELLER et al., 1993).
Chambrier e colaboradores relatam que EPA regula a transcricdo de PPARy em
adip6citos humanos in vivo. Uma vez ligados, o complexo PPAR-ligante
heterodimeriza-se com o receptor do acido 9-cis-retindico (RXR), ligado ao acido 9-
cis-retindico (GEARING et al.,, 1993; CHA et al.,, 2001). O heterodimero formado
migra para o nucleo da célula onde se liga a regides regulatorias de varios genes-
alvo conhecidas como elementos de resposta a PPAR (GEARING et al., 1993).

No figado, a ativagdo do PPARa resulta em aumento no transporte e
oxidacéo de AG. Isto € devido ao aumento na expressao de varios genes envolvidos
no metabolismo de AG (MALLORDY et al., 1995; MASCARQO et al., 1998). No tecido
adiposo, a ativacdo do PPARY estéa relacionada com a diferenciacéo de adipocitos e
aumento na captacdo e armazenamento de AG (AMRI; AILHAUD; GRIMALDI, 1994;
ROSEN e SPIEGELMAN, 2001).

A inducéo da expressao dos genes das enzimas ACO e citocromo P450 4A2
por PUFA n-3 requer a ativacdo do PPARa. Por outro lado, a inibicdo da AGS e da
proteina S14 mediada pelos PUFA n-3 nao envolve esta isoforma de PPAR,
sugerindo a participacdo de outros mecanismos (REN et al., 1997). Os efeitos dos
PPAR no musculo esquelético, por outro lado, sdo menos conhecidos. Sugere-se

que a ativacdo dos PPARa e B neste tecido esta envolvida no aumento da oxidacao
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de AG. A ativacdo do PPARa no musculo esquelético resulta em aumento na
expressao da MTE-1 (STAVINOHA et al.,, 2004), piruvato desidrogenase quinase
(PDK), UCP e ativagao do PPARB (CHEVILLOTTE et al., 2001).

2.8 Acidos graxos e obesidade

A relacdo entre obesidade e ingestdo de lipidios com a sensibilidade a
insulina ja foi bem caracterizada (LICHTENSTEIN e SCHWAB, 2000). Apesar disso,
populacbes que mantém alta ingestdo de peixes ricos em gordura como 0s
esquimoés da Groenlandia, apresentam menores indices de problemas
cardiovasculares, dislipidemia, diabetes e resisténcia a insulina (MOURATOFF;
CARROL; SCOTT, 1967; BANG; DYERBERG; SINCLAIR, 1980; KROMANN e
GREEN, 1980; FESKENS; BOWLES; KROMHOUT, 1991; BJERREGAARD;
PEDERSEN; MULVAD, 2000). Os PUFA n-3, presentes em altas concentragbes na
gordura dos peixes ingeridos pelos esquimés, podem protegé-los dos efeitos
negativos associados a alta ingestao de gordura.

Em estudos com animais, PUFA n-3 sdo associados com reducé&o dos
depositos de tecido adiposo, concentracéo de lipidios plasmaticos e tamanho dos
adipdcitos, ao contrario dos AG saturados (PARRISH; PATHY; ANGEL, 1990
PARRISH et al.,, 1991; OTTO; BALTZELL; WOOTEN, 1992; BELZUNG; RACLOT;
GROSCOLAS, 1993; JONES; TOY; CHA, 1995). O EPA promove reducdo da massa
corporea, depdsitos de tecido adiposo e dos disturbios na homeostase glicémica em
camundongos tratados com dieta hiperlipidica e hipersacaridica (SATO et al., 2010).
O DHA reduz a expressao de genes de enzimas lipogénicas e aumenta a expressao
de genes responsaveis pela oxidacdo de lipidios no figado, reduzindo o ganho de
peso dos camundongos (SUN et al., 2010). A auséncia de PUFA n-3 na dieta leva ao
aumento da concentracdo de triacilglicerdis no figado e de colesterol na circulagao
(PACHIKIAN et al., 2008).

Os acidos oléico e palmitoléico sdo gerados ap6s poucas modificagcbes do
acido palmitico, produto direto da AGS. O acido oléico induz acumulo de
triacilglicerois em células 3T3-L1 (MADSEN; PETERSEN; KRISTIANSEN, 2005) e o
palmitoléico é positivamente correlacionado com obesidade em humanos (OKADA et
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al., 2005; PAILLARD et al., 2008). Sato e colaboradores demonstraram que o EPA
reduz a expressdo da enzima responsavel pela sintese dos acidos palmitoléico e
oléico - SCD-1, e a concentracdo destes AG em particulas de VLDL do plasma de
camundongos (SATO et al., 2010).

A reducao na sintese de lipidios induzida pelos PUFA n-3, somada ao estimulo
da oxidacgéo de lipidios também induzida por estes AG contribui para a prevencéo da
obesidade e diabetes estimulada pelos PUFA n-3. Os mecanismos de acéo dessas

moléculas s&o alvos terapéuticos importantes para o tratamento dessas doencas.
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3 Hipotese

Os PUFA n-3 sao reconhecido pelos seus efeitos antilipemiantes. Evidéncias
experimentais e estudos populacionais mostram que estes AG induzem aumento da
oxidacdo de lipidios. Por outro lado, a ingestdo de quantidades excessivas de
gordura de origem animal contribui para o desenvolvimento da resisténcia a insulina
por interferir em varios processos envolvidos na resposta das células a este
hormaénio e na regulacédo da homeostase glicémica.

Este conhecimento prévio nos levou a formular a hipétese de que
camundongos tratados com dietas com alto teor de PUFA n-3 apresentariam
oxidagcao mais intensa de AG, protegendo-se dos efeitos do acumulo destes, mesmo
quando ingeridos em quantidades excessivas. Por outro lado, animais tratados com
dieta hiperlipidica com baixo teor de PUFA n-3 estariam predispostos a acumular

AG, visto que a oxidacao destas moléculas ndo estaria estimulada.
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4 Objetivos

4.1 Objetivos gerais

Comparar os efeitos de dietas com diferentes contetdos de PUFA n-3,
preparadas a base de 6leo de peixe e banha de suinos na homeostase

glicémica em camundongos da linhagem Swiss.

4.2 Objetivos especificos

+ Apontar diferencas induzidas pelo 6leo de peixe e pela banha de suinos no

acumulo de tecido adiposo e ganho de peso;

*Investigar o metabolismo de lipidios em resposta as diferentes intervengdes
dietéticas e relacionar as alteracbes deste com aquelas observadas no
metabolismo de carboidratos;

* Estudar os mecanismos de acao através dos quais os PUFA n-3 modulam o
metabolismo da glicose.
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5 Materiais e métodos

5.1 Modelo animal

Camundongos machos da linhagem Swiss procedentes do Biotério Central da
Universidade de Campinas (Campinas, SP) e do Animal Resources Center (Perth,
Australia) foram mantidos em um ciclo claro/escuro de 12/12h com livre acesso a
agua e racdo. Foram tratados 3 lotes de animais para a obtencédo dos dados aqui
apresentados. Em todas as ocasides, os tratamentos somente foram iniciados
quando os camundongos apresentavam a idade de 8 - 10 semanas.

Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo
Paulo e do Garvan Institute/St. Vincent’s Hospital e conduzidos seguindo protocolos
experimentais aprovados no Brasil e Australia.

A resisténcia a obesidade induzida pela dieta é uma das caracteristicas da
linhagem de camundongos Swiss (WEST et al.,, 1992). O uso desta linhagem de
camundongos reduz a influéncia da obesidade nos efeitos observados, que passam

a ser mais dependentes da dieta.

5.2 Desenho experimental

Os camundongos foram divididos em cinco grupos alimentados com dietas
contendo diferentes quantidades de lipidios por 8 semanas. O grupo referéncia
(chow) recebeu dieta padrdao para roedores. Dois grupos foram alimentados com
dietas contendo 4% e 40% de lipidios (em massa), consistindo de 90% de 06leo de
peixe e 10% O6leo de soja. Estes grupos foram denominados NFO e HFO,
respectivamente. Os outros dois grupos foram alimentados com dietas contendo 4%
e 40% de lipidios cuja composicao foi 90% banha de suinos e 10% de éleo de soja e
denominados NL e HL. Os teores de lipidios totais foram selecionados de forma que
duas dietas preparadas a base de banha e 6leo de peixe apresentassem teor de
lipidios semelhante ao da dieta padrdo para animais de laboratorio, enquanto as

duas outras dietas fossem preparadas com teores muito maiores de lipidios
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(quantidade 10 x maior em massa). A composicdo das dietas baseou-se na
formulacéo das dietas D12450B e D12492 da empresa Research Diets (Research
Diets Inc., New Brunswick, USA). O perfil de AG e a composicao das dietas estéo
apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Este desenho experimental permitiu a comparacdo dos efeitos das dietas
contendo Oleo de peixe com aquelas contendo banha, quando o conteudo de lipidios
totais foi baixo ou alto. A banha de suinos foi utilizada como controle em relagéo ao
Oleo de peixe por seu baixo conteudo de PUFA n-3. O grupo referéncia foi
alimentado com dieta padrdao para roedores mantidos em biotérios por esta ser a
condicdo considerada normal. Apesar disso, devido ao fato desta dieta ser
preparada com ingredientes muito diferentes daqueles utilizados para os grupos
NFO, HFO, NL e HL, as comparacgbes entre os ultimos e o grupo chow devem ser
realizadas com cautela. Fatores como palatabilidade, digestibilidade, conteudo de
acucares simples, fibras e outros podem ter efeito significativo no metabolismo de

macronutrientes.

Tabela 2 - Ingredientes e contetudo energético das dietas. Aiguns ingredientes da
dieta do grupo Chow foram estimados de acordo com as informag¢des constantes no
website do fabricante. * - valores referentes a carboidratos, proteinas, lipidios e fibras
totais, ndo necessariamente da mesma fonte utilizada para o preparo das dietas dos
demais grupos. Chow - grupo controle, NFO - grupo tratado com dieta normolipidica a
base de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de éleo de
peixe, NL - grupo tratado com dieta normolipidica a base de banha, HL - grupo tratado
com dieta hiperlipidica a base de banha.

Ingredientes (g/ Kg) Chow| NFO | HFO | NL HL
amido 466 116 466 116
amido dextrinizado 533 * | 155 132 155 132
sacarose 100 100 100 100
caseina 220 * | 140 200 140 200
Oleo de soja 45* 4 35 4 35
6leo de peixe (NFO e HFO) ou banha (NL e HL) 36 315 36 315
celulose 80~ 50 50 50 50
mistura de minerais 122 35 35 35 35
mistura de vitaminas 10 10 10 10 10
cistina 2 3 2 3
bitartato de colina 3 3 3 3
energia (KJ /g) determinado por calorimetria 15,2 | 106 | 225 | 10,6 | 22,5
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Tabela 3 - Composicao de acidos graxos das dietas. Dados expressos como
percentagem de participacao nos lipidios totais extraidos das dietas ou calculados a partir
da formulacao do componente lipidico das mesmas. Apesar do conteudo lipidico diferente
(ver Tab. 1), os grupos NFO e HFO apresentam a mesma composi¢cao percentual em
acidos graxos, assim como os grupos NL e HL. Chow - grupo controle, NFO - grupo
tratado com dieta normolipidica a base de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com dieta
hiperlipidica a base de éleo de peixe, NL - grupo tratado com dieta normolipidica a base
de banha, HL - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de banha.

Acidos graxos Chow NFO e HFO NL e HL

acido miristico (14:0) - 7.7 1,1

acido palmitico (16:0) 15,6 19,4 241
acido palmitoléico (16:1) _ 9,4 1,6
acido estearico (18:0) 4,2 3,5 13,8
acido oléico (18:1) 271 17,4 39,2
acido linoléico (18:2n6) 49,0 9,2 18,0
acido linolénico (18:3n3) 2,9 3.1 0,97
acido araquidénico (20:4n6) - 17,7 -

EPA (20:5n3) - 1,8 -

DHA (22:6n3) - 10,8 -

> saturados 19,8 30,6 39,0
> PUFA n-6 49,0 26,9 18,0
> PUFAN-3 2,9 15,6 0,97
n-6 / n-3 17,1 1,7 18,5

5.3 Balanco energético e composicao corporal

A massa corporea dos camundongos foi avaliada semanalmente em balanca
semi analitica.

A ingestdo alimentar foi monitorada durante a segunda, quinta e sétima
semanas do experimento, mantendo-se 0s camundongos individualmente nas
caixas. Nestes periodos, foram instaladas nas caixas plataformas preparadas com

malha de acgo inoxidavel a fim de impedir o contado do camundongo com o fundo da

46



caixa. O fundo da caixa foi forrado com papel absorvente, de modo que os restos de
dieta e as fezes ndo permaneciam em contato com a urina que era imediatamente
absorvida. Dessa forma também foi minimizada a contaminacéo das fezes com os
restos de alimentos.

O teor de umidade das dietas frescas (antes de serem colocadas nas caixas) e
dos restos de alimento (dieta retirada das caixas) foi determinado por método
gravimétrico. A ingestdo alimentar foi quantificada pela seguinte formula: (dieta
fresca colocada na caixa (g) - umidade da dieta fresca (g)) - (restos de alimetos
retirados da caixa apés 24 h (g) - umidade dos restos de alimento (g)). Diariamente,
as fezes foram coletadas e congeladas. Apos o processo de liofilizagdo das fezes, foi
determinada a excrecéo fecal diaria, expressa em gramas.

O teor de energia das dietas e das amostras de fezes foi determinado
utilizando-se um calorimetro de bomba (modelo C5000, lka, Alemanha).
Conhecendo-se a densidade energética das dietas e das fezes, a ingestao alimentar
e producao fecal diarias, foi possivel calcular a absorcdo energética diaria pela
seguinte férmula: (ingestdo alimentar diaria (g) * teor energético das dietas (J/g)) -
(excrecao fecal diaria (g) * teor energético das fezes (J/g)). Finalmente, conhecendo-
se 0 ganho de massa corpérea durante o periodo de tratamento e a quantidade de
energia absorvida durante o mesmo periodo, pode-se calcular a eficiéncia
energética dos camundongos. Este indice € o quociente do ganho de massa
corpérea (g) pela absorg¢ao energética acumulada no periodo (KJ).

A composicdo corporal (quantidade de massa gorda e massa magra) foi
avaliada através da medida de radioabsorciometria de feixes duplos (DEXA),
utilizando-se um Lunar PIXImus2 mouse densitometer (GE Healthcare, Madison,
EUA).

5.4 Determinacao do gasto energético

A taxa de consumo de oxigénio (VO2) dos camundongos foi mensurada
individualmente através de calorimetria indireta (Oxymax, Columbus Intruments,
Columbus, EUA) como descrito previamente (TURNER et al.,, 2007). Os registros

foram realizados ap6s um periodo de duas horas de adaptacdo dos animais nas
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camaras em intervalos de 27 min, durante 24 h. A temperatura ambiente foi mantida

a 22 °C durante as determinagbes e 0s animais tiveram acesso livre a agua e racao.

55GTTelTT

O teste de tolerancia a glicose (GTT) foi realizado em camundongos acordados
mantidos em jejum por 7 horas, as 15 h, na oitava semana do tratamento, utilizando-
se 2 g/Kg de glicose injetada intraperitonealmente. Amostras de sangue foram
coletadas através de um pequeno corte na extremidade da cauda e a concentracao
de glicose foi avaliada com um glicosimetro (Accu-check, Roche) nos periodos de 0,
15, 30, 45, 60 € 90 min.

O teste de tolerancia a insulina (ITT) foi realizado na sétima semana de
tratamento em camundongos acordados mantidos em jejum por 7 horas as 15 h, da
mesma forma que para o GTT. A insulina foi injetada intraperitonealmente utilizando-
se a dose de 0,75 mUI/g de peso. A glicemia foi monitorada nos periodos de 0, 10,
20, 30, 40 e 60 minutos. Amostras de plasma foram coletadas de camundongos em
jejum no dia do sacrificio para a determinacdo de insulina. As concentracdes de
insulina foram determinadas por radioimunoensaio (Linco Research, St. Charles,
MO).

5.6 Captacao de glicose e sintese de glicogénio em musculo séleo

As avaliacbes da captacdo de 2-desoxi-glicose e incorporacao de glicose em
glicogénio no musculo soéleo incubado foram realizadas de acordo com uma
adaptacao do método descrito por Cuendet et al. (1976). Em resumo, musculos
sOleos foram isolados dos camundongos, presos em grampos de acgo inoxidavel
pelos tenddes de origem e insercdo, para preservar sua forma anatbmica, e pré-
incubados em tampao Krebs-Ringer, pH 7,4, contendo 5,6 mM de glicose, a 31 °C,
por 45 min. Apds a pré-incubagdo, os musculos foram transferidos para outros
frascos contendo o mesmo tampéo na presenca ou auséncia de 300 pUl/mL de
insulina, contendo 0,2 uCi de D-[U-'#C]glicose e 0.2 pCi de 2-desoxi-D-[2,6-3H]
glicose. Apos incubagéo por 1 hora, os musculos foram lavados em solugéo salina

gelada, secos em papel de filtro, pesados e digeridos em hidroxido de potassio a 1
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M. O glicogénio foi precipitado com 66% de etanol, lavado com agua destilada e
dissolvido em 400 pL de éagua destilada. Aliquotas do musculo digerido e do
glicogénio extraido foram usadas para se determinar a contagem de “C e 3H, para

expressar a captacao de 2-desoxi-glicose e a incorporacao de glicose em glicogénio.

5.7 Determinacao de metabdlitos lipidicos

As concentracbes plasmaticas de colesterol, triacilglicerbis e AG nao
esterificados (NEFA) foram determinadas utilizando-se kits enzimaticos (Quibasa,
Belo Horizonte, Brasil e Wako Pure Chemicals, Osaka, Japao), de acordo com as
instrucdes dos fabricantes.

O contetudo de triacilglicer6is do figado e musculo gastrocnémio foi
determinado utilizando-se um kit enzimatico, apds extracado dos lipidios totais, de
acordo com o protocolo de Folch et al. (1957) e solubilizacdo em etanol.

O conteudo de diacilglicerdis foi determinado por cromatografia em camada
delgada (TLC), apds extracao dos lipidios e solubilizacdo em n-hexano. A TLC foi
realizada de acordo com o método de Nakamura e Handa (1984).

A determinacdo da composicdo de AG no plasma, figado e tecido adiposo foi
realizada através da transmetilacdo dos lipidios totais, gerando ésteres metilicos de
AG, de acordo com uma adaptacdo do método de Hartman e Lago (1973). Os
ésteres metilicos de AG foram analisados utilizando-se um cromatdgrafo Shimadzu
17A (Shimadzu Co, Japao) equipado com um detector de ionizacdo de chama (FID)
e uma coluna capilar de silica fundida SP 2340 Supelco (60 m x 0,25 mm x 0,2 mm)
(Supelco Co., EUA). A identificacdo dos AG foi realizada pela comparacédo dos
tempos de retencdo dos picos dos cromatogramas das amostras com aqueles do
padrao FAME Mix 37 Components Supelco (Supelco Co., EUA).

5.8 Oxidacao do acido palmitico

A oxidacdo do acido palmitico foi avaliada em homogenatos de figado e
musculo tibialis de acordo com método descrito por Kim et al. (2000). Os tecidos
foram homogeneizados em 19 volumes de tampéo (sacarose 250 mM, Tris-HCI 10

mM e EDTA 1 mM, pH 7,4). Cinquenta pL do homogenato do tecido foram incubados
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com 450 pL da mistura de reacao (sacarose 100 mM, KCI 80 mM, Tris-HCI 10 mM,
KH2PO4 5 mM, MgCl> 1 mM, malato 2 mM, ATP 2 mM, ditiotreitol 1 mM, EDTA 0,2
mM e BSA sem AG 0,3 %). O tampao continha 0,2 M de palmitato e 0,2 uCi de
[1-14C]-palmitato, 2 mM de L-carnitina e 0,05 mM de coenzima A. Apés 90 minutos
de incubacgado a 30 °C, a reacao foi interrompida pela adicdo de 100 uL de acido
perclorico a 1 M. O CO2 produzido a partir do [1-14C]-palmitato foi coletado em 100
ML de hidroxido de sbédio a 1 M. A contagem de '4C presente no sobrenadante do
meio acidificado foi utilizada para calcular a concentracdo de metabdlitos do acido
palmitico gerados durante a B-oxidacdo deste AG, referidos como metabdlitos

soluveis em acido (ASM).

5.9 Avaliacao da atividade das enzimas da B-oxidacao e ciclo de
Krebs

O musculo gastrocnémio e o figado foram homogeneizados (1:19 - peso/vol)
em um tampao composto de Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM e Triton X-100 0,1 %, pH
7,2. As amostras foram submetidas a trés ciclos de congelamento e
descongelamento. A atividade das enzimas acil CoA oxidase (ACO), citrato sintase
(CS), B-hydroxyacyl CoA desidrogenase (B-HAD), desidrogenase de acil-CoA de
cadeia média (MCAD) e succinato desidrogenase (SDH) foi determinada a 30 °C
conforme descrito em Turner et al. (2007). As reacdes foram monitoradas por
espectrofotometria utilizando um leitor de placas (Spectra Max 250 - Molecular

Devices, Sunnyvale, EUA).

5.10 Western Blotting

Figados dos animais foram homogeneizados em tampao RIPA (Tris-HCI 65
mM, NaCl 150 mM, nonidet NP-40 1 %, desoxicolato de sédio 0,5% e dodecil sulfato
de sodio 0,1 %, pH 7,4) adicionado de inibidores de proteases e fosfatases (10 pg/
mL de leupeptina, Na3VO4 1 mM e NaF 10 mM) e solubilizado por 1 hora a 4 °C. Os
homogenatos (20 pg de proteina) foram resolvidos em SDS-PAGE, transferidos para

membranas de PVDF e estas incubadas com anticorpos contra a isoforma hepatica
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da CPT-1 (Alpha Diagnostics International, San Antonio, TX), subunidade 1 da
citocromo oxidase - complexo IV da cadeia transportadora de elétrons (CTE) da
membrana mitocodrial interna (Invitrogen, Victoria, Australia), um coquetel de
anticorpos que reconhece as subunidades V, Ill e Il da cadeia transportadora de
elétrons (CTE) (Mitomix, Mitosciences, Eugene, OR), PMP-70 (ABCam), ACS
(cedido pelo Dr. Greg Cooney), ACC (Cell Signaling), ACC fosforilada (Cell
Signaling), AGS e PEPCK. O conteudo das proteinas foi normalizado pelo contetudo
da Pan 14-3-3, uma proteina abundante, de 30 KD. As bandas visualizadas em filme
fotossensivel foram quantificadas por densitometria ap6s reacdo de peroxidase

acoplada a um anticorpo que reconhece a lgG do anticorpo primario.

5.11 Experimento com o agonista de PPAR Wy-14,643

Para confirmar o envolvimento do PPAR nos efeitos observados pelo
tratamento com Oleo de peixe, um grupo de camundongos machos da linhagem
Swiss foi tratado com Wy-14,643, um agonista de PPAR que induz proliferacéao de
peroxissomos.

Camundongos alimentados com a dieta do grupo Chow foram tratados com a
droga por gavagem durante 7 dias com uma dose diaria de 10 mg/Kg de peso
corporeo. Um segundo grupo de camundongos (Controle) recebeu agua por
gavagem durante o mesmo periodo. Os hepatécitos foram isolados no fim do
periodo de tratamento, de acordo com o método de Berry e Friend (1969) e a
oxidacdo de palmitato foi avaliada em hepatdcitos recém-isolados, de maneira
similar ao procedimento descrito acima para oxidacdo do palmitato em homogenatos

de figado.

5.12 Analise estatistica

Os dados estdao apresentados como média = erro padrao da média.
Dependendo da natureza dos dados, teste T de Student, analise de variancia
(ANOVA) com uma variavel seguida do teste de Tukey ou ANOVA com duas

variaveis seguida do teste de Bonferroni foram utilizados para identificar diferencas
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estatisticamente significativas entre os grupos. Diferencas com valores de P < 0,05

foram consideradas estatisticamente significantes.

52



6 Resultados

6.1 Balanco energético

A eficiéncia da absorcéo de energia foi similar entre os grupos. Apenas o grupo
chow apresentou-se menos eficiente quanto a absorcao de energia. Este efeito deve
ser devida as diferencas na composicao da dieta deste grupo, que nao foi preparada
a partir de ingredientes isolados como nas demais (Figura 3A). A menor eficiéncia na
absorcédo de nutrientes do grupo chow foi compensada por maior ingestao alimentar,
de forma que este apresentou valores de absor¢ao energética semelhantes aos dos
grupos NFO, HFO e NL. Apenas o grupo HL apresentou menor absor¢céo de energia,
devido a menor ingestdao energética e nao devido a deficiéncias na absorcdo dos
nutrientes (Figura 3B).

Apesar de ter apresentado a menor absorcéo de energia, o grupo HL foi o que
apresentou indice de eficiéncia energética significativamente maior. Este dado
reflete a conversao da energia absorvida em massa corpérea. Em outras palavras,
séo mais eficientes energeticamente os animais que conseguem maior incremento
na massa corporea com valores mais baixos de absor¢cao energética. Os grupos
chow e HFO foram os que apresentaram a menor eficiéncia energética (Figura 3C).
Esta diferenca, que poderia indicar taxa metabdlica basal elevada sera discutida em
maiores detalhes adiante, apdés a apresentacdo de outros dados relativos ao

metabolismo energético.
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Figura 3. Balanco energético. A - Eficiéncia da absorcdo de energia (percentagem em relacédo a
ingestdo energética). B - Média da absorcéo diaria de energia. C - Eficiéncia energética
(energia ingerida durante o tratamento (KJ) / massa corpérea acumulada (g). Chow -
grupo controle, NFO - grupo tratado com dieta normolipidica a base de éleo de peixe, HFO
- grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de 6leo de peixe, NL - grupo tratado com
dieta normolipidica a base de banha, HL - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de
banha. (ANOVA com uma variavel, seguido do teste de Tukey).
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6.2 Composicao corporal e ingestao energética

Os grupos HFO e chow apresentaram massa corpérea final diminuida em
relacdo aos tratados com dietas a base de banha, apesar do alto teor de lipidios na

dieta do grupo HFO (Figura 4).
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Figura 4. Massa corpérea. Comparagdo entre o peso inicial e final dos camundongos, apés 8
semanas de tratamento. Chow - grupo controle, NFO - grupo tratado com dieta
normolipidica a base de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base
de 6leo de peixe, NL - grupo tratado com dieta normolipidica a base de banha, HL - grupo
tratado com dieta hiperlipidica a base de banha. (ANOVA com uma variavel, seguida do
teste de Tukey. n = 20).

O grupo HL apresentou peso corporal significativamente aumentado em
relacdo ao grupo chow ap0s a terceira semana de tratamento e em relacdo aos
grupos tratados com Oleo de peixe ap6s a sexta semana (Figura 5). Os grupos
chow e HFO foram também diferentes do grupo NL ap6s a quarta e sétima semanas,

respectivamente.

55



50+

—~

S

o 451

o)

e,

e_ +

o 401

O * [+

®

7

(26 354
* = P<0,05 em relagdo a HL
+ =P <0,05 em relagdoa NL

30 ] ] ] ] ] ] ] ] ]

o 1 2 3 4 5 6 7 8

Semanas

Figura 5. Curva de ganho de massa corporal. Evolugcdo da massa corporal dos animais ao longo
do tratamento. Chow - grupo controle, NFO - grupo tratado com dieta normolipidica a base
de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de 6leo de peixe, NL
- grupo tratado com dieta normolipidica a base de banha, HL - grupo tratado com dieta
hiperlipidica a base de banha. (ANOVA com duas variaveis seguida do teste de
Bonferroni. n = 20).

O grupo Chow apresentou os menores depdésitos de gordura, ao contrario do
grupo HL, onde os maiores depdsitos desse tecido foram encontrados. E importante
notar que, apesar de ingerir uma dieta com 0 mesmo teor lipidico que o grupo HL (40
%), o grupo HFO apresentou o mesmo peso de tecido adiposo retroperitoneal (TAR)
e tecido adiposo epididimal (TAE) que o grupo NFO, tratado com uma dieta com teor
de gordura 10 vezes menor. No caso do tecido adiposo inguinal (TAl), um depoésito
de tecido adiposo subcutaneo, a deposi¢ao de gordura no grupo HFO foi similar a do
grupo chow. Também merece destaque o fato de que o grupo NL apresentou maior
deposicao de TAE e TAR que o grupo NFO, embora ambos tenham o mesmo teor de
gordura na dieta e valores similares para TAE e TAIl que o grupo HL. Estas
observacgdes e o fato de que o grupo NFO apresentou o mesmo peso para TAl que o
grupo HL evidenciam o menor acumulo de gordura observado na linhagem de
camundongos Swiss em resposta a dieta hiperlipidica. Assim, pelo menos nesta
linhagem de camundongos, o tipo de lipidios da dieta € mais importante que sua

quantidade na determinacdo da obesidade (Figura 6).
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Figura 6. Depdsitos de tecido adiposo. A - Peso do tecido adiposo retroperitoneal em comparagéo
percentual & massa corpérea. B - Peso do tecido adiposo epididimal em comparagéao
percentual & massa corpérea. C - Peso do tecido adiposo inguinal em comparagao
percentual a massa corpérea. Chow - grupo controle, NFO - grupo tratado com dieta
normolipidica a base de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base
de 6leo de peixe, NL - grupo tratado com dieta normolipidica a base de banha, HL - grupo
tratado com dieta hiperlipidica a base de banha. (* = P<0,05 em relagdo aos demais
grupos. ANOVA com uma varivel, seguida do teste de Tukey. Ae B - n =20, C - n=14).

A quantidade de massa gorda corpOrea apresentou a mesma resposta aos
tratamentos que a quantidade de TAIl. O grupo HFO apresentou quantidades de
gordura corporal similares ao grupo chow, enquanto que os grupos NL e NFO
apresentaram o mesmo teor de gordura corporal que o grupo HL. Ndo foram

detectadas diferencas na quantidade de massa magra (Figura 7).
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Figura 7. Composicao corporal A - Massa magra corporal. B - Massa gorda corporal. Chow - grupo
controle, NFO - grupo tratado com dieta normolipidica & base de 6leo de peixe, HFO -
grupo tratado com dieta hiperlipidica a base 6leo de peixe, NL - grupo tratado com dieta
normolipidica a base de banha, HL - grupo tratado com dieta hiperlipidica & base de
banha. (ANOVA com uma varidvel, seguida do teste de Tukey. n = 5).

6.3 Consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio em repouso apresentou uma resposta paradoxal.
Considerando-se 0 maior consumo energético, o fenétipo magro dos camundongos
HFO e os efeitos do Oleo de peixe na oxidacdo de AG descritos por outros autores,
seria esperado que os animais dos grupos NFO e HFO apresentassem maior
consumo de Oq. Entretanto, como pode ser observado na Figura 8, os grupos NFO e
HFO apresentaram valores menores de VO2 quando comparados aos grupos NL e
HL, sendo estes similares aos do grupo chow.

A producao de CO:2 pelos animais do grupo NL foi significativamente maior que
nos grupos HFO e NFO. Este dado € indicativo de maior oxidagéo de carboidratos
em detrimento de substratos lipidicos, pelos animais deste grupo, quando
comparados aos demais (Figuras 8B e 8C). Chama a atencéo o fato de que o grupo
NFO, cuja dieta apresentou os mesmos teores de lipidios e carboidratos, apresentou
producéo de CO:2 reduzida em relacdo ao grupo NL. Entretanto, considerando-se o
baixo consumo de oxigénio neste grupo, o resultado das avaliacbes de producédo de
CO2 é compativel.

Como esperado, o quociente respiratério (razdo entre VCO2 e VO3)
apresentou-se diminuido nos grupos que receberam dietas hiperlipidicas em relagao
aqueles que ingeriram dietas com teor normal de gordura (Chow, NFO e NL). Este
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efeito &€ decorrente da B-oxidacdo dos AG, onde ha producdo de equivalentes
redutores culminando na utilizagdo de oxigénio, sem geracdo de CO2. No
catabolismo de carboidratos e gorduras, durante o ciclo de Krebs, além da geracao
de equivalentes redutores, ha producao de CO-. Por isso, nos grupos tratados com
dietas com conteudo elevado de lipidios, o quociente respiratério apresentou-se

reduzido.
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Figura 8. Calorimetria indireta. A - Consumo de oxigénio ao longo de 24 horas. B - Consumo médio
de oxigénio. C - Producédo de CO2 ao longo de 24 h. D - Produgcao média de COs.. E -
Quociente respiratério ao longo de 24 h. F - Quociente respiratorio - média de 24 h. Chow
- grupo controle, NFO - grupo tratado com dieta normolipidica a base de 6leo de peixe,
HFO - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de éleo de peixe, NL - grupo tratado
com dieta normolipidica a base de banha, HL - grupo tratado com dieta hiperlipidica a

base de banha.(*

= P<0,05. ANOVA com uma variavel, seguida do teste de Tukey. n = 5).
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6.4 Homeostase glicémica

Os grupos tratados com 6leo de peixe apresentaram valores de glicemia basal
similares aos do grupo chow e mais baixos do que o0s observados nos animais
tratados com banha. N&o foram observadas diferencas entre NFO e HFO ou NL e
HL (Figura 9). As concentragdes de insulina também foram menores no grupo HFO,

sendo estatisticamente semelhantes aos do grupo chow e menores que as do grupo
HL.
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Figura 9. Glicemia e insulinemia basais. A - Glicemia basal - avaliada apés 6 horas de jejum (One-
way ANOVA com teste de Tukey. n = 20). B - Insulinemia basal - medida realizada apds 12
horas de jejum . Chow - grupo controle, NFO - grupo tratado com dieta normolipidica a
base de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de 6leo de
peixe, NL - grupo tratado com dieta normolipidica a base de banha, HL - grupo tratado

com dieta hiperlipidica a base de banha. (ANOVA com uma variavel seguida do teste de
Tukey. n =5).

Durante o GTT, realizado na oitava semana de tratamento, os camundongos
que receberam dietas contendo 6leo de peixe exibiram menor aumento da glicemia
em funcéo do teste quando comparados aos animais tratados com banha. Tanto o
aumento da glicemia, quanto a glicemia ao final do teste foram menores nestes
grupos em relacédo a NL e HL. O efeito do tipo de lipidios presente na dieta é mais
importante que a quantidade de gordura da dieta na determinacéo da glicemia assim
como foi para o acumulo de tecidos adiposo (Figura 10).
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Figura 10. Teste de tolerancia a glicose. A - Curva de glicemia durante o GTT. B - Area incremental
sob a curva. Chow - grupo controle, NFO - grupo tratado com dieta normolipidica a base
de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de 6leo de peixe, NL
- grupo tratado com dieta normolipidica a base de banha, HL - grupo tratado com dieta
hiperlipidica a base de banha. (A - ANOVA com duas variaveis seguida do teste de
Bonferroni n = 20. B - ANOVA com uma variavel, seguida do teste de Tukey. n = 20).
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Apesar da grande diferenca na resposta ao GTT observada entre os grupos,
estes apresentaram a mesma resposta ao ITT. Os valores de glicemia antes da
injecdo de insulina foram diferentes, mas o decaimento da concentracdo de glicose
no plasma durante o teste apresentou a mesma magnitude e velocidade entre os

grupos (Figura 11).
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Figura 11. Teste de tolerancia a insulina. Decaimento da glicemia durante o ITT. Chow - grupo
controle, NFO - grupo tratado com dieta normolipidica & base de 6leo de peixe, HFO -
grupo tratado com dieta hiperlipidica & base de 6leo de peixe, NL - grupo tratado com dieta
normolipidica a base de banha, HL - grupo tratado com dieta hiperlipidica & base de
banha. Nao foram encontradas diferengas estatisticas no decaimento da glicemia entre os
grupos (n = 20).
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Da mesma forma que nao foram observadas diferencas entre os grupos no ITT,
também n&o foram detectadas diferencas nos ensaios para a captacéo de 2-desoxi-
glicose e incorporacéo de glicose em glicogénio no musculo séleo isolado. Todos os
grupos responderam de forma similar a insulina (300 pUl/mL) (Figura 12).
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Figura 12. Captacao de glicose e sintese de glicogénio em musculo isolado. A - Captacédo de 2-
desoxi-glicose em musculo séleo isolado na auséncia ou presenca de 300 pUI/mL de
insulina (n = 5). B - Sintese de glicogénio a partir de glicose na auséncia ou presenca de
300 pUI/mL de insulina (n = 5). Chow - grupo controle, NFO - grupo tratado com dieta
normolipidica a base de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base
de 6leo de peixe, NL - grupo tratado com dieta normolipidica a base de banha, HL - grupo
tratado com dieta hiperlipidica a base de banha. Nao foram encontradas diferencas
estatisticas na captacéo de glicose e conversao de glicose a glicogénio entre 0s grupos.
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6.5 Concentracoes de lipidios no plasma e tecidos e oxidacao de

acidos graxos

Houve diminuicdo das concentra¢des de colesterol plasmatico nos grupos NFO
e HFO em relacdo aos grupos NL e HL. O grupo HFO também apresentou valores

menores de triacilglicerdis e NEFA no plasma (Figura 13).
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Figura 13. Lipidios plasmaticos. A - Triacilglicerois no plasma. B - Colesterol total no plasma. C -
Acidos graxos nao esterificados no plasma. Chow - grupo controle, NFO - grupo tratado
com dieta normolipidica & base de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com dieta
hiperlipidica a base de 6leo de peixe, NL - grupo tratado com dieta normolipidica a base
de banha, HL - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de banha. (ANOVA com uma
variavel, seguida do teste de Tukey. n = 8)

Os camundongos tratados com 6leo de peixe apresentaram as menores
concentragcdes de diacilglicerdis e triacilglicerois no figado, quando comparados com
os grupos NL e HL. Os valores encontrados nos grupos NFO e HFO foram
semelhantes aqueles do grupo chow. Apesar das diferencas observadas no
conteudo de triacilgliceréis e diacilglicerdis no figado, o contetudo de triacilglicerbis

no musculo gastrocnémio foi semelhante entre os grupos (Figura 14).
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Figura 14. Contetdo de lipidios no figado e musculo gastrochémio. A - Triacilgliceréis no figado.
B - Diacilgliceréis no figado. C - Triacilglicer6is no musculo gastrocnémio. Chow - grupo
controle, NFO - grupo tratado com dieta normolipidica a base de 6leo de peixe, HFO -
grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de éleo de peixe, NL - grupo tratado com dieta
normolipidica a base de banha, HL - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de
banha. (ANOVA com uma variavel, seguida do teste de Tukey. n = 5).

A oxidacdo de palmitato a CO2 foi menor em homogenatos de figados de

camundongos tratados com 6leo de peixe. Neste parametro, os grupos NL e HL
apresentaram-se semelhantes ao grupo chow. Por outro lado, a producédo de ASM a
partir do palmitato foi maior no figado dos animais do grupo HFO, indicando que este
AG foi direcionado para a B-oxidacdo mas ndo foi oxidado completamente. E
importante esclarecer que os metabdlitos referidos como ASM sdo moléculas
marcadas com '“C e, por isso, geradas a partir do carbono do grupo carboxila do
acido palmitico. Este carbono é removido juntamente com o segundo carbono da
molécula de AG através da B-oxidacdo gerando acetii CoA, que pode ser
direcionado ao ciclo de Krebs ou a outras vias metabdlicas. Como estas moléculas
permanecem soluveis no meio, ndo sendo precipitadas apbés a adicdo do &cido
perclérico e por nao terem sido identificadas, sdo conjuntamente referidas como

metabdlitos soluveis em acido (ASM - do inglés acid soluble metabolites). Assim, no
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figado dos animais tratados com dieta hiperlipidica a base de 6leo de peixe, a
oxidacao parcial de palmitato aumentou em comparagao aos animais tratados com
banha de suinos, indicando que a atividade da [3-oxidacao estava aumentada. Nao
foram detectadas diferengas na oxidagcdo de acido palmitico em homogenatos do

musculo tibialis (Figura 15).
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Figura 15. Oxidacao de acido palmitico in vitro. A - Produgdo de CO2 em homogenatos de figado.
B - Produgéo de CO2 em homogenatos de musculo gastrocnémio. C - Produgdo de
metabolitos sollveis em acido em homogenatos de figado. D - Produgdo de metabdlitos
soluveis em acido em homogenatos de musculo gastrocnémio. E - Razdo entre a
producao de CO: e metabdlitos soluveis em acido em homogenatos de figado. F - Razéo
entre a producdo de CO:2 e metabdlitos soluveis em acido em homogenatos de musculo
gastrocnémio. Chow - grupo controle, NFO - grupo tratado com dieta normolipidica a base
de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de 6leo de peixe, NL
- grupo tratado com dieta normolipidica a base de banha, HL - grupo tratado com dieta
hiperlipidica a base de banha. (* = P<0,05. ANOVA com uma variavel, seguida do teste de
Tukey. n = 5).
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6.6 Atividade mitocondrial e peroxissomal

A atividade das enzimas do ciclo de Krebs, citrato sintase (CS) e succinato
desidrogenase (SDH), nédo foi diferente entre os grupos em homogenatos de
musculo gastrocnémio. No figado, a unica diferenca observada foi a diminuicdo da
atividade da CS no grupo HFO (Figura 16).
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Figura 16. Enzimas do ciclo de Krebs. A - Atividade da citrato sintase no figado. B - Atividade da
succinato desidrogenase no figado. C - Atividade da citrato sintase no musculo
gastrocnémio. D - Atividade da succinato desidrogenase no musculo gastrocnémio. NFO -
grupo tratado com dieta normolipidica a base de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com
dieta hiperlipidica a base 6leo de peixe, NL - grupo tratado com dieta normolipidica a base
de banha, HL - grupo tratado com dieta hiperlipidica & base de banha. (ANOVA com uma
variavel, seguida do teste de Tukey. n = 5).

Ao contrario da atividade das enzimas do ciclo de Krebs, a atividade de trés
enzimas envolvidas na B-oxidacdo foi modulada pelos tratamentos. No figado dos
camundongos do grupo HFO, houve aumento na atividade da acil CoA oxidase
(ACO), (enzima encontrada em peroxissomos exclusivamente), B-hidroxi acil CoA
desidrogenase (BHAD) e desidrogenase de acil CoA de cadeia média (MCAD),
ubiquas em mitocbndrias e peroxissomos. A atividade da MCAD também

apresentou-se elevada no grupo NFO em relagdo aos grupos NL e HL. No musculo
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gastrocnémio, porém, apenas a ACO apresentou aumento de sua atividade no grupo
HFO em relacdo ao grupo NL (Figura 17).
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Figura 17. Enzimas da B-oxidacao. A - Atividade da acil CoA oxidase no figado. B - Atividade da acil
CoA oxidase no musculo. C - Atividade da B-hidroxi acil CoA desidrogenase no figado. D -
Atividade da B-hidroxi acil CoA desidrogenase no musculo gastrocnémio. E - Atividade da
desidrogenase de acil CoA de cadeia média no figado. F - Atividade da desidrogenase de
acil CoA de cadeia média no musculo gastrocnémio. Chow - grupo controle, NFO - grupo
tratado com dieta normolipidica a base de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com dieta
hiperlipidica a base de 6leo de peixe, NL - grupo tratado com dieta normolipidica a base

de banha, HL - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de banha. (ANOVA com uma
variavel, seguida do teste de Tukey. n = 5).
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No figado, o conteudo de algumas subunidades dos cinco complexos da
cadeia transportadora de elétrons (CTE) ndo apresentou modulagdo pelos
tratamentos, assim como o conteludo da carnitina palmitoil transferase-1 (CPT-1)
(Figura 18). Por outro lado, o contetdo de PMP-70, um marcador de membranas de
peroxissomos apresentou-se aumentado no figado dos animais do grupo HFO,
sugerindo aumento no numero de peroxissomos neste grupo. O conteudo de ACS
também foi positivamente modulado no figado dos animais do grupo HFO (Figura
19).
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Figura 18. Conteudo de proteinas mitocondriais. Contetdo hepético de subunidades de quatro
complexos da cadeia transportadora de elétrons (A - D), de carnitina palmitoil
transferase-1 (E) e da proteina Pan 14-3-3. Chow - grupo controle, NFO - grupo tratado
com dieta normolipidica a base de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com dieta
hiperlipidica a base de 6leo de peixe, NL - grupo tratado com dieta normolipidica a base
de banha, HL - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de banha. Sem diferencas
estatisticas (ANOVA com uma variavel, seguida do teste de Tukey. n = 5).
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Figura 19. Conteudo de ACS e PMP70. A - Contetdo de Acil CoA sintetase no figado. B - Contetido
hepéatico de PMP70, um marcador de peroxissomos. (ANOVA com uma variavel, seguida
do teste de Tukey. n = 5).

Os hepatocitos isolados dos camundongos tratados com Wy, 14-643
produziram 60% menos CO2, mas geraram aproximadamente 60 % mais ASM que
aqueles isolados dos camundongos que nao receberam esta droga (Figura 20). Os
efeitos do Wy,14-643 na oxidagcdo de palmitato foram semelhantes aos efeitos do
Oleo de peixe. Esta € uma evidéncia de que os efeitos do 6leo de peixe na
modulacdo do metabolismo hepético de lipidios ocorre através dos peroxissomos,

pela ativacao do PPAR.
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Figura 20. Wy-14,643 e oxidacao de acido palmitico. A - Producdo de CO2 em hepat6citos isolados
de camundongos tratados ou ndo com Wy 14,643. B - Producdo de metabdlitos sollveis
em acido nos hepatdécitos isolados de camundongos tratados ou ndo com Wy 14,643. C -
Razéo entre a producéo de CO2 e metabdlitos soluveis em &cido em hepatdcitos isolados
de camundongos tratados ou ndo com Wy 14,643.(Teste T de Student. n = 5).

71



6.7 Lipogénese

A sintese de lipidios foi drasticamente modulada pelos tratamentos. Os grupos
NFO e NL receberam dietas com quantidades muito baixas de gordura, mas apesar
disso apresentaram massa gorda em valores similares aos do grupo HL. Estes

resultados séo indicativos de lipogénese estimulada.
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Figura 21. Enzimas lipogénicas. Conteldo hepatico de acetil CoA carboxilase, fosfoenolpiruvato
carboxiquinase, acido graxo sintase e fosforilagdo da acetil CoA carboxilase. Conttetudo
expresso em unidades arbitrarias, normalizando-se os valores pela proteina pan 14-3-3.
Chow - grupo controle, NFO - grupo tratado com dieta normolipidica a base de 6leo de
peixe, HFO - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de 6leo de peixe, NL - grupo
tratado com dieta normolipidica a base de banha, HL - grupo tratado com dieta
hiperlipidica & base de banha. Nao ocorreram diferengas estatisticamente significativas
(ANOVA com uma variavel, seguida do teste de Tukey. n = 5).

Como pode ser observado na Figura 21, o conteudo da acetil CoA carboxilase
(ACC), enzima responsavel pela condensacdo de duas unidades de acetil CoA,
passo inicial da sintese de AG, assim como o da acido graxo sintase (AGS) e da
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), envolvida na sintese de glicerol foi
similar entre os grupos chow, NFO, NL e HL. Além disso, a fosforilacao da ACC foi
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muito mais intensa no grupo NL que nos demais. Estas modulagdes positivas no
conteldo e atividade de enzimas lipogénicas sao indicativos de sintese aumentada
de lipidios e justificam os resultados apresentados anteriormente referentes ao peso
dos depédsitos de tecido adiposo e de massa gorda. O grupo HFO foi o que
apresentou o menor contetudo destas enzimas, observacdo coerente com o menor
teor de lipidios encontrado no figado e nos depdésitos de gordura dos animais deste
grupo. Este efeito inibidor da lipogénese é caracteristico do 6leo de peixe e existem
evidéncias de que este fendmeno nao dependa da ativacdo do PPAR (WAKUTSU et
al., 2010).

Outro indicio de estimulo da sintese de AG no grupo NL é o alto teor de acido
oléico encontrado no figado, plasma e TAE deste grupo (Figura 22). Como este AG é
produzido nos passos iniciais da via de sintese destas moléculas, a razdo entre a
concentracdo de AG monoinsaturados e de seus precursores (acido palmitico e
esteérico) fornece evidéncia adicional da sintese aumentada de AG. A concentracao
destes AG também pode ser influenciada pela dieta e experimentos adicionais séo
necessarios para diferenciar qual é a proporcéo destes AG proveniente de sintese
de novo e da dieta. Apesar desta limitagcao, esta razao pode ser utilizada como
indice de atividade da estearoil CoA dessaturase, enzima que insere a dupla ligagao
nos acidos palmitico e estearico, convertendo-os em palmitoléico e oléico (Figura
23). O acumulo de PUFA n-3 no figado e soro dos grupos NFO e HFO ja era

esperado e esta apresentado na Figura 22.
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Composicao de acidos graxos. Composigdo em &cidos graxos no soro, figado e tecido
adiposo epididimal. Resultados expressos em percentagem da participagdo de cada AG
na composicdo dos lipidios totais de cada tecido. Chow - grupo controle, NFO - grupo
tratado com dieta normolipidica a base de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com dieta
hiperlipidica a base de 6leo de peixe, NL - grupo tratado com dieta normolipidica a base
de banha, HL - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base de banha. Nao ocorreram
diferengas estatisticamente significativas (ANOVA com duas varidveis, seguida do teste de
Bonferroni. n = 5. As diferengas entre os grupos, quando existentes, estdo indicadas por
letras diferentes).
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Figura 23. Razao dos acidos graxos monoinsaturados/ acidos graxos saturados. Raz&o entre a
concentracdo de AG monoinsaturados e AG saturados acidos graxos no soro (A), figado
(B) e tecido adiposo epididimal (C). Chow - grupo controle, NFO - grupo tratado com dieta
normolipidica a base de 6leo de peixe, HFO - grupo tratado com dieta hiperlipidica a base
de 0Oleo de peixe, NL - grupo tratado com dieta normolipidica a base de banha, HL - grupo
tratado com dieta hiperlipidica a base de banha. N&o ocorreram diferencas
estatisticamente significativas (ANOVA com uma variavel, seguida do teste de Tukey. n =
5).
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7 Discussao

Os resultados de composicao corporal deixam claro que para os camundongos
utilizados como modelo animal neste trabalho, o tipo de AG presente nas dietas é
mais importante que a quantidade de lipidios totais na indu¢do da obesidade. Nao
foram detectadas diferencas de peso entre os grupos NFO e HFO ou NL e HL,
embora NFO e NL recebessem dietas com conteudos de lipidios 10 vezes menores
que as dietas dos grupos HFO e HL. Apesar da resisténcia a obesidade induzida
pela dieta observada nos camundongos Swiss € mesmo com a menor absor¢ao de
energia, decorrente da menor ingestao energética, o grupo HL apresentou maiores
valores mais elevados de massa corporal, sendo esta uma das principais diferencas
entre os grupos HFO e HL. Dados gerados pelo nosso grupo séo indicativos de que
0 aumento de massa corpérea e massa gorda € mais acentuado em camundongos
mais suscetiveis a obesidade induzida pela dieta como os C57/BI6.

O aumento de tecido adiposo nos depésitos epididimal e retroperitoneal
apresentou 0 mesmo padrdao observado nos resultados de massa corpérea: 0s
camundongos foram mais sensiveis a variacdo no tipo de AG da dieta do que na
quantidade de lipidios ingeridos. Por outro lado, a quantidade de tecido adiposo
inguinal seguiu 0 mesmo padréao entre 0s grupos que a quantidade de massa gorda
corporal, sendo que os grupos HFO e chow apresentaram os menores valores para
estes parametros. Chama a atencao o fato de que o grupo NFO apresentou o0s
menores depositos de TAE e TAR, assim como os grupos chow e HFO, mas um dos
valores mais elevados de massa de TAl e massa gorda. A ativacao de PPARYy por
rosiglitazona aumenta a quantidade de tecido adiposo subcutdneo, sem entretanto
alterar a massa de tecido adiposo epididimal (FESTUCCIA et al., 2009). A ativagcao
deste fator de transcricdo pelo 6leo de peixe no TAl poderia justificar a massa
aumentada deste tecido. Outros mecanismos devem atuar nos animais do grupo
HFO onde este efeito ndo foi observado. O estimulo da B-oxidacdo no figado
discutida adiante € um bom argumento para explicar a protecdo ao aumento da
massa de TAI no grupo HFO.

O ébleo de peixe promoveu decréscimo nos valores de glicemia e insulinemia
basal nos grupos NFO e HFO, indicando aumento da sensibilidade a insulina.
Entretanto, ao se testar a sensibilidade a este horménio através do ITT e pela
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determinacdo da captacdo de 2-desoxi-glicose e sintese de glicogénio no musculo
sOleo isolado, ndo foi detectada alteracdo na sensibilidade a insulina entre os
grupos. Os efeitos do 6leo de peixe na homeostasia glicémica foram mais evidentes
quando a tolerancia a glicose foi avaliada através do GTT. Neste teste, onde os
animais sdo desafiados com uma sobrecarga de glicose, os camundongos tratados
com Oleo de peixe apresentaram menor area sob a curva glicémica que aqueles
tratados com dietas preparadas a partir de banha. Este resultado indica que pelo
menos dois mecanismos podem estar ocorrendo juntos ou separados: a
gliconeogénese pode ter sido inibida de forma mais eficiente em resposta a
secrecao de insulina decorrente do aumento da glicemia, ou a secrecéo de insulina
frente ao desafio de glicose foi maior nos grupos NFO e HFO em comparacédo a NL
e HL, induzindo maior captagcéo de glicose nos tecidos periféricos.

Além de promover diminuicdo da insulinemia basal e da concentracdo
plasmatica de glicose nas condi¢des basal e durante o GTT, o 6leo de peixe também
induziu efeitos importantes no metabolismo de lipidios. Apesar deste ter sido um dos
grupos que receberam dieta hiperlipidica, o HFO foi o que apresentou os menores
valores de colesterol total, triacilglicerdis e NEFA plasmaticos. Um dos principais
efeitos do 6leo de peixe, conhecido desde a década de 70, é a modulacédo da
concentracdo de lipidios circulantes (DYERBERG; BANG; HJORNE, 1975). A
diminuic&o de triacilglicerois no plasma foi descrita por diferentes grupos, sendo um
dos efeitos atribuidos ao 6leo de peixe mais conhecidos.

No presente estudo, 0os animais tratados com 6leo de peixe, especialmente
aqueles do grupo NFO, apresentaram menor conteudo hepatico de triacilglicerois e
diacilglicerois, apesar de ndo terem sido detectadas diferengcas no conteudo de
triacilglicerdis no musculo gastrocnémio. O conteudo reduzido de lipidios no figado é
considerado preditor de melhor controle glicémico. Varios autores relacionam a
prevencao da resisténcia a insulina pelos PUFA n-3 a esta diminuicdo dos lipidios
circulantes e do conteudo de lipidios em tecidos que n&o sao estoques
caracteristicos de triacilglicerdis, como o figado e musculo esquelético (KRAEGEN;
COONEY; THOMPSON, 2001; SIMONCIKOVA, et al., 2002).

A ativacao de PPARs por EPA e DHA, encontrados em altas concentragcdes no
O0leo de alguns peixes, € bem conhecida e foi descrita por diferentes grupos
(CHAMBRIER et al., 2002; NAKATANI et al., 2003). Os efeitos observados neste
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estudo e atribuidos ao 6leo de peixe sdo muito similares aqueles dos ativadores de
PPAR e incluem: aumento da atividade de enzimas envolvidas na oxidagéo de AG,
inibicdo da sintese de enzimas lipogénicas e alteracéo da preferéncia pelo substrato
energético utilizado no masculo, privilegiando a oxidagdo de AG em detrimento de
glicose (MASCARO et al., 1998; NAKATANI et al., 2003; HEGARTY et al., 2004;
BRUNMAIR et al., 2006).

A estimulacdo da B-oxidagao foi observada nos peroxissomos hepaticos, mas
nao no musculo esquelético. Além de nao ter sido detectadas alteragdes na
oxidacdo de AG no musculo esquelético, o conteudo de triacilglicerdis neste tecido
foi semelhante entre os grupos e ndo houve diferengas nas respostas a insulina. O
figado parece ser o 6rgao onde os efeitos da ativagdo do PPAR na modulagdo do
metabolismo lipidico sdo mais evidentes. Varios grupos descreveram aumento do
namero e fungdo dos peroxissomos no figado, mas nédo no muasculo esquelético de
camundongos tratados com 6leo de peixe (WILLUMSEN et al., 1993; NESCHEN et
al., 2002). O aumento da razao de AG n-3/n-6 estimula a $-oxidagao e a atividade da
ACO - a primeira enzima da B-oxidagéo peroxissomal de AG no figado de ratos.
Estes efeitos foram também observados em animais tratados com bezafibrato, um
agonista de PPAR, mas n&o foram reproduzidos na [B-oxidacdo mitocondrial
(VAMECAQ et al., 1993; TAKEUCHI et al., 2008). A relacéo entre a ativacao de PPAR
e a inducdo da B-oxidacdo peroxissomal € vista por alguns autores como um
mecanismo de protecdo contra o desenvolvimento de doencgas relacionadas a alta
ingestéo de lipidios (REDDY e HASHIMOTO, 2001).

Tendo em conta os efeitos classicos dos agonistas de PPAR e o fendtipo
observado nos animais do grupo HFO (menor peso corporal, menor acumulo de
tecido adiposo, concentracdes de lipidios plasmaticos reduzidas e menor acumulo
de lipidios no figado), seria possivel supor que o 6leo de peixe induziu aumento da
oxidacao de lipidios. Entretanto, foi surpreendente o menor consumo de Oz nos
grupos tratados com 6leo de peixe, verificado através da calorimetria indireta. Este
decréscimo no consumo de O2 parece ser um efeito direto do 6éleo de peixe e
também foi reportado em atletas suplementados com PUFA n-3 (PEOPLES e
MCLENNAN, 2010; PEOPLES et al., 2008).

Os resultados da oxidacdo de é&cido palmitico em homogenatos de figado

corroboram as observagbes quanto a producédo de COq in vivo. Apesar de nao ter
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sido observado aumento na oxidacéo total de palmitato, maior producédo de ASM a
partir deste AG foi observada no figado dos camundongos do grupo HFO, indicando
aumento na B-oxidacdo deste. A elevacéo na atividade das enzimas ACO, MCAD e
BHAD, no grupo HFO, neste tecido € mais uma evidéncia de que o aumento na
oxidacdo parcial do é&cido palmitico no figado foi devido ao maior fluxo de
metabdlitos na B-oxidacdo. A atividade mais elevada da ACO, enzima encontrada
exclusivamente nos peroxissomos, e o0 conteudo aumentado da PMP-70, um
marcador de membrana peroxissomal, no figado dos camundongos deste grupo
reforcam a idéia de que a funcéo peroxissomal esté estimulada no grupo HFO.

Tomadas em conjunto, estas observacgdes justificam a baixa taxa de consumo
de Oz pelos camundongos do grupo HFO, uma vez que a B-oxidacao peroxissomal
consome menos oxigénio que 0 mesmo processo quando ocorre nas mitocéndrias.

A evidéncia mais importante do envolvimento do PPAR e dos peroxissomos no
aumento da oxidacgéo parcial de acido palmitico no figado foi obtida com a realizagao
do mesmo experimento utilizando-se hepatoécitos isolados de camundongos tratados
com um agonista sintético de PPAR - Wy,14-643. Nos hepatdcitos isolados dos
animais tratados com esta droga, observou-se a mesma inibicdo da producao de
CO2 e aumento na producdo de ASM verificados em homogenatos de figado dos
camundongos do grupo HFO.

O efeito do 6leo de peixe na oxidacdo do &cido palmitico em homogenatos de
figado é atribuido aos peroxissomos e ndo as mitocondrias pois nao foram
observadas diferencas no conteudo das proteinas da cadeia de transporte de
elétrons (CTE) e CPT-1. Além disso, a atividade de enzimas mitocondriais
envolvidas no ciclo de Krebs (CS e SDH) ndo apresentou modulagédo positiva,
apenas discreta diminui¢cao na atividade da CS no figado do grupo HFO.

A importancia dos peroxissomos como efetores da modulagdo do metabolismo
de carboidratos e lipidios induzida pelo 6leo de peixe, € melhor compreendida se
forem considerados alguns aspectos da fisiologia destas organelas, citados a seguir:

Ativadores de PPAR, como PUFA n-3, sdo indutores da proliferagcdo de
peroxissomos. Este efeito foi relatado como uma das primeiras a¢cdes dos agonistas
de PPAR (ISSEMANN e GREEN, 1990);

A B-oxidacao peroxissomal gera menos energia a partir da mesma quantidade

de AG oxidados, quando comparada a [(-oxidacdo mitocondrial. Esta geracdo
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ineficiente de energia é causada em parte pela auséncia de CTE nos peroxissomos.
Dessa forma, a flavoproteina ACO transfere os elétrons que retira do acil-CoA para o
oxigénio molecular e os elétrons coletados pelo FADH2 da ACO ndo sdo usados
para a geracao de ATP (WANDERS et al., 2001).

A B-oxidacdo de PUFA demanda uma reacao extra catalisada pela 2,4-dienoil-
CoA redutase que é dependente de NADPH. Esta etapa nédo é necessaria durante a
oxidacdo de AG saturados e isto implica em consumo de equivalentes redutores
durante a oxidacao de PUFA.

Finalmente, as moléculas de acetil CoA geradas a partir dos AG pela B-
oxidacdo podem ser direcionadas para o ciclo de Krebs na mitocondria, sendo
oxidadas a COy, reduzindo flavoproteinas e proteinas que contenham o co-fator
nicotinamida. Na CTE, o transporte de elétrons doados pelos nucleotideos reduzidos
no ciclo de Krebs e B-oxidacdo gera um gradiente eletroquimico que é acoplado a
producéo de ATP e reducéo de oxigénio a agua. Este processo implica no consumo
de O2 e producéo de CO2. Entretanto, ha controvérsias a respeito do destino das
moléculas de acetil CoA produzidas na (-oxidacao peroxissomal. Bian et al. (2005)
nao detectaram transferéncia de acetil CoA dos peroxissomos para as mitocondrias
em coracdo perfundido de ratos. Se pelo menos parte do acetil CoA gerado nos
peroxissomos nao for transferida para as mitocdndrias no figado dos animais do
grupo HFO, menor consumo de Oz e producédo de CO. devem ser esperados,
diminuindo a eficiéncia da geracdo de energia por este processo. Esta hipdtese
justifica os resultados dos ensaios de oxidacao de acido palmitico em homogenatos
de figado e das medidas de calorimetria indireta.

Para compensar a menor eficiéncia na geracdo de energia induzida pela
proliferacdo de peroxissomos, é de se esperar que mais AG sejam direcionados a
oxidacdo. Esta possibilidade explicaria porque camundongos do grupo HFO
apresentaram menor peso corporal, adiposidade, consumo de O2 e geracéo de COo.

Apenas para ilustrar o menor consumo de oxigénio e geracdo de energia a
partira da oxidagcdo de PUFA n-3, a Tabela 4 apresenta o célculo do numero de
moléculas de ATP geradas e de O2 consumidas pela oxidagcdo de 1g de acido
esteéarico (C18:0) e DHA (C22:6n3), considerando hipoteticamente que o primeiro
seria completamente oxidado nas mitocoéndrias e o segundo oxidado em

peroxissomos e mitocondrias. A quantidade de ATP necesséaria para ativar as
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moléculas de AG através da esterificacdo destas a coenzima A foi desconsiderada.
Para este calculo, assumiu-se que o docosa-hexanoil CoA (com 22 atomos de
carbono) foi oxidado nos peroxissomos até ser encurtado a 4 atomos de carbono,
que tem sua metabolizagdo pela B-oxidacdo peroxissomal impedida pelo tamanho
de cadeia hidrocarbénica e que o butirii CoA gerado foi transferido para a
mitocondria. Assumiu-se também que as moléculas de NADH geradas nos
peroxissomos, durante a oxidacdo de DHA, ndo transferiram seus elétrons para a
CTE mitocondrial. A producédo de ATP foi calculada com uma razao de 2,5 para cada
molécula de NADH e 1,5 para cada molécula de FADHz que doaram elétrons para a
CTE. O calculo do consumo de oxigénio foi estimado considerando-se a razao de
3,25 moléculas de ATP produzidas para cada molécula de Oz consumido
(LEMASTERS, 1984).

Tabela 4 - Consumo de oxigénio pela oxidacao de acidos graxos. Calculo do
consumo de oxigénio e produgéo de ATP a partir da oxidagao de acido estearico e DHA,
considerando o envolvimento da B-oxida¢do peroxissomal e mitocondrial.

PHA | Eircirico
Quantidade (g) 1,00 1,00
Numero de moléculas (PM DHA = 328.49 /ac. estedrico = 284.48) 1,83E+21 | 2,12E+21
Ciclos de B-oxidacdo realizados nas mitocéndrias 1,00 8,00
Ciclos de B-oxidacéo realizados nos peroxissomos 9,00 0,00
Moléculas de acetil CoA produzidas 2,02E+22 | 1,90E+22
Moléculas de acetil CoA produzidas na mitocondria 3,67E+21 | 1,90E+22
Moléculas de NADH produzidas na B-oxidacdo 1,83E+22 1,69E+22
Moléculas de NADPH consumidas na B-oxidacdo -5,50E+21 0,00E+00
Moléculas de NADH produzidas no Ciclo de Krebs 1,10E+22 5,71E+22
Equivalentes redutores gerados (nucleotidios nicotinamidicos) 2,38E+22 | 7,41E+22
Moléculas de FADH; produzidas na f-oxidacao 1,83E+21 1,69E+22
Moléculas de FADH: produzidas no Ciclo de Krebs 3,67E+21 1,90E+22
Equivalentes redutores gerados (nucleotidios flavinicos) 5,50E+21 | 3,60E+22
ATP gerado (2,5 ATP para cada NADH e 1,5 ATP para cada FADH3) 4,95E+22 | 2,01E+23
Moléculas de oxigénio utilizadas (ATP/O: = 3,25) 1,52E+22 | 6,19E+22
Volume de oxigénio consumido (I) 0,57 2,30

81



A capacidade da B-oxidagao peroxissomal pode variar entre 10 e 30% daquela
observada na B-oxidagao mitocondrial (NEAT et al., 1981), dependendo do substrato
utilizado e por isso a sua importancia ndo deve ser subestimada. A ineficiéncia na
geracdo de energia pela B-oxidacdo peroxissomal é maior quando os substratos
oxidados sdao PUFA n-3, pelo fato desta ser a Unica via possivel de B-oxidacao
destas moléculas, e pelos fatores mencionados acima. Entretanto, com o aumento
no numero de peroxissomos, outros AG normalmente oxidados pela mitocéndria
podem passar a ser metabolizados nos peroxissomos, de maneira energeticamente
ineficiente. Discutindo sobre os efeitos de um ativador de PPAR, Hegarty et al.
(2004) relatam aumento na quantidade de acil CoA de cadeia longa paralelamente a
diminuicao de triacilglicerbis e aumento da populagcdo de peroxissomos no figado de
camundongos tratados com uma dieta hiperlipidica. De acordo com os autores, o
aumento de acil CoA de cadeia longa ndao implicou no desenvolvimento da
resisténcia a insulina pelo fato destes metabdlitos estarem confinados no interior dos
peroxissomos. Esta é uma evidéncia importante de que AG que normalmente seriam
oxidados pelas mitocondrias podem ser metabolizados pelos peroxissomos quando
0 numero destas organelas encontra-se aumentado.

Os esqueletos de carbono que foram ingeridos como AG e que ndo foram
estocados no tecido adiposo, nem oxidados a CO2, devem ser direcionados para a
geracdo de outros metabdlitos. Como importantes passos da via de sintese de
acidos biliares ocorrem nos peroxissomos (MONTE et al., 2009) e considerando-se o
aumento da atividade peroxissomal no grupo HFO, é possivel que estes esqueletos
de carbono tenham sido incorporados em &acidos biliares ou esterdis, seus
precurssores.

Os acidos biliares tem efeitos na modulacdo do metabolismo energético e
podem proteger contra doengas associadas a obesidade como diabetes tipo 2. Seus
efeitos no metabolismo de carboidratos e lipidios hepaticos se da através do
receptor Farnesoid X Receptor (FXR) (CLAUDEL; STAELS; KUIPERS, 2005). Estas
moléculas podem prevenir a esteatose hepatica induzida por frutose (VOLYNETS et
al.,, 2005) e diminuir as concentragdes de triacilglicerois plasmaticos (SINAL et al.,
2000; CLAUDEL et al., 2003). Além dos efeitos hepaticos via FXR, os acidos biliares

promovem acdes sistémicas pela ativacdo do TGR5/Gpbar-1, um receptor acoplado
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a proteina G, causando aumento do consumo energético no musculo esquelético e
tecido adiposo marrom (TRAUNER et al., 2010).

Os efeitos do 6leo de peixe na diminuicdo da glicemia e insulinemia basais e
na area sob a curva glicémica durante o GTT estdo associados a reducdo no
conteldo de lipidios circulantes e em tecidos alvo da insulina. O aumento do numero
de peroxissomos e da 3-oxidacao peroxissomal devem ser responsaveis pelo menor
acumulo de lipidios no figado. A ativacdo do PPAR esta relacionada ao estimulo do
metabolismo peroxissomal, que pode aumentar a producdo de acidos biliares e
dessa forma criar uma via alternativa para as moléculas geradas na (-oxidacao
peroxissomal a partir de AG. Este mecanismo prové uma explicacao plausivel para a
reducdo na massa corporal e nos depoésitos de tecido adiposo, apesar do aumento
na ingestao energética e diminuicdo no consumo de O2 observados no grupo HFO.
Esta hipotese, ilustrada na Figura 24, permanece em estudo, mas ressalta a
importancia dos peroxissomos como mediadores dos efeitos dos PUFA n-3. Pela sua
importancia no metabolismo de lipidios, estas organelas sédo bons alvos para o
desenvolvimento de terapias visando o tratamento da obesidade e doencas

associadas.
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Figura 24 - Mecanismo de acdo dos PUFA n-3 na preservacdao da tolerdncia a glicose.
Mecanismo proposto para a acado dos PUFA n-3 no metabolismo de lipidios e preservagéo

da toleréncia a glicose.
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8 Conclusao

Os resultados apresentados ressaltam a importancia dos peroxissomos como
efetores da modulagcdo do metabolismo de lipidios pelo 6leo de peixe no figado de
camundongos. Acreditamos que, pela alteracdo nas taxas de oxidacdo de AG,
diminuicdo do acumulo de lipidios no figado e reducé&o da massa de tecido adiposo,
os PUFA n-3 podem prevenir o desenvolvimento da resisténcia a insulina.

Através de evidéncias obtidas in vivo e in vitro, mostramos pela primeira vez
que o Oleo de peixe pode aumentar a oxidacao parcial de AG no figado apesar de
diminuir a sua oxidacao total e que isto implica em menor consumo de oxigénio. As
observacOes apresentadas reforcam a proposicao de que 0s peroxissomos, € nao as
mitocondrias, sdo os principais alvos de acdo dos PUFA n-3, pelo menos no periodo
de tratamento avaliado. Além disso, fica evidenciada por estes resultados, a
importancia do figado e ndo do musculo nestas acoes.

Estudos adicionais sao necessarios para identificar o destino das moléculas de
acetil-CoA geradas a partir dos AG que sofrem [-oxidacdo peroxissomal. O
esclarecimento desta via certamente contribuird no avanco do conhecimento de

mecanismos protetores contra a obesidade e o diabetes tipo 2.
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