Cristiane dos Santos

AVALIACAO DE PARAMETROS METABOLICOS E DE
PROTEINAS CHAVES EM TECIDOS PERIFERICOS E NO
HIPOTALAMO DE RATOS TRATADOS CRONICAMENTE

COM FRUTOSE E PREDNISOLONA E O IMPACTO DA

SUPLEMENTAGCAO COM OLEO DE PEIXE E DA
INTERRUPCAO DOS TRATAMENTOS

Dissertacdo submetida ao Programa de
Pés-graduagdo ~ Multicéntrico  em
Ciéncias Fisiologicas da Universidade
Federal de Santa Catarina para a
obtencdo do Grau de Mestre em
Fisiologia.

Orientador: Prof. Dr. Alex Rafacho

Florianépolis,
2017



Ficha de identificagc&o da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geracéo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Santoeg, Cristiane dos

Avaliagdo de pardmetros metabdlicos e de proteinas
chaves em tecidos periféricos e no hipotalamo de
ratos tratados cronicamente com frutose e
prednisclona € o impacto da suplementagdc com &leo de
peixe e da interrupgdo dos tratamentos / Cristiane
dos Santos ; orientador, Alex Rafacho - 3C, 2017.

157 p.

Dissertagdc (mestrade) - Universidade Federal de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias Biolégicas,
Programa de P&s-Graduagdoc Multicéntrico em Cifncias
Fisiolégicas, Florianfpolis, 2017.

Inclui referéncias.

1. Ciéncias Fisiclégicas. 2. Sindrome metabdlica.
3. Frutose. 4. Glicocorticdide. I. Rafacho, Rlex.
II. Universidade Federal de Santa Catarina.
Programa de P&s-Graduagdo Multicéntrico em Ciéncias
Pisiolégicas. III. Titulo.




“Avaliagao de parametros metabolicos e de proteinas chaves em tecidos
periféricos e no hipotalamo de ratos tratados com frutose e prednisolona e o
impacto da suplementagao com 6leo de peixe”

Por
Cristiane dos Santos

Dissertagao julgada e aprovada em sua forma final pelos membros titulares da
Banca Examinadora (03/PPGMCF/2017) do Programa de Pds-Graduagao em

Multicéntrico %ﬂﬂ?ﬁsiolégicas - UFSC.
7@

=2

Prof(a). Dr(d) [Feraanda Barbosa Lima Christian
Coordenador(a) do Programa\de Pos-Graduagdao em Multicéntrico em Ciéncias
Fisiologicas

ﬂ//ﬂancay/a/ora: L
</ e C

Dr(a) Alex Rafacho (Univ“sidﬁe Federal de Santa Catarina)
Ogigatador(a)

Dr(a) Gabyiel %ato Anhé [UAiversidade Estadual de Campinas)

all

Gﬁjﬁrge dos Santos (Universidade Federal de Santa Catarina)

DifA) A¥gli Zanotto Filho (URiversidade Federal de Santa Catarina)

Florianopolis, 23 de fevereiro de 2017.






AGRADECIMENTOS
Meus sinceros agradecimentos...

Ao meu orientador, professor Dr. Alex Rafacho por todas as
oportunidades, ensinamentos, atencdo e paciéncia. Acredito que eu
tenha sido a pessoa que mais bateu na porta do orientador durante todo
esse tempo e sempre obtive orientacdo e entusiasmo para seguir em
frente. Espero que um dia eu seja uma profissional tdo competente
guanto o meu orientador!

Aos meus pais, pela oportunidade de educacdo, pelo amor
genuino, por sempre apoiarem os meus estudos e pela torcida para que
0s western blottings dessem certo

Aos meus colegas de laboratério, por todo auxilio na execugdo do
trabalho

Aos meus amigos preciosos (Italo, Jordana, Henver, Sénia, Carol,
Ricardo e Julia Reintz) que sempre estiveram comigo e que
provavelmente ja entendem tudo de western blotting. Obrigada ao italo
em especial, por toda a parceira e ao Henver por discutir ciéncia comigo
e claro, a todos os preciosos amigos pelos momentos de lazer!

A todos os professores e cientistas que eu tive o prazer de ter aula
e aprender fisiologia e também aos membros da banca de mestrado, que
aceitaram participar desse trabalho e discutir ciéncia conosco

Agradeco aos animais, que foram essenciais nessa pesquisa e que
colaboram para o progresso da ciéncia no mundo todo

Também agradeco a Universidade Federal de Santa Catarina, que
um dia parecia um sonho tao distante e hoje é parte da minha historia!
Assim como ao Laboratério de Investigacdo de Doengas Crodnicas
(LIDoC), fundado com muita perseveranca e dedicacdo pelos
professores Alex e Everson, os quais colaboram diariamente para a
ciéncia no nosso pais!

Por fim, agradeco a CAPES pela concessdo da bolsa de mestrado,
que foi essencial para minha dedicacéo exclusiva aos estudos.






RESUMO

E sabido que a ingestdo regular de frutose e o tratamento continuado com
glicocorticoide (GC), separadamente, causam efeitos diabetogénicos. Por
outro lado, a suplementagdo com 6leo de peixe (OP) parece atenuar alguns
destes efeitos adversos. Assim, buscamos avaliar o impacto da
administracdo prolongada e combinada de frutose e prednisolona sobre a
homeostase glicémica e lipidica bem como o impacto da suplementacao
com OP e da interrupcéo dos insultos. Para tal, ratos Wistar machos foram
divididos em: controle (Ctl), tratados com frutose (20% na &gua de beber)
(Fru), tratados com prednisolona (12,5 pg/ml na &gua de beber) (Pred),
tratados com a combinacéo de frutose + prednisolona (FruPred) por 90 dias
consecutivos e, suplementados com 6leo de peixe apenas (1g/Kg p.c., i.9)
(Op) ou tratados com FruPred+Op por nos dltimos 45 dias experimentais.
Um grupo paralelo de animais FruPred (Rev) foi mantido por mais 3 meses
ap6s o término do tratamento para o acompanhamento das variaveis
analisadas. Foram determinados pardmetros murinométricos e metabélicos e
a analise do conteldo total e fosforilado de proteinas envolvidas no
contexto do trabalho em figado, tecido adiposo e hipotadlamo. Os grupos
FruPred e Pred apresentaram reducdo no ganho de peso corpdreo ainda que
tenham tido ingestdo calérica similar aos demais grupos experimentais, 0s
quais apresentaram ganho de peso continuo ao longo do tratamento. Os
ratos FruPred apresentaram normoglicemia associada a
hipertriacilgliceridemia a partir da quarta semana de tratamento. O grupo
FruPred também desenvolveu aumento no conteldo de glicogénio e
triacilglicerol hepético, alteracdo no balango redox hepatico, hiperurecemia,
aumento da adiposidade abdominal e reducdo na sensibilidade a insulina
com hiperinsulinemia, embora mantiveram-se sem prejuizo na tolerancia a
glicose. Essas caracteristicas foram acompanhadas de redugdo no contetido
proteico da AKT total no figado e diminui¢do na razdo entre o conteido
fosforilado e total da AMPK em figado e tecido adiposo. Nenhuma
alteracdo significante foi encontrada na analise do contetdo total e/ou
fosforilado de proteinas envolvidas com a via inflamatdria, entre outros
alvos investigados. A suplementacdo com OP resultou em atenuagdo dos
niveis circulantes de triacilglicerol e &cido Urico bem como no contetido de
glicogénio hepatico no grupo FruPredOp. Nao houve qualquer efeito
positivo da suplementagdo sobre os parametros murinométricos e demais
parametros metabolicos e moleculares analisados. Noventa dias apds o
término do tratamento com frutose e prednisolona os ratos do grupo Rev
apresentaram recuperacdo do ganho de peso corpdreo e normalizacdo do
perfil lipidico, da sensibilidade a insulina, da hiperurecemia, do conteddo de
gordura hepética e do perfil redox hepético. Além disso, houve recuperacao
do contetdo proteico da AKT em figado e da AMPK em tecido adiposo.



Concluimos que a combinacdo da ingestdo de frutose com o tratamento
concomitante de GC compromete o crescimento corpéreo e induz um
quadro caracteristico de sindrome metabdlica enquanto a suplementacédo
com OP parece atenuar algumas alteracdes hepaticas. Também concluimos
gue o organismo é capaz de se recompor da maioria dos efeitos adversos
com a interrupcdo dos insultos. Esses achados alertam para os riscos da
associacdo de uma terapia baseada em GC e a ingestdo regular de bebidas
adocadas.

Palavras-chave: Sindrome metabolica. Glicocorticoide. Frutose.



ABSTRACT

It is well known that regular ingestion of fructose and continuous treatment
with glucocorticoid (GC), separately, cause diabetogenic effects. On the
other hand, the supplementation with fish oil (OP) seems to attenuate some
of these adverse effects. Thus, we sought to evaluate the impact of
prolonged and combined administration of fructose and prednisolone on
glycemic and lipid homeostasis as well as the impact of OP
supplementation and the interruption of insults. For this, male Wistar rats
were divided into: control (Ctl), treated with fructose (20% in drinking
water) (Fru), treated with prednisolone (12.5 pg/ml in drinking water),
treated with the combination of fructose + prednisolone (FruPred) for 90
consecutive days and, supplemented with fish oil only (1g/kg b.w) (Op) or
treaded with FruPred + Op for the last 45 experimental days. A parallel
group of FruPred (Rev) animals was maintained for another 3 months after
the end of the treatment to monitor the variables analyzed. Functional and
metabolic parameters were determined and the total and phosphorylated
content of proteins involved in this work in the liver, adipose tissue and
hypothalamus were analyzed. FruPred and Pred groups presented reduction
in body weight gain even though they had similar caloric intake to the other
experimental groups, which presented continuous weight gain throughout
the treatment. FruPred rats presented normoglycemia associated with
hypertriglyceridemia from at the fourth week of treatment. The FruPred
group also developed increase in hepatic glycogen and triacylglycerol
content, altered hepatic redox balance, hyperurecemia, increased in
abdominal adiposity and reduced insulin sensitivity with hiperinsulinemia,
although they remained without prejudice in glucose tolerance. These
characteristics were accompanied by reduction in the protein content of total
AKT in the liver and decrease in the phosphorylated and total AMPK ratio
in liver and adipose tissue. No significant alteration was found in the
analysis of the total and/or phosphorylated content of proteins involved with
the inflammatory pathway, among other targets investigated.
Supplementation with OP resulted in attenuation of circulating levels of
triacylglycerol and uric acid as well as in hepatic glycogen content in the
FruPredOp group. There was no positive effect of the supplementation on
the metabolic and molecular parameters analyzed. Ninety days after the end
of treatment with fructose and prednisolone, the Rev group showed
recovery of body weight gain and normalization of lipid profile, insulin
sensitivity, hyperurecemia, hepatic fat content and hepatic redox profile. In
addition, there was recovery of the protein content of AKT in liver and
AMPK in adipose tissue. We conclude that the combination of fructose
intake and concomitant GC treatment compromises body growth and
induces a characteristic metabolic syndrome model, whereas



supplementation with OP appears to attenuate some liver changes. We also
conclude that the system is able to recover the most adverse effects with the
interruption of insults. These findings point to the risks of associating GC-
therapy with regular intake of sweetened beverages.

Keywords: Metabolic syndrome. Glucocorticoid. Fructose
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1. INTRODUCAO

1.1 DIABETES MELLITUS E SINDROME METABOLICA

Dentre as doencas cronicas ndo transmissiveis, o diabetes mellitus
(DM) acomete 415 milhdes de pessoas ao redor do mundo (Federagdo
Internacional do Diabetes, 2015). O DM é uma doenca de etiologia
maltipla, caracterizado por hiperglicemia cronica. Seu aparecimento é
consequéncia tanto da deficiéncia absoluta (DM tipol) quanto da
deficiéncia relativa da insulina, devido a problemas na secre¢do e/ou na
sensibilidade ao hormdnio (DM tipo 2). Além desses tipos classicos de
DM, existem outros tipos menos frequentes, como o DM gestacional,
gue tem carater transitério, e 0 MODY (diabetes do jovem no inicio da
maturidade) caracterizado por transmissao autossémica dominante, que
corresponde a um defeito primario na secrecdo de insulina (TIMSIT et
al., 2016). Os critérios para diagndstico do DM2 estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Critérios para diagnostico de DM2, pré-diabetes e SM

Patologia Caracteristicas fisiologicas
Critérios para Glicemia em jejum > 126 mg/dL por duas
diagndstico do DMT2  vezes ou > 200 mg/dL em qualquer momento
do dia

Glicemia > 200 mg/dL apos duas horas da
ingestdo de 75 g de glicose durante o teste de
tolerancia a glicose

Critérios para Glicemia > 100 mg/dL e < 126 mg/dL em
diagnostico de pré- jejum ou >140 mg/dL e <200 mg/dL apos o
diabetes teste de tolerancia a glicose

Critérios para Apresentar pelo menos trés das seguintes
diagnostico de caracteristicas:

sindrome metabdlica « L o
Reducdo na sensibilidade a insulina *

Aumento medida de circunferéncia
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abdominal** (> 0.85 para mulheres e > 0.90
para homens)

Dislipidemia (TG > 150 mg/dL ou HDL < 40
mg/dL para homens ou < 50 mg/dL para
mulheres) ou Rx

Hipertensdo arterial (= 130/85 mm Hg) ou Rx
Glicemia em jejum > 100 mg/dL ou Rx

Critérios para diagndstico com base em pardmetros da Federagdo Internacional
do Diabetes (IDF, 2016) e da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS, 1999). *
Indica caracteristica obrigatéria da SM de acordo com a OMS seguido de mais
duas caracteristicas. ** Indica caracteristica obrigatéria para SM pela IDF
seguido de mais duas caracteristicas. Rx; medicacdo para tratamento do
parametro alterado.

No DM2 que compreende aproximadamente 90% dos casos de
DM em todo o mundo, o organismo normalmente apresenta redugéo na
sensibilidade periférica a insulina (musculo, figado e tecido adiposo),
também denominada de resisténcia periférica a insulina (RI). A RI é
uma condicdo associada com outras doencas como a obesidade,
hipertensdo, sindrome do ovario policistico e sindrome metabdlica
(CASERTA et al., 2014). De acordo com um recente estudo
epidemioldgico, a associacdo de DM2 com sobrepeso e obesidade chega
a 90% dos casos (MASMIQUEL et al., 2016). No entanto, individuos
obesos ndo diabéticos sdo capazes de manter a normoglicémia por um
aumento compensatorio na massa de células B com consequente
aumento na capacidade secretora de insulina, enquanto que em pacientes
com DM2 a funcéo das células B esta reduzida, levando a reducéo da
capacidade secretora de insulina (LINNEMANN; BAAN; DAVIS
2014).

Alguns autores defendem a hipdtese de que a reducdo na massa
de células B em pacientes com DM2 ¢ devido (a) a uma falha no
desenvolvimento inicial dessas células, resultando na diminuicdo da
massa de células B que persiste ao longo da vida; (b) a um prejuizo na
proliferacdo dessas células na vida adulta, em resposta a RI, resultando
na incapacidade de produzir insulina suficiente ou (c) quando a
expansdo compensatoria na massa de células B ocorre, mas em seguida
ha um aumento na morte celular, reduzindo assim o nimero de células
produtoras de insulina (LINNEMANN; BAAN; DAVIS 2014). E
importante salientar que em ambas as situagdes o individuo tem maior
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suscetibilidade para o desenvolvimento do DM2. Inimeros fatores
podem estar envolvidos com a etiologia do DM2, além da
suscetibilidade genética, também tem sido sugerido que fatores
ambientais (estilo de vida) e epigenéticos estdo fortemente ligados com
essa doenca.

A sindrome metabdlica (SM) é um grande fator de risco para o
desenvolvimento do DM2 e doencas cardiovasculares. A definigdo de
SM por 6rgdos de saude publica inclui um conjunto de caracteristicas
adversas, tais como dislipidemia, hipertensdo, intolerancia a glicose, RI,
obesidade central e consequentemente um estado de inflamacéo crbnica
de baixo grau. Outros componentes da SM como hiperurecemia e
aumento do PAI-1 (inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1)
também tém sido descritas, no entanto ndo sdo necessarias para a
classificacdo da SM (OMS, 1999). Para cada um desses fatores existe
um ponto de corte e para a determinacdo do diagndstico clinico é
necessario a presenca de pelo menos trés desses fatores. Os critérios de
diagndstico estdo resumidos na Tabela 1.

A IDF estima que um quarto da populagdo mundial tenha SM, a
qual esta associada ao aumento do status socioecondmico, indice de
massa corporal e com o sedentarismo. Os principais fatores que
contribuem para o desenvolvimento da SM s&o o consumo excedente de
carboidratos e gorduras na dieta bem como a inatividade fisica, levando
ao balanco calérico positivo e ao acumulo de gordura visceral (VAN
GREEVENBROEK et al., 2016).

A disfuncdo no tecido adiposo € uma das origens para o
desenvolvimento dos disturbios presentes na SM. Nesse sentido, com a
expansdo da obesidade central/visceral haveria disfuncdes no tecido
adiposo visceral e um quadro de inflamag&o crénica de baixo grau, que
estd entre os fatores causais da RI. Além disso, outros fatores como o
aumento de acidos graxos livres na circulacdo e a disfuncéo
microvascular sdo responsaveis pela reducdo na sensibilidade a insulina
observada no quadro de SM (VAN GREEVENBROEK et al., 2016).

Por conta do aumento na prevaléncia dessas comorbidades, o
entendimento acerca das disfuncbes fisiologicas e a busca por
estratégias terapéuticas e preventivas sao alvos de intensa investigacao.
A Tabela 2 traz os principais modelos experimentais de DM2 com foco
na RI e na insuficiéncia das células B.
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Tabela 2. Modelos animais de DM2

Uso do modelo Principais Modelos mais utilizados

experimental .
caracteristicas

Entendimento da Resisténciaa  -Camundongos alimentados com dieta
patogénese: insulina e rica em gordura
Contribuigdo da prejuizo na o
resisténcia & insulina tolerancia a -Camundongos Lep %
e/ou obesidade no glicose -Camundongos Lepr db/db
DM2
-Ratos diabéticos Zucker
-Camundongos KK-AY
-Camundongos TallHo/Jng
-Camundongos NZO (New Zealand
obese)
-Ratos OLETF (Otsuka Long Evans
Tokushima Fat rats)
Entendimento da Redugéo na -Ratos GK (Goto Kakizaki)
patogénese: massa e/ou
Contribuicdo da funcgdo das -Rtatost € tcarT_]undongog ératados tc?m
compensacio das células B estreptozotocina no periodo neonata
células f no DM2 -Ratos com pancreatectomia parcial

DM2: diabetes mellitus tipo 2. Fonte: Adaptado de KING; BOWE, 2016.

1.2 RESISTENCIA A INSULINA E INFLAMACAO

A insulina é um horménio peptidico anabélico secretado pelas
células B pancreaticas, com fungdes tanto sobre o metabolismo quanto
crescimento celular. Em nivel celular, os efeitos da insulina s&o
mediados pela ativacdo do receptor de insulina, levando a uma cascata
de fosforilacdo intracelular e a respostas metabolicas e proliferativas.
Disfungdes nessa via de sinalizacdo podem levar a RI (SALTIEL;
KAHN 2001). O receptor de insulina, assim como o receptor do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-R), sdo receptores com
atividade tirosina-cinase e constituem-se de proteinas tetramétricas com
dois dominios extracelulares o e dois dominios intracelulares B. A
ligacdo do horménio com o receptor leva a mudangas conformacionais e
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a ativacao da atividade cinase intrinseca da subunidade B, resultando em
autofosforilacdo em residuos tirosina e a subsequente fosforilacdo de
proteinas de interacdo, tais como o substrato do receptor de insulina
(IRS) (BOUCHER et al., 2014).

Os efeitos metabolicos da insulina acontecem através da via
fosfoinositol-3-cinase (PI3K) e proteina cinase b (AKT). Para ativacéo
da PI3K as subunidades p85 e p55 interagem com o IRS1-2, resultando
na ativacdo da subunidade catalitica p110 e na geracdo do segundo
mensageiro fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). O PIP3 por sua vez
leva a fosforilagdo e ativagdo da proteina cinase dependente de
fosfoinositideos-1 (PDK1). A PDK-1 fosforila proteinas cinases como a
AKT em residuos treonina 308 e isoformas da proteina cinase C (PKC
ME) (ALESSI et al., 1997; BOUCHER et al., 2014). Entretanto, para
completa ativagdo € necessério a fosforilagdo da AKT em residuos
serina 473, o qual é realizado pelo complexo 2 do alvo da rapamicina
em mamiferos (NMTORC2) (SARBASSOV et al., 2005). A completa
ativacdo da AKT da sequencia a fosforilagdo de uma série de
marcadores envolvidos com respostas metabolicas, tais como sintese
proteica via mTORC1 (DUVEL et al., 2010), controle de genes
gliconeogénicos e lipogénicos via fatores de transcricdo Forkhead Box
(Foxo) (LU et al., 2012), captagdo de glicose atraves da translocagdo do
transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) para membrana celular
(SALTIEL; KAHN 2001) e sintese de glicogénio via inibicdo da cinase
da glicogénio sintase 3 (GSK3) (MACAULAY et al., 2007).

A RI é uma condicdo em que as células ndo respondem
adequadamente a insulina, de origem multifatorial. Um dos fatores
causais da RI é o perfil pré-inflamatério presente em quadros de
obesidade e SM. A disfuncdo no tecido adiposo esta correlacionada
especialmente com o tamanho dos adipécitos, de modo que adipécitos
hipertrofiados sdo menos responsivos a insulina, secretam mais leptina e
citocinas pro-inflamatérias e menos adiponectina (SKURK et al.,
2007).

A expansao e disfungdo do tecido adiposo levam ao aumento da
resposta inflamatdria e a infiltracdo de células imunes (WEISBERG et
al., 2003). O aumento da secre¢do de citocinas pro-inflamatérias como o
fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina 1 (IL1B) ou
interleucina 6 (IL-6) por macrofagos e adipdcitos séo capazes de atenuar
a sinalizacdo da insulina (OZES et al., 2001). Essas citocinas podem
ativar cinases de estresse tais como a c-Jun-N-terminal (JNK), cinase do
IxB (IKKP), S6K e PKCO, as quais inibem a sinalizagdo da insulina
através da fosforilagdo inibitéria em residuos de serina do IRS1 e 2
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(VELLOSO; FOLLI; SAAD 2015). Em modelos experimentais de RI
em roedores ou em humanos as vias de sinalizacdo da JNK e IKK estdo
suprareguladas tanto em tecido adiposo, quanto em musculo esquelético
e figado (HIROSUMI, 2002; YUAN et al., 2001; HOTAMISLIGIL,
2003), de modo que a delecdo da JNK protege os camundongos da RI
induzida pela dieta (HIROSUMI, 2002).

Em modelos de SM onde a JNK é frequentemente ativada, a
respectiva via de sinalizacdo leva a ativacdo de fatores de transcri¢do
AP1 (ativador da proteina -1) através da fosforilacdo da c-JUN. Esse
fator de transcricdo regula importantes processos celulares, como
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose (DAVIS, 2000). No mesmo
contexto metabolico, a ativagdo da via de sinalizagdo do IKK leva a
ativacdo do fator nuclear (NF)-xB. O complexo IKK ¢ formado por duas
subunidades, a subunidade o e a B, que fosforilam e consequentemente
degradam o IxB. Essa degradacdo permite a translocacdo do NF«kB (p65
e p50) para o nucleo, que por sua vez controla a producdo de citocinas
pré-inflamatorias como TNFa, IL-1, IL6, PAI-1 e MCP-1 (KARIN;
DELHASE, 2000; HAYDEN; GHOSH et al., 2004).

Outro fator associado com a Rl e a inflamac&o é o receptor Toll-
like (TLR4). Esses receptores fazem parte do sistema imune inato e sdo
ativados tanto por lipopolissacarideos quanto por 4&cidos graxos
saturados (LEE et al., 2001), comumente aumentados em casos de
obesidade ou SM. Apés interacdo com o ligante, o0 TLR4 induz
inflamagdo por ativagdo da via do IKK/NFxB e JNK, estimulando a
producdo de citocinas pré-inflamatdrias. Lee e colaboradores (2001)
revelaram que os acidos graxos livres sdo potentes indutores da
expressdo de citocinas pré-inflamatérias em macrofagos, adipécitos e
hepatdcitos através da sinalizacdo do receptor TLR4. Além disso, a
sinalizacdo do TLR4 parece ser necessaria para a Rl induzida por acidos
graxos livres. Milanski e colaboradores (2009) demonstraram o efeito
dos 4cidos graxos em receptores TLR4 hipotalamicos, desencadeando a
resposta inflamatéria e a R1 central.

O hipotalamo estd envolvido na manutencdo da homeostase
energética por meio de sinais orexigenos e anorexigenos. Inimeros
trabalhos tém demonstrado a participacdo da inflamagdo hipotalamica
como uma importante causa da obesidade periférica em modelos
experimentais (DE SOUZA et al., 2005; ZHANG et al.,, 2008;
VELLOSO et al., 2011). Nesse sentido, os acidos graxos saturados sao
potentes ativadores dos receptores TLR4 e indutores do estresse do
reticulo, desencadeando assim a resposta pro-inflamatéria central
(MILANSKI et al., 2009; OZCAN et al., 2009).
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Em sintese, a inflamacdo cronica de baixo grau presente no
cérebro, mdsculo esquelético, figado e tecido adiposo promove
atenuacdo da sensibilidade a insulina e impacta negativamente o
metabolismo da glicose e de lipidios, uma vez que as a¢des anabolicas e
anticatabdlicas da insulina estdo reduzidas. Dessa forma, esse quadro
metabdlico mantém as complicacGes presentes na obesidade, SM e
DM2. A Figura 1 revela a relacdo entre mediadores inflamatorios e RI.

| Citocinas pré- | Acidos graxos
nflamatérias | saturados = e

Redugdo na captagao de
glicose estimulada por insulina

1

[}
Aumento da gliconeogénese e :
redugdo da sintese de <€

065 | pso glicogénio :
N [}

NFkB \ Reducdo do efeito < -
i anorexigeno da insulina

- ___ _———>

Figura 1. Mecanismos de resisténcia (RI) a insulina através de mediadores
inflamatérios. O aumento da produgdo de citocinas pré-inflamatorias como
TNFo, IL-1 e IL-6 podem atenuar a sinalizagdo da insulina. Essas citocinas
estimulam cinases como a JNK, IKKf e PKC@, as quais promovem a
fosforilagdo em serina do IRS. Além disso, acidos graxos saturados podem atuar
como ligantes do receptor TLR4 , ativando a cascata de sinalizacdo da JNK e
IKK/NFKB que promovem a transcri¢cdo dessas citocinas pré-inflamatorias. A
atenuacdo da sinalizacdo da insulina via PI3K/AKT reduz a captacdo de glicose
estimulada por insulina (muasculo e tecido adiposo), sintese de glicogénio
(musculo e figado), a supressdo da gliconeogénese (figado) e o efeito
anorexigeno da insulina no hipotalamo. JNK: c-Jun-N-terminal; IKK: cinase do
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IxB; NF«B: fator nuclear kB; TNFaR: receptor do fator de necrose tumoral alfa
(TNFa); PKC@: proteina cinase C atipica @; IL-1: interleucina 1; IL-6:
interleucina 6; TLR4: receptor toll-like; IR: receptor de insulina; IRS: substrato
do receptor de insulina; PI3K: fosfoinositol-3-cinase; PDK1: proteina cinase
dependente de fosfoinositideos; AKT: proteina cinse B. Fonte: O autor.

1.3 MODELOS EXPERIMENTAIS PARA ESTUDO DAS
DOENCAS METABOLICAS COM FOCO NA RESISTENCIA
A INSULINA

1.3.1 Modelos baseados em tratamentos com glicocorticoides

Os glicocorticoides (GC) sdo horménios esteroides sintetizados
pelo cortex da glandula adrenal. O principal horménio GC é o cortisol
sendo equivalente a corticosterona em roedores. O controle enddgeno da
sintese e liberacdo dos GC ocorre por meio do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HPA) (FEEK et al. 1983) e a biodisponibilidade é determinada
através da enzima 11 B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 1 (11-B
HSD1). Essa enzima é uma redutase que converte a cortisona inativa
(em humanos) e a 11- dehidrocorticosterona (em roedores) para sua
forma ativa, sendo cortisol e corticosterona, respectivamente (LOW et
al. 1994).

Os mecanismos de acdo dos GC sdo mediados por meio da
ligagdo em seu respectivo receptor (GR). Existem pelo menos 16
isoformas do GR, que sdo classificados como receptores nucleares e
atuam como fatores de transcricdo para genes especificos
(MANGELSDOREF et al. 1995; DUMA et al. 2006). Esses receptores
encontram-se em praticamente todos os tecidos. Em condigéo basal o
GR encontra-se no citosol associado a um complexo de proteinas
chaperonas, mantendo-o em estado inativo. A interacdo do horménio
com o receptor promove a sua translocacéo para o nicleo que entéo atua
modulando a transrepressdo ou transativacdo génica. Os GCs também
apresentam acles ndo-gendmicas, rapidas, modulando vias de
transducgdo de sinal ainda ndo completamente elucidadas (OAKLEY et
al., 2013; TOPETE; CIDLOWSKI, 2015).

Os GCs tem importante influéncia sobre o metabolismo e sobre a
supressdo da resposta inflamatdria (WAJCHENBERG et al., 1984;
STAHN; BUTTGEREIT, 2008). Em relacéo aos efeitos metabolicos, os
GCs estimulam a mobilizacdo de substratos para o metabolismo
oxidativo. Esse desfecho acontece por meio do estimulo sobre a
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gliconeogénese via fosfoenolpiruvato-carboxilase (PEPCK), reducdo da
captacdo de glicose periférica, aumento do catabolismo sobre o
metabolismo de proteinas e lipideos, promovendo a liberacdo de
aminoacidos, acidos graxos e glicerol como substratos para
gliconeogénese hepética e tecidos periféricos (LANGE et al., 1994;
ANDREWS; WALKER, 1999; CASSUTO et al., 2005). Os GCs
também estimulam a lipogénese, apresentando efeitos ambiguos em
diferentes depositos de tecido adiposo (REYNOLDS et al. 2012). Além
disso, os GCs podem suprimir a atividade osteoblastica. A Figura 2
sumariza as principais acfes dos GCs sobre os tecidos periféricos.

Os GCs sintéticos sdo amplamente utilizados na clinica, por conta
das relevantes propriedades imunossupressoras, anti-inflamatorias,
antialérgicas e também para reposi¢cdo hormonal, movimentando cerca
de 10 bilhdes de ddlares por ano (SCHACKE et al. 2002). Dentre os
GCs sintéticos mais prescritos destacam-se a prednisolona,
metilprednisolona, dexametasona (DEX) e betametasona, com alta
poténcia GC e baixa atividade mineralocorticoide (SCHACKE et al.
2002). A Tabela 3 apresenta uma comparagdo entre 0s principais
farmacos glicocorticoides utilizados na clinica.
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Figura 2. Efeitos dos GCs sobre os tecidos periféricos. O excesso ou tratamento
prolongado com GC pode prejudicar a homeostase glicémica, superativando
seus efeitos metabdlicos sobre os tecidos alvos. Os GCs promovem acimulo de
gordura no tecido adiposo visceral e lipolise em tecido adiposo periférico,
fornecendo substratos para sintese de triacilglicerol hepatico e gliconeogénese, e
também actmulo de gordura intramuscular. Os GCs prejudicam a sinalizagao da
insulina, reduzindo a captagdo de glicose estimulada por insulina e proteolise,
além de estimular a gliconeogénese via PEPCK. Finalmente, o excesso de GC
pode interferir na formagao 6ssea, reduzindo a atividade dos osteoblastos. GCs:
glicocorticoides; TG: triacilglicerol; PEPCK: fosfoenolpiruvato-carboxilase.
Fonte: Adaptado de RAFACHO et al., 2014.



37

Tabela 3. Comparacdo, farmacodindmica e farmacocinética dos
principais GCs utilizados na clinica.

Glicocorticoide  Afinidade Poténcia Duracéo Farmaco de
pelo anti- da acdo escolha para:
receptor  inflamatéria apos
dose oral
Hidrocortisona 1 1 8-12h Terapia de
reposicéo
hormonal
Prednisolona 2,2 4 12-36h Efeitos sistémicos
e
imunossupressores
Metilprednisolona 11,9 4 12-36h Acéo anti-
inflamatoria e
imunossupressora
Dexametasona 7,1 30 36-72h Acéo anti-
inflamatdria e
imunossupressora,
ndo retém agua.
Promove

supressdo da
producdo de
ACTH

Betametasona 5,4 30 36-72h Acdo anti-
inflamatoria e
imunossupressora,
ndo retém agua

Dados com referéncia na  hidrocortisona.  ACTH: Hormonio
adrenocorticotréfico. Fonte: Adaptado de RANG et al., 2003.

Dependendo da dose e tempo do tratamento, esses farmacos
apresentam diversos efeitos adversos. Esses efeitos sdo principalmente
sobre o metabolismo, promovendo RI e /ou intolerancia a glicose
(STOJANOVSKA et al. 1990; RAFACHO et al. 2008), ou até DM2 em
individuos suscetiveis ao desenvolvimento dessa doenga (SCHACKE et
al. 2002). Também aumentam a deposi¢do de gordura central
(ROCKALL et al. 2003), dislipidemia (RAFACHO et al. 2008), perda
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de massa muscular (PRELOVSEK et al. 2006), aumento da producéo de
glicose e lipidios hepatica e reducdo na formagdo 6ssea (Figura 2).

Em condicBes de hipercortisolemia, como na Sindrome de
Cushing, nota-se o fenétipo semelhante ao de pacientes com SM, a
julgar pelo aumento da deposicdo de gordura central, dislipidemia,
hipertenséo e reducdo da tolerancia a glicose e/ou RI (ANAGNOSTIS
et al. 2009).

Alguns trabalhos apontam para a relacdo significante entre a
biodisponibilidade de GC e os desfechos da SM. Nesses modelos
experimentais, assim como em individuos obesos, as concentracfes
enddgenas circulantes de GC parecem ndo variar, no entanto nota-se
expressivo aumento dos niveis intracelulares de corticosterona,
resultante do aumento da atividade da 11-BHSD1 em tecidos periféricos
(KOTELEVTSEY et al, 1997; MASUZAKI et al, 2001;
ANAGNOSTIS et al., 2009; WANG et al., 2015). Esses dados
salientam o potencial envolvimento do GC na SM.

Dentre os principais efeitos adversos dos GCs destaca-se a R,
gue vém sendo extensivamente estudada, tanto em modelos
experimentais com roedores quanto em humanos (OLEFSKY et al.,
1975; SAAD et al., 1993; BUREN et al., 2008; MOTTA et al., 2015).
As bases moleculares envolvidas com esse efeito em roedores apontam
para: 1) reducéo na densidade do receptor de insulina em hepatdcitos; 2)
reducdo na fosforilagcdo em tirosina do receptor de insulina e do IRS-1
em fragmentos de figado (SAAD et al., 1993); 3) reducao na associa¢éo
do IRS-2 com a PI3K em adipdcitos (SAAD et al.,1993) e 4) reducdo no
conteldo total e fosforilado da cinase AKT em musculo e tecido adiposo
(BUREN et al., 2008; MOTTA et al., 2015). A Tabela 4 apresenta a
comparagao entre modelos experimentais de RI induzidos por GCs.
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Tabela 4. Modelos experimentais de resisténcia a insulina induzidos por

GCs
Modelo Sensibilidade  Glicemia em Referéncia
ainsulina jejum
(SN
DEX i.p Redugdo da Modesto  MOTTA et al., 2014
1 mg/Kg por Sl aumento
5 dias em
ratos Wistar
DEXi.p Reducéo da Modesto RAFACHO et al.,
0,1,05e1* SI(05el aumento* 2008
mg/kg por 5 mg)
dias em
ratos Wistar
DEX i.p Reducéo da Inalterado NOVELLI et al.,
0,12 mg/kg Sl 2008
por 20 dias
em ratos SD
DEX s.c Reducdo da  Hiperglicemia  GAO etal., 2007
3mg/Kg por Sl
14 dias em
ratos SD
DEX i.p Reducéo da ROJAS et al.,
1 mg/Kg por Sl 2003
5 dias em
ratos Wistar
DEX s.c Reducéo na Inalterado SEVERINO et al.,
2ug/dia por Sl 2002
21 dias em
ratos Wistar
DEX i.p Reducéo na Modesto KARLSSON et al.,
2 mg/Kg por Sl aumento 2001
12 dias em

ratos SD
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DEXi.p Reducdo na Modesto STOJANOVSKA
5 ug por 3 ] aumento etal., 1990
ou 4 dias em
ratos SD

DEX: Dexametasona; IP: Intraperitoneal; SC: Subcutaneo; SD Sprague-
Dawley.

A habilidade dos GCs em promover reducéo na sensibilidade a
insulina leva a uma resposta compensatoria adaptativa do pancreas, que
acontece de maneira dose e tempo dependente. Essa resposta €
demonstrada pelo aumento da massa e funcdo das células beta
pancredticas, levando ao aumento da secrecdo de insulina (BEARD et
al., 1984; RAFACHO et al., 2008; FRANSSON et al., 2014). Por vezes,
a secrecdo compensatoria de insulina € suficiente para manter a
normoglicemia (OGAWA et al., 1992; SCHNEITER; TAPPY et al.,
1998; RAFACHO et al., 2011; PETERSONS et al., 2013); no entanto,
dependendo da intensidade do insulto pode ndo ser suficiente,
promovendo um quadro de hiperglicemia (GAO et al., 2007).

Em sintese, os GC enddgenos sdo imperativos para as respostas
contra regulatdrias metabdlicas e imunes. No entanto, a administracdo
exogena dependendo da dose e tempo de tratamento promove efeitos
adversos, em especial sobre a sensibilidade a insulina.

1.3.2 Modelos baseados na ingestao de frutose

Entre os acglcares mais comuns da nossa dieta destacam-se a
sacarose, a frutose e a glicose. A frutose é um monossacarideo
naturalmente presente em frutas e no mel ou em alimentos
industrializados através do uso de adocantes (TAPPY; LE 2010). A
frutose é absorvida partir das microvilosidades da membrana luminal
dos enterdcitos via transportador de glicose GLUT5 e posteriormente
para a corrente sanguinea via GLUT2 presente na membrana basolateral
(CORPE et al., 1999). Apo6s a absorcdo intestinal, a frutose é
rapidamente captada pelo figado, utilizando o mesmo transportador que
a glicose, 0 GLUT2 (CHEESEMEN et al., 1993).

O metabolismo da frutose é relativamente rapido, isso acontece
por conta da acdo enzimatica da frutocinase, uma enzima de alta
especificidade pela frutose que a converte em frutose-1-fosfato (P).
Posteriormente, a frutose-1-P é metabolizada em gliceraldeido e di-
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hidroxiacetona-P pela aldolase B. Em seguida, o gliceraldeido &
convertido em gliceraldeido-3-P. A partir dessa etapa as vias
metabdlicas da frutose e glicose se convergem para a formacdo de
piruvato e oxidagdo no ciclo de Krebs. A maior parte da triose-P
produzida €é convertida em glicose e glicogénio através da
gliconeogénese, enquanto pequenas quantidades sdo convertidas em
lactato e 4cidos graxos (MAYES 1993). A Figura 3 exemplifica a via
metabdlica da frutose no figado.

Diferentemente da glicose, o metabolismo da frutose ndo é
regulado pela insulina ou pela disponibilidade de ATP e citrato, que
regulam o metabolismo da glicose conforme o status de energia celular
(TORNHEIM; LOWENSTEIN 1976). A conversdo de frutose em
triose-P ocorre independentemente da agdo da agdo da insulina, em um
processo rapido devido ao baixo Km da frutocinase e na auséncia da
retroalimentacdo negativa por ATP ou citrato. Esses fatores favorecem a
via metabolica da frutose em relacdo a da glicose (MAYES 1993).
Entretanto, isso leva a uma deplecdo dos niveis de ATP em resposta a
frutose, e aumento na razdo AMP/ATP o que favorece a sintese hepatica
de acido drico (CORTEZ-PINTO et al., 1999; JOHNSON et al., 2013)
(Figura 3).

Frutose

/ GLUT2 \
Frutose ATP

i Glicose icogéni
ADP

Frutose-1-fosfato AMP ]/
l Aldolase B J_ Acido drico I

Di-hidroxiacetona- _ Gliceraldeido-3- —— Frutose -1,6-difosfato
fosfato fosfato

i

Piruvato —— = Lactato

!

k Acetil-Coa —s  Aicidos /
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Figura 3. Metabolismo da frutose no figado. Os passos iniciais da via
metabdlica da frutose sdo mediados pelas enzimas frutocinase e aldolase B. A
frutose captada pelo figado pode ser convertida em glicose, glicogénio, lactato e
em &cidos graxos a partir da producdo de acetil-Coa. A massiva captagdo e
fosforilagdo da frutose no figado aumenta a degradacdo de ATP em AMP e
favorece a formacéo de 4cido Grico. Fonte: Adaptado de TAPPY; LE 2010.

A hiperurecemia é uma caracteristica presente em modelos de
SM induzidos por frutose (JOHNSON et al., 2013). O aumento de acido
Urico favorece vias de estresse oxidativo mitocondrial, contribui para
sintese de triacilglicerol hepético e reducdo da sensibilidade a insulina
em figado e tecido adiposo (BALDWIN et al. 2011; LANASPA et al.,
2011, 2012). Em contrapartida, a inibicdo da sintese de acido Udrico
promove melhora desses parametros alterados pela dieta (BALDWIN et
al., 2011; LANASPA et al., 2011), destacando o papel desse metabolito
nos desfechos da SM induzida por frutose.

Muitos trabalhos vém demonstrando o impacto da frutose sobre o
perfil lipidico. Dietas ricas em frutose sdo potentes estimuladoras da
lipogénese de novo hepética (LDN) e promovem hipertriacilgliceridemia
tanto em modelos experimentais com roedores quanto em humanos
(BAR-ON; STEIN 1958; FAEH et al., 2005; SOFTIC et al., 2016). Na
via da LDN, parte dos atomos de carbono da frutose sdo convertidos em
acidos graxos. Além disso, a frutose pode aumentar a expressdo de
proteinas lipogénicas no figado tais como do fator de transcri¢do
SREBP-1c (do inglés Sterol reglatory element-binding protein 1), um
elemento chave na lipogénese de novo, e o0 ChREBP (carbohydrate-
responsive elemente binding protein) o qual regula positivamente a
expressdo da Acetil-Coa carboxilase (ACC) e da enzima acido graxo
sintase (FAS). Simultaneamente, a frutose inibe a oxidacdo de lipidios
favorecendo a reesterificacdo de acidos graxos e sintese de VLDL no
figado (TOPPING; MAYES 1972; SOFTIC et al.,2016).

Em individuos saudaveis alimentados com uma dieta rica em
frutose por 6 dias foram observados expressivo aumento nos niveis
circulantes de triacilglicerol com paralelo ao aumento da LDN e redugéo
na sensibilidade a insulina (FAEH et al., 2005). Quando suplementados
com 6leo de peixe, esses mesmos individuos apresentaram reducéo na
LDN e nos niveis circulantes de triacilglicerol, indicando a associagéo
da LDN com a dislipidemia em jejum (FAEH et al., 2005). Além
disso, Chong e colaboradores (2007) demonstraram que ap6s a
administragdo aguda de frutose o aumento nos niveis plasmaticos de
triacilglicerol é principalmente devido ao prejuizo no clearance das
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lipoproteinas ricas em triacilglicerol, pelo menos em parte devido a
baixa ativacdo das lipoproteinas lipases. Esses dados também foram
corroborados pela ingestdo crénica de bebidas adogadas com frutose por
10 semanas (SWARBRICK et al., 2011). Em sintese, 0 aumento na
LDN e principalmente o prejuizo no clearance das lipoproteinas ricas
em triacilglicerol contribuem para a hiperlipidemia induzida por dietas
ricas em frutose (PARKS et al., 2000).

Outro ponto que é modulado por conta do desbalanco lipidico em
dietas ricas em frutose é a deposicdo de gordura ectdpica. No figado, o
acUmulo de gordura pode estar envolvido com (a) aumento da
lipogenese de novo, (b) aumento da expressao de genes lipogénicos e (c)
reducdo na oxidagdo de lipidios hepéticos (TAPPY; LE 2010). Esse
acumulo de gordura nos hepatdcitos (>5%) é definido como esteatose
hepética ndo alcodlica (NAFLD do inglés nonalcoholic fatty liver
disease) (KLEINER et al,. 2005). Nesse contexto, o aumento de
diacilglicerol, um precursor intermediario para sintese de triacilglicerol,
é fortemente associado com resisténcia & insulina. 1sso acontece por que
esse precursor é capaz de ativar isoformas atipicas da cinase PKC
(DONNELLY et al. 1995; JORNAYVAZ; SHULMAN 2012), que,
como ja descrito anteriormente, regulam negativamente a via de
sinalizacdo da insulina.

O aumento da adiposidade visceral é outra consequéncia do
consumo de dietas ricas em frutose, especialmente o consumo
prolongado (GE et al., 2016; ABDULLA et al., 2016; NOVAK et al.,
2015). A expansdo do tecido adiposo é resultante tanto do efeito da
frutose sobre a hipertrofia de adipdcitos (ZUBIRIA et al. 2014) quanto
sobre a hiperplasia (ZUBIRIA et al. 2016). Além disso, a frutose pode
afetar negativamente a taxa metabdlica. Individuos obesos sujeitos a
ingestdo de bebidas adocadas com frutose apresentaram reducdo no
gasto energético e na taxa de oxidacdo de gordura (COX et al. 2012).
Esses resultados ndo foram corroborados pela ingestdo de glicose e
demonstram potenciais mecanismos para inducéo de obesidade central.

O consumo de agUcares na dieta nunca foi tdo elevado quanto nas
Gltimas décadas. Ao longo da evolugédo, a dieta do homem paleolitico
consistia-se principalmente de proteinas, com baixa quantidade de
carboidratos os quais eram principalmente de frutas e raizes (DELLUC
et al., 1995). A partir do século XVIII com o desenvolvimento do
comércio intercontinental e o refinamento do acglcar a partir da cana, o
aclcar se tornou progressivamente popular, dado a sua alta
palatabilidade. Ent&o, no inicio do século XX os aglcares tornaram-se o
principal componente da nossa dieta. Com o desenvolvimento na
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indUstria de alimentos nos anos 60, deu-se inicio a extracdo de glicose e
frutose a partir do amido de milho (MARSHALL; KOOI 1957), o qual
resultou na produgdo de adocgantes derivados do milho, principalmente o
xarope de milho rico em frutose (HFCS) (WHITE 2008). O HFCS séo
os adoc¢antes mais consumidos no mundo, pois possuem baixo custo e a
alta palatabilidade (TAPPY; LE 2010).

Devido ao aumento no consumo de alimentos adogcados com
HFCS, o consumo de frutose aumentou exponencialmente entre 1970 e
2007, e os refrigerantes sdo considerados a principal fonte desse
carboidrato na dieta moderna (BRAY et al., 2004; CHOI et al., 2008).
Paralelo ao aumento no consumo de HFCS houve aumento na
prevaléncia de obesidade e SM na populagdo mundial (TAPPY; LE
2010). Isso corrobora com os efeitos adversos associados com consumo
de frutose em bebidas adocadas, tais como aumento da adiposidade
visceral, dislipidemia, esteatose hepatica, hiperurecemia, Rl e
hipertensdo (HWANG et al., 1987; STANHOPE; HAVEL 2009;
SOFTIC et al., 2016).

Dietas ricas em frutose sdo frequentemente utilizadas para
inducdo de modelos experimentais de SM em ratos (HWANG et al.,
1987; LEIBOWITZ et al., 2013). Entretanto, a administracdo e as
concentragBes sdo varidveis. Quando administrada na dgua de beber as
concentracBes de frutose geralmente sdo entre 10% - 20% (TOOP;
GENTILI 2016), semelhantes as concentracGes presentes em bebidas
adogadas. A Tabela 5 apresenta um conjunto de trabalhos com a
administracdo de frutose em ratos. Em sintese, os efeitos adversos
promovidos pela frutose sdo fortes fatores de risco para o
desenvolvimento do DM2.

Tabela 5. Efeitos metabdlicos da frutose em ratos

Modelo  Glicose Triacilglicerois Sensibilidade Adiposidade Ref.

(frutose sanguinea sanguineos 4 insulina
na agua) (Shou
insulina
plasmaética
10% por 5 Sem Aumento Redugdona A\, mento Gezgtlgl.,
semanas efeito Sle
em ratos aumento na

Wistar insulina




20% por 8  Aumento Aumento Aumento na Aumento  ABDULLA et
semanas em insulina al., 2016
ratos SD

20% por 8 Aumento Redugdo na DEMIRTAS et
semanas em Sle al., 2015
ratos SD aumento na
insulina

20% e 25% Aumento Aumento Aumento MAMIKUTTY
por 8 etal., 2014
semanas em

ratos Wistar

10% por 3 Sem Aumento Redugéo na Sem CASTRO
semanas em  efeito Sle efeito etal., 2014
ratos Wistar aumento na

insulina

10% por 3 Sem Aumento Redugdo na Sem MAIZTEGUI
semanas em efeito Sle efeito etal., 2011
ratos Wistar aumento na

insulina
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10% por 8 Modesto Aumento Aumento na Sem SHAHRAKI
semanas em aumento insulina efeito etal., 2011
ratos Wistar

SD: Sprague-Dawley; Sl: Sensibilidade a insulina

1.4 ACIDOS GRAXOS POLINSATURADOS OMEGA-3

Os acidos graxos polinsaturados (AGPI), tais como Omega-3 (n-
3) e Omega-6 (n-6) exercem importantes fun¢fes no nosso organismo e
sdo definidos como essenciais, dada a sua necessidade de ingestdo.
Esses acidos graxos sdo absorvidos pelo trato digestivo, alcancam o
figado e sdo esterificados em fosfolipidios para posterior liberacdo para
corrente sanguinea em forma de lipoproteinas (CALDER, 2012).

O n-3 mais simples é o acido alfa linolénico, o qual é precursor
do acido eicosapentaendico (EPA) e do acido docosahexaendico (DHA).
As fontes de EPA e DHA sdo praticamente marinhas, encontrados
principalmente em peixes como salmdo, arenques, sardinhas, cavalas,
atum, bacalhau e trutas. O dleo de peixe, obtido a partir dos peixes com
alta fonte de n-3, sdo amplamente comercializados como suplemento
alimentar. As concentragdes de EPA e DHA variam de acordo com a
fonte de extracdo, mas geralmente compreendem 30% dos acidos graxos
presentes em 1 grama de 6leo de peixe (CALDER; YAQOOB 2009).

Estudos de longa data demonstram que a suplementagdo com
capsulas de 6leo de peixe modificam o perfil de &cidos graxos e a
incorporacdo de EPA e DHA em diferentes tipos celulares, tais como
eritrdcitos, leucdcitos, cardiomidcitos, hepatécitos, adipécitos entre
outros (KATAN et al.,, 1997). A incorporacdo desses n-3 promove
reducdo do n-6 &cido araquidbnico (AA) e da producdo de eicosanoides,
0s quais apresentam agdes pré-inflamatorias (KALUPAHANA et al.,
2011).

A incorporacdo de n-3 na membrana plasmatica altera as
propriedades fisicas da membrana como fluidez e estrutura, os quais
influenciam receptores, transportadores e canais i6nicos (CALDER;
YAQOOB 2009). Também influenciam vias de sinalizacdo intracelular,
modulando a expressdo de fatores de transcricdo e cinases (NFkB,
receptores ativados por proliferadores de peroxisomos (PPARS),
SREBP-1e da proteina cinase ativada por AMP (AMPK)) (MILES;
CALDER 1998). Esses acidos graxos apresentam potencial impacto
anti-inflamatorio, uma vez que reduzem a producgdo de eicosanoides e
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também sdo precursores de mediadores lipidicos com acdo anti-
inflamatdria (SERHAN et al., 2000).

Os PPARs sdo fatores de transcricdo que atuam regulando a
expressao génica. Esses fatores de transcricdo séo ativados por ligantes
gue incluem os n-3 e eicosanoides (KLIEWER et al., 1997) e sdo
capazes de modular o metabolismo e respostas celulares. O PPAR-a ¢
expresso principalmente no figado e regula a expressdo de enzimas
chaves na [-oxidacgdo e no metabolismo de lipoproteinas
(SCHOONJANS et al. 1996). Em contrapartida, 0 PPAR-y ¢ expresso
no tecido adiposo, regulando a diferenciacdo de adipdcitos, aumento da
captagdo e armazenamento de &cidos graxos e a melhora da
sensibilidade a insulina (SCHOONJANS et al., 1996). A resposta anti-
inflamatdria dos n-3 também é mediada através da reducdo da ativacdo
do NFxB e consequentemente da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias (X1 et al.,, 2001). De acordo com Vanden-Berghe e
colaboradores (2003), a interagdo PPAR-y com NFkB inibe a sua
translocacgdo para o nlcleo e portanto a transcricdo de seus genes alvos.
A Figura 4 exemplifica as agdes dos n-3 via PPARs sobre o perfil
lipidico, glicidico e inflamatdrio.

l—[ EPA/DHA ]—l
PPARa l PPARYy

Reducéo da Redugcéo de Melhora da
. " Aumento da . . . R
lipogenese hepética B-oxidacdo citocinas pro- sensibilidade a
e secrecédo de VLDL ¢ inflamatérias insulina
F_{edut;ezo da Aumento da
liberagéo de x
‘s " captacdo de
acidos graxos néo -
glicose

esterificados

Melhora do perfil Me”;?frﬁ do Melhora do perfil
lipidico | pert? glicémico
inflamatorio

Figura 4. Mecanismos de acdo dos n-3 através dos PPARs. Os acidos graxos
EPA ¢ DHA podem modular positivamente o perfil lipidico via PPARa no
figado e melhorar o perfil glicémico e inflamatério via PPARy no tecido
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adiposo. EPA: &cido eicosapentaenoico; DHA: do &cido docosahexaendico;
PPAR: receptores ativados por proliferadores de peroxissomos. Fonte:
Adaptado de CALDER, 2012.

A associacdo positiva da ingestdo dos n-3 com o perfil lipidico
foi sugerida na década de 70 por Bang e Dyerberg. Esses pesquisadores
observaram que individuos nativos da Groelandia que consumiam uma
dieta rica em fontes de n-3 apresentavam baixas concentracdes de
triacilglicerol  circulantes e baixa incidéncia de doencas
cardiovasculares. Desde entdo, uma série de estudos com humanos e
modelos experimentais tém constatado esse efeito, tanto a partir do
aumento de n-3 na dieta quanto por suplementacdo (HARRIS et al.,
1989; SCHMIDT et al., 1993; HEDENGRAN et al., 2015; BARBOSA
etal., 2016).

A hipertriacilgliceridemia €& definida como niveis de
triacilglicerol plasmatico superiores a 150 mg/dL em humanos
(CARROLL; KIT; LACHER 2015) e é umas das caracteristicas
presentes no quadro de SM. Como os n-3 podem ser uma fonte
alternativa para o tratamento da hipertriacilgliceridemia, varios estudos
tém investigado 0s mecanismos responsaveis por esse efeito. Nesse
sentido, os n-3 atuam promovendo o clearance de triacilglicerol
plasmatico através de quatro principais mecanismos: (a) reducdo da
lipogenese hepatica via supressao da SREBP-1 (HORTON et al., 1998);
(b) aumento da B-oxidacdo de acidos graxos (BAYS et al., 2008); (c)
inibicdo de enzimas envolvidas na sintese de triacilglicerol, tais como a
diacilglicerol aciltransferase (DGAT) e (d) aumento da expressdao das
lipoproteinas lipases (BACKES et al., 2016).

Outro potencial efeito dos n-3 é sobre a sensibilidade a insulina.
Enquanto os acidos graxos saturados reduzem a sensibilidade, os AGPI
estdo associados com a melhora da sensibilidade e secre¢éo de insulina
(BHASWANT et al.,, 2015). A suplementacdo com EPA+DHA em
animais ob/ob promoveu melhora da sensibilidade a insulina através
aumento da expressdo do PPARy, GLUT4, IRS-1 e da AMPK em tecido
adiposo (GONZALEZ-PERIZ et al., 2009). Luo e colaboradores (1996)
demonstraram que a sensibilidade a insulina foi correlacionada com a
composicdo dos fosfolipidios de membrana, de modo que adipécitos de
ratos tratados com Oleo de peixe apresentaram maior sensibilidade a
insulina. Esses resultados enfatizam a relacéo da incorporacdo dos AGPI
em membranas celulares e a modulacdo de respostas intracelulares
dependente do perfil dos &cidos graxos. De modo semelhante, houve
aumento na expressdo do GLUT4 e na captacdo de glicose em
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adipocitos, mas ndo musculo, de ratos suplementados com dleo de peixe
(PEYRON-CASO et al., 2002).

Os mecanismos responsaveis pela prevencdo da Rl a partir da
suplementacdo com d&leo de peixe ndo estdo completamente
esclarecidos, mas em modelos de dieta rica em carboidratos o acimulo
de gordura ectopica esta diretamente relacionado com a sensibilidade a
insulina, de modo que a prevencdo da RI nesses animais foi observada a
partir dos efeitos hipolipidémicos dos n-3 (LOMBARDO; CHICCO,

2006).

Em suma, os n-3 apresentam efeitos positivos sobre o perfil
inflamatorio, lipidico e glicémico, no entanto esses efeitos parecem ser
dependentes da dose e tempo de suplementacdo (Tabela 6).

Tabela 6. Efeitos da suplementacdo com éleo de peixe sobre alteracdes
no metabolismo lipidico e glicidico

Modelo Oleo de peixe Principais Referéncias
experimental resultados
Modelo de 21,8% da Atenuacgdo no CAVALIERE
obesidade dieta por 6 perfil lipidico e etal., 2016
(induzido por semanas melhora da
dieta rica em tolerancia a
gordura) em glicose e
ratos Wistar sensibilidade &
machos insulina
Modelo de SM 2%, 5% e 7% Reducdo no DE-CASTRO
(induzido por da dieta por conteudo de etal., 2015
dieta rica em 30 dias triacilglicerol

frutose) em
ratos Wistar
machos

hepatico e nos
niveis séricos.
Melhora da
sensibilidade &
insulina e reducéo
da expressdo da
SREBP-1 e FAS
em figado.
Resultados para as
dietas com 5% e
7% de 6leo de
peixe.
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Modelo de 1 g/Kg/dia via Melhora da YAMAZAKI et

obesidade gavagem por sensibilidade a al., 2011
(induzido por 4 semanas insulina e da
GMS) em ratos oxidacdo de
Wistar machos glicose muscular.

Reducéo nos
niveis plasmaticos
de triacilglicerol e
colesterol total
Modelo de SM  7,5% da dieta Reducdo nos AGUILERA et

(induzido por como6leode  niveis plasmaticos al., 2004
sacarose) em peixe por 6 de insulina e
ratos Wistar semanas lipideos totais

machos

SM: Sindrome metabolica; GMS: Glutamato mono§sédico; SREBP-1: proteina
ligada ao elemento regulador de esteroides 1; FAS: Acidos graxo sintase.

2. JUSTICATIVA E HIPOTESE

De acordo com a Federacdo Internacional do Diabetes (IDF), no
Brasil mais de 9% da populacdo é diagnosticada com DM2 e
movimentam quase 22 bilhdes de dolares por ano gastos com essa
doenca. Sendo assim, esforcos para prevenir e tratar o DM2 sédo
questdes de prioridade de salde publica, com beneficios sociais,
econdmicos e na salde do paciente.

Ao longo dos anos, modelos experimentais de DM2 tém
contribuido significativamente para a compressdo dos fatores causais e
disfungdes associadas a patogénese dessa doenca cronica. Entretanto, a
maioria desses modelos ndo sdo induzidos por agentes que representam
fatores de risco para o estabelecimento do DM2 na populacdo (ex.,
animais geneticamente modificados, modelos cirlrgicos, drogas que
lesam as células beta associadas a dietas hiperlipidicas muito acima das
recomendaces dietéticas).

Agentes farmacolégicos como os GC sdo amplamente utilizados
na prética clinica e apresentam efeitos adversos sobre a homeostase
glicémica e lipidica (ex., reducdo na sensibilidade a insulina,
intolerancia a glicose e dislipidemia) dependendo da dose e tempo de
administragdo. Além disso, 0 aumento no consumo de alimentos
adogados com frutose é fortemente associado com a prevaléncia de SM
na populacdo mundial, a julgar por seus efeitos sobre 0o aumento da
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adiposidade visceral, dislipidemia, esteatose hepatica, hiperurecemia,
resisténcia a insulina e hipertensdo. Ambos os fatores séo utilizados para
inducdo de modelos experimentais de SM e/ou RI, no entanto, ndo
induzem isoladamente um modelo diabético, caracterizado por
hiperglicemia acima de 200 mg/dL.

Levando-se em conta os efeitos adversos dos GC e as
repercussdes metabdlicas do consumo de frutose, nds hipotetizamos que
a administragdo crbnica e concomitante dessas substancias poderia
resultar em um contexto metabdlico equivalente ao DM2 em ratos.
Sendo assim, produziriamos um novo modelo experimental para
investigacdo dos pardmetros envolvidos na patogénese do DM2 que nos
permitiria envolver propostas interventivas como a suplementa¢do com
0 Oleo de peixe, haja vista que se tratariamos de um modelo com
tratamento crénico. Além disso, propomos avaliar as repercussfes
metabolicas apds o término do protocolo experimental, a fim de avaliar
se as possiveis alteracdes do modelo sdo permanentes ou transitorias,
sendo uma metodologia ndo muito explorada na literatura.

Em sintese, hipotetizamos que a administracdo conjunta dos
insultos promova um fen6tipo de DM2 e que a suplementacdo com dleo
de peixe e a retirada dos insultos impacte positivamente sobre os
pardmetros metabdlicos alterados nesse modelo experimental.

3. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da administracdo conjunta de frutose e
prednisolona sobre a homeostase glicémica e lipidica bem como no
conteldo de proteinas chaves em tecidos periféricos e no hipotalamo de
ratos. Ainda, avaliar o impacto da suplementacdo com 6leo de peixe e
da interrupcdo da exposicdo aos insultos sobre os desfechos metabolicos
e moleculares.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar os pardmetros de caracterizagio do modelo
experimental, com dados murinométricos, metabdlicos e a
sensibilidade a insulina em ratos tratados com frutose e
prednisolong;

2. Avaliar as possiveis alteracbes moleculares envolvidas com a
via de sinalizacdo da insulina e com a via pro-inflamatéria em
tecidos periféricos (figado e tecido adiposo) e no hipotalamo;
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Verificar o impacto da suplementacdo com 6leo de peixe sobre
0s parametros metabdlicos e moleculares do modelo
experimental proposto;

Verificar se as eventuais alteragdes metabolicas e moleculares
sdo transitérias ou permanentes apds o término dos
tratamentos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Esta dissertacdo estd inserida em uma proposta maior intitulada
“Repercussdes metabolicas da administracdo cronica de frutose e
prednisolona: busca por novos modelos experimentais envolvendo
alteracGes no metabolismo de glicose e do potencial impacto positivo da
suplementa¢do com oleo de peixe” a qual deu origem a duas
dissertacdes de mestrado com vertentes distintas, a fim de otimizar a
utilizacdo dos animais e permitir maior exploracdo do modelo
experimental. Dessa forma, os dados de caracterizagdo do modelo
experimental sdo comuns para as duas dissertacdes.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
localizado no Campus Trindade, Florianépolis, SC. Os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas (5 animais por caixa) e em ambiente com
temperatura controlada (21 + 2°C) e ciclo de iluminacdo claro-escuro
(06:00-18:00 claro, 18:00-06:00 escuro), alimentados com ragdo
comercial padrdo (Nuvilab®, Nuvital, PR, Brasil) e agua filtrada ad
libitum. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSC com protocolo de n°
PP00782.

4.2 EUTANASIA

O procedimento de eutanasia foi realizado em animais jejuados
por exposi¢cdo ao CO; seguido por decapitacdo por guilhotina, de acordo
com as normativas do CONCEA.

4.3 DELINEAMENTO E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para execugdo desta proposta foram utilizados 80 ratos, 0s quais
foram divididos em 7 grupos experimentais de 10 ou 15 animais. Os
animais foram aclimatados por 10 dias no biotério setorial do
Laboratério de Investigagdo de Doengas Crdnicas até completarem 40
dias de vida e serem divididos em grupos experimentais. Finalmente, os
ratos com 40 dias de vida foram divididos nos seguintes grupos: Grupo
controle (Ctl) - os animais receberam agua potavel (filtrada) ad libitum
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durante todo o protocolo experimental; Grupo frutose (Fru) — os
animais receberam agua potével (filtrada) acrescida de 20% de frutose
(Synth, Diadema, SP, Brasil; 0,8 Kcal/mL) ad libitum durante 90 dias
consecutivos. A introducdo da frutose foi realizada de forma escalonada
durante os dez primeiros dias, iniciando com 4% (1° ao 3° dia) e
seguindo com 8% (4° ao 6° dia), 12% (7° e 8° dia), 16 % (9° e 10° dia) e
posteriormente 20% de solugdo de frutose. A escolha da dose foi
baseada em publicacBes prévias (ALZAMENDI et al., 2009;
SHELUDIAKOVA; ROONEY; BOAKES 2012). Grupo prednisolona
(Pred) — os animais receberam agua potavel (filtrada) acrescida de 12,5
pg/mL de prednisolona (Prelone ® Aché, Campinas, SP, Brasil) ad
libitum por 90 dias consecutivos. A introducdo da prednisolona foi
realizada de forma escalonada, iniciando com 4 pug/mL (1° ao 3° dia) e
seguindo com 6 pg/mL (4° ao 6° dia), 8 pg/mL (7° e 8° dia), 10 pg/mL
(9° e 10° dia) e posteriormente 12,5 ug/mL de solugdo de prednisolona.
A escolha da dose de prednisolona foi baseada em trabalhos prévios
(KARATSOREOQS et al., 2010; FRANSSON et al., 2013) e em estudos
pilotos realizados em nosso laboratério. Grupo frutose + prednisolona
(FruPred) — os animais receberam, concomitantemente, 0s mesmos
tratamentos dos grupos Fru e Pred. Grupo FruPred + 6leo de peixe —
Os animais foram tratados nos mesmos moldes do grupo FruPred. A
partir do 45° dia do protocolo experimental, os animais foram
suplementados com o0leo de peixe (1 g/Kg de peso corpéreo, via
gavagem) (Nature’s Bounty, New York, USA. Quadro 1 e 2)
(YAMAZAKI et al., 2011) até o 90° dia do protocolo experimental. A
suplementacdo ocorreu uma vez ao dia, entre as 8:00 e 9:00, por 45 dias
consecutivos. Grupo 6leo de peixe (Op) — os animais receberam agua
potavel (filtrada), assim como o grupo Ctl e foram suplementados com
6leo de peixe como descrito no grupo FruPredOp. Os grupos nao
suplementados com 6leo de peixe receberam 6leo mineral (1 ml/Kg, via
gavagem), e ndo foi observado nenhum sinal indesejavel, como diarreia
ou fezes amolecidas. Grupo FruPred + reversibilidade (Rev) — ap6s
0s 90 dias de tratamento com solucdo de frutose e prednisolona um
grupo de animais FruPred foi mantido com agua potavel (sem frutose e
prednisolona) e ragdo padrdo por mais 90 dias. O delineamento do
estudo é apresentado na Figura 5. E importante salientar que ao longo do
protocolo experimental 3 ratos morreram, sendo um do grupo Ctl e dois
do grupo FruPred.
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Informacgéo nutricional

Porcao de 1,69g (1capsula)

Quantidade por porcéao

Valor energético 11Kcal = 46kJ
Gorduras totais, das quais: 1,29
Gorduras saturadas 0,32¢
Gorduras trans Og
Gorduras monoinsaturadas 0,279
Gorduras polinsaturadas 0,449
Acido eicosapentaenoico (EPA) 247mg
Acido docosaexaenoico (DHA) 115mg
Vitamina E 1,26mg

Fonte: Adaptado do rétulo do dleo de peixe encapsulado Nature’s Bounty®

Quadro 2. Composicao dos acidos graxos por capsula de 6leo de peixe

Nature’s Bounty
Composicéo de acidos graxos (1,699)
Acido graxo %
Alfa-linolénico (6mega 3) 0,2
EPA (6mega 3) 251
DHA (6mega 3) 18,3
Palmitoleico (6mega 7) 12,0
Linoléico (6mega 6) 2,8
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Oleico (bmega 6) 10,6
Miristico (AGS) 10,5
Palmitico (AGS) 16,8
Estearico (AGS) 3.8

Dados obtidos a partir de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). EPA:
acido eicosapentaenoico; DHA: &cido docosaexaenoico; AGS: 4cidos graxos

saturados.
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c. Pred & Rev

d. FruPred

B Peso corpéreo, ingestdo alimentar, hidrica e calérica
O Glicemia e triacilgliceridemia
Q) Testes funcionais (ipPT'T, oGTT e ipI'TT)

1‘ Eutandsia e coleta de érgaos

Figura 5. Delineamento experimental. Vide o texto para compreensdo

detalhada

Os dados serdo apresentados em mdédulos. O mddulo | tem por
objetivo abordar o modelo experimental, comparando os grupos Ctl,
Fru, Pred e FruPred. O mddulo 11 tem o objetivo de verificar o efeito da

suplementacdo com o6leo de

peixe, comparando os grupos Ctl, Op,

FruPred e FruPredOp, e o modulo Il tem por objetivo verificar as
alteragdes pds-tratamento, comparando os grupos Ctl, FruPred e Rev.
Os dados dos grupos Ctl e FruPred se repetirdo entre os modulos.



57

4.4 PARAMETROS MURINOMETRICOS E METABOLICOS

4.4.1 Peso corpdreo

A verificagdo do peso corpdreo foi realizada semanalmente desde
o inicio do protocolo experimental até a eutanasia em balanca eletrénica
digital (TECNAL,; Piracicaba, SP, Brasil).

4.4.2 Consumo de racdao

O consumo de racdo foi acompanhado semanalmente como
descrito para o peso corpdreo. A determinacdo da ingestdo alimentar foi
realizada pela pesagem da ra¢do remanescente (ndo ingerida) descontada
do total daquela depositada no dia anterior. A diferenca representa a
guantidade ingerida por gaiola diariamente. A quantidade média de
racdo ingerida por animal foi obtida através da divisdo da massa total de
racdo ingerida pelo nimero de animais por gaiola. Os resultados foram
expressos em gramas (g) de racdo ingeridos por 100 g de peso corpdreo
para se obter a normalizacdo destes parametros.

4.4.3 Ingestao hidrica

A ingestdo hidrica foi acompanhada semanalmente como descrito
para 0 peso corpéreo. A determinacdo da ingestéo hidrica foi realizada
pela quantificacdo do volume de liquido remanescente (n&o ingerido)
descontado do total daquele depositado no dia anterior. A diferenca
representa a quantidade ingerida por gaiola diariamente. A quantidade
média ingerida por animal foi obtida através da divisdo do volume total
ingerido pelo ndmero de animais por gaiola. Os resultados foram
expressos em mililitros (mL) de liquido ingerido por 100 g de peso
corpdreo para se obter a normalizacdo destes parametros.

4.4.4 Ingestao calérica

A ingestdo caldrica foi acompanhada semanalmente assim como
peso corpdreo, ingestdo alimentar e hidrica. A determinacdo da ingestdo
caldrica total foi realizada pela soma da Kcal de ingestdo de racdo, da
ingestdo hidrica e da suplementacdo com éleo de peixe, quando foi o
caso. Os resultados foram expressos em Kcal por 100 g de peso
corpéreo para se obter a normalizacdo destes parametros.

4.4.5 Glicose e triacilglicerol sanguineos

A glicemia foi determinada a cada 15 dias e imediatamente antes
da eutanasia na condicdo de jejum (12 h) através do sistema de fitas
(monitor digital) “Accu-Check Performa” (ROCHE, Brasil) a partir de
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gota de sangue obtida da ponta da cauda. O triacilglicerol (TG) também
foi determinado nos mesmos periodos de coleta de glicose sanguinea.
Para determinagdo da triacilgliceridemia foi coletado 70 pl de sangue
obtidos da ponta da cauda O sangue foi aliqguotado em eppendorf
contendo anticoagulante NaF (Glistalab — Labtest; Lagoa Santa, MG,
Brasil) e centrifugado a 400x g por 10 min a 21°C e o plasma
armazenado a - 80°C para posterior quantificagio do TG
(espectrofotometria) de acordo com instrucdes do fabricante
(Biotécnica; Varginha, MG, Brasil).

4.4.6 Teste de tolerancia ao piruvato intraperitoneal
(ipPTT)

O IipPTT foi realizado na 10* semana de tratamento em ratos
jejuados (12 h) sem uso de anestésico. Inicialmente, os animais tiveram
a ponta da cauda seccionada para a coleta de 2 gotas se sangue. A
primeira gota foi descartada e a segunda utilizada para determinacdo da
glicemia no tempo 0. Imediatamente, foi injetada solugdo de piruvato
(1,25 g/Kg de peso corpdreo) e as amostras de sangue foram
posteriormente coletadas aos 30, 60 e 150 minutos para determinagéo
das concentracBes de glicose sanguinea. A area sob a curva (ASC) da
glicose sanguinea (AG = mg/dL.150mint) durante o ipPTT foi calculada
pelo método trapezoidal (FERREIRA et al., 2012).

4.4.7 Teste de tolerancia a glicose oral (0GTT)

O oGTT foi realizado na 112 semana de tratamento em animais
jejuados (12h) sem uso de anestésico. A glicemia basal (min 0) foi
obtida como descrito anteriormente para o ipPTT. Imediatamente, foi
administrada solucéo de p-glicose 50% (2 g/Kg de peso corpéreo, 0.g.) e
amostras de sangue da cauda dos ratos aos 30, 60 e 120 minutos foram
posteriormente coletadas para determinacdo das concentracdes de
glicose sanguinea. A area sob a curva (ASC) da glicose sanguinea (AG
= mg/dL.120min) durante o oGTT foi calculada pelo método
trapezoidal (BERGMAN et al., 1985; RAFACHO et al., 2008).

4.4.8 Teste de toler&ncia & insulina intraperitoneal (iplTT)

O ipITT foi realizado na Ultima semana de tratamento em animais
alimentados, sem uso de anestésico. A glicemia basal (min 0) foi obtida
como descrito anteriormente para o ipPTT. Em seguida, os animais
receberam uma injecdo intraperitoneal de insulina humana recombinante
(BioHulin®) equivalente a 1 1U/Kg de peso corpéreo. Amostras de
sangue da cauda foram coletadas para dosagem da glicose sanguinea nos
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tempos 0, 20, 30 e 40 minutos. A constante de decaimento de glicose
(Kitt) foi calculado a partir do “slope” da linha de regressdo obtida com
valores de glicose log-transformados entre 0 e 40 min (RAFACHO et
al., 2008).

4.4.9 Componentes bioquimicos

Imediatamente ap6s a eutanasia, 0 sangue do tronco dos animais
foi coletado em tubo de ensaio de vidro contendo ou nédo anticoagulante
NaF (Glistab — Labtest; Lagoa Santa, MG, Brasil). Em seguida, os tubos
foram centrifugados a 400x g por 10 min a 21°C e o plasma ou soro
foram aliquotados e armazenados a -80°C. A quantificagdo de insulina,
colesterol total e proteinas totais foi realizada a partir do plasma e o
acido Urico e albumina a partir do soro. A insulina foi determinada por
meio do kit AlphaLISA® microesfereas (AL204C) (PerkinElmer,
Waltham, MA, EUA), o colesterol, acido uUrico e albumina foram
determinados por espectofotometria de acordo com instrugdes do
fabricante (Biotécnica® - Varginha, MG, Brasil) e as proteinas totais
foram determinadas pelo método de Bradford.

4.4,10 Avaliacdo da sensibilidade a insulina pela modelo
de andlise homeostatica (HOMA-IR) e indice TyG

O HOMA foi calculado a partir da formula: [glicemia de jejum
(mM) x insulinemia de jejum (uIU/mL)]}/22.5 (MATTHEWS et al.,
1985). O TyG, célculo alternativo proposto para verificagdo da
sensibilidade periférica & insulina, foi definido a partir da féormula
Ln[(triacilgliceridemia de jejum (mg/dL) x glicemia de jejum
(mg/dL))/2] (GUERRERO-ROMERO et al., 2010).

4.4.11 Peso de 6rgédos

Imediatamente apds a eutanasia, os 6rgdos de interesse foram
cuidadosamente removidos e pesados em balancga eletronica analitica
digital (TECNAL, SP, Brasil). O peso relativo dos 6rgdos foi
determinado através da normalizacdo pelo peso corpéreo de cada
animal.

4.4.12 Conteldo de glicogénio hepatico

Para determinacdo do glicogénio hepético aproximadamente 400
mg de figado foram coletados em tubos de ensaio contendo solugéo de
KOH 30% e fervidos por 1 h para completa digestdo. Em seguida, foi
acrescido NaxSOs4 e etanol. As amostras foram homogeneizadas,
submetidas ao banho-maria fervente por 15 segundos e centrifugadas a
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800 x g por 10 minutos a 21°C. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em agua destilada quente.
Posteriormente, etanol foi adicionado e novamente o material foi
homogeneizado, rapidamente aquecido e centrifugado. Apds diluicdo do
precipitado em H»O destilada, o contetdo de glicogénio foi quantificado
por espectrofotometria (490 nm) em reacdo com reagente fenol (LO;
RUSSEL; TAYLOR 1970).

4.4.13 Conteudo de triacilglicerol hepatico

Para quantificacio do contedtdo de TG hepatico,
aproximadamente 100 mg de figado foram coletados em tudo de ensaio
contendo NaCl (1M) e homogeneizados (UltraTurrax, IKA®, Staufen,
Alemanha). Em seguida, foi adicionado solugdo de cloroférmio/metanol
(2:1) e o material foi centrifugado a 5000 x g por 5 minutos a 21°C.
Apos centrifugacdo, foi coletada a fase inferior (metandlica) para
posterior secagem em banho-maria fervente. Em seguida, a amostra foi
ressuspendida em Trinton X100/Metanol (2:1) e foi feito a dosagem do
TG através do ensaio enzimatico colorimétrico (Biotécnica® -
Varginha, MG, Brasil) (RAFACHO et al., 2008).

4.4.14 Lipolise

Imediatamente ap0Os a eutanasia, fragmentos de tecido adiposo
epididimal e retroperitoneal foram coletados para determinagdo da
lipdlise estimulada por isoproterenol. Para tal, fragmentos do tecido
adiposo (100mg) foram incubados em solu¢do de Krebs (pH 7.4)
contendo albumina sérica bovina (1%), glicose (5,6 mM), CO2 (5%) e
02 (95%) pelo periodo de 1 hora a 37°C na presenga ou ndo de 20 uM
de isoproterenol. Ao final da incubacdo, amostras do meio foram
coletadas e mantidas a 4°C. A determinacdo do glicerol foi realizada por
ensaio colorimétrico enzimatico (Biotécnica® - Varginha, MG, Brasil)
(BUCOLO; DAVID 1973). Os resultados foram expressos como
microgramas por miligramas de tecido por hora (ug/mg/1h).

4.5. ANALISE DO ESTADO REDOX EM FRAGMENTOS DE
FIGADO

A anédlise do estado redox foi determinado pela avaliacdo do
estresse oxidativo através de hidroperoxidos lipidicos e proteinas
carboniladas, e da atividade de enzimas antioxidantes como a catalase e
a superoxido dismutase.
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4.5.1 Hidroperoxidos lipidicos

Os hidroperoxidos lipidicos presentes no figado foram
quantificados pelo método da oxidacdo do ferro com alaranjado de
xilenol (FOX), conforme descrito por Nourroz-Zadeh, Tajaddini-
Sarmadi e Wolff (1994). Aliquotas de 50 pL de figado previamente
homogeneizado em solu¢do salina foram centrifugadas por 5 minutos a
5000g com 200 pL de metanol. 18 pL do sobrenadante foi adicionado
em uma placa de 96 pocos juntamente com 2L de metanol (branco da
amostra) ou 2 pL de trifenilfosfina (TPP) 10 mM. A placa foi mantida
em temperatura ambiente por 30 minutos. Apds essa incubagdo, foi
adicionado em cada poco 180 pL do reagente FOX (composto por
alaranjado de xilenol 1,0mM e sulfato de ferro e aménio 2,5 mM,
preparados em H2S04 (&cido sulfirico) 250 mM, e BHT 4,4 mM). Os
LOOH presentes na amostra oxidam os cations ferrosos (Fe?*) da
solucdo de trabalho (FOX). A producéo de Fe** serd menor nas amostras
tratadas com TPP, visto que nestas, todos os LOOH serédo reduzidos. As
amostras foram incubadas por 30 minutos no escuro em temperatura
ambiente e lidas no espectrofotdmetro em 560nm. A concentragdo de
hidroperdxidos lipidicos foi calculada pela diferenca entre as
absorbancias das amostras com metanol (branco) e com TPP. Para curva
padrdo foi utilizada uma diluicdo seriada com perdxido de hidrogénio
(H202), sendo que o ponto mais alto da curva foi de 3,1umol/mL com
diluicdes sucessivas até o ponto zero. Os resultados foram expressos em
pumol/mL.

4.5.2 Carbonilacdo de proteinas

Os danos oxidativos em proteinas foram mensurados pela
determinacdo de formacao de grupos carbonila baseados na rea¢do com
dinitrofenilidrazina (DNPH) como previamente descrito por Levine et
al. (1990). Foram utilizados 2 microtubos para cada amostra contendo
100uL de figado previamente homogeneizado em solugdo salina. Em 1
microtubo foi adicionado 600uL de DNPH diluido em HCI 2M. No
outro microtubo foi adicionado 600uL apenas de HCI. Apds incubacédo
de 1 hora no escuro com agitacdo a cada 10 minutos foram adicionados
600pL de &cido tricloracético 20% (TCA 20%) e centrifugado por 5
minutos a 11000g, 4°C. Foram realizadas trés lavagens com 800uL
etanol-etilacetato (1:1) e centrifugagdo de 10 minutos a 15000g, 4°C.
Apos essas lavagens foi adicionado 900uL de ureia 8M dissolvida em
tampéo de KH2PO4 20mM (fosfato de potéssio) com pH 2,3 e incubado
em banho-maria por 30 minutos a 60°C com agitacdo no minuto 15. As
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14000g, 4°C e lidas em
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360nm em espectrofotdbmetro com temperatura ajustada em 37°C. Uma
curva com concentragdes de 2mg/mL no ponto mais concentrado e
diluicdo até zero foi feita para normalizacdo dos dados com albumina
sérica bovina e a solucéo de ureia 8M, lida em 280nm (Marca Molecular
Devices, Modelo Spectramax® Paradigm, CA, USA). O contetdo de
formacéo de grupos carbonil foi determinado utilizando um coeficiente
de 22.000 molar®. Os resultados foram expressos em nmol/mg de
proteina.

4.5.3 Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD)

O principio do método descrito por Marklund, S e Marklund G
(1974) baseia-se na inibicdo da auto-oxidacdo do pirogalol pela
atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) na amostra.
Inicialmente a auto-oxidagdo do pirogalol 2 mM foi mensurada em
espectofotdmetro a 420 nm por 3 minutos. Apos essa etapa, 30uL de
amostra de figado previamente homogeneizada em tampdo fosfato 50
mM, pH 8,2 foi diluida em 970uL do mesmo tampéo e aquecida a 37°C.
A auto-oxidacao do pirogalol na presenca da amostra foi mensurada em
microtubos com ou sem pirogalol, a 420nm por 3 minutos. As leituras
foram realizadas em Spectofotdbmetro (Marca Molecular Devices,
Modelo Spectramax® Paradigm, CA, USA). A atividade foi dada pela
guantidade que causou a inibigdo em 50% da auto-oxidacdo do pirogalol
e dividida pela quantidade de proteina na amostra, em U/mg de proteina.

4.5.4 Atividade da enzima catalase

O principio do método baseia-se na mensuracéo da decomposicao
do peroxido de hidrogénio (H20,) em H,O + O, pela a¢do da enzima
catalase, proposta por Aebi H (1984). Foram pipetados em uma placa de
96 pocos de fundo chato, sensivel a luz ultra-violeta, 1L de amostra de
figado previamente homogeneizado, 5uL de peréxido de hidrogénio 0,6
M e 200pL tampdo de fosfato de potéssio 50 mM, pH 7,2. A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro a 240nm por 3 minutos e o decaimento
das absorbancias no periodo foi registrado. As leituras foram realizadas
em Spectofotdmetro (Marca Molecular Devices, Modelo Spectramax®
Paradigm, CA, USA). A atividade da enzima catalase foi dada pela
constante de consumo do perdxido de hidrogénio por minuto, dividida
pela quantidade de proteinas na amostra.
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4.6.EXTRACAO PROTEICA E WESTERN BLOTTING

Imediatamente ap6s a eutanasia, fragmentos de figado, tecido
adiposo epididimario e hipotalamo foram removidos, pesados,
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em -80°C.
Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas em solucéo de lise
celular a 4°C (Cell Signaling, MA, USA) com ultraturrax (IKA®) por 3
séries de 10 segundos cada. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 14.000 x g por 30 minutos a 4°C (Eppendorf 5424R). A
determinacdo da concentracdo proteica total do lisado foi realizada pelo
método de Bradford, de acordo com instru¢des do fabricante (Sigma-
Aldrich, USA). Aliquotas de proteina total foram acrescidas com 1:3 do
volume com tampdo Laemmli 4x (10% de B-mercaptoetanol) (BioRad,
CA, USA). Imediatamente antes da eletroforese, aliquotas com volume
de proteina pré-determinado foram aquecidas por 8 minutos a 70°C.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a eletroforese (Mini
Protean Il — Bio-Rad, CA, USA) em gel de poliacrilamida 10-12%.
Apbs a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (Santa Cruz Biotechnology, USA) na presenca de 20% de
metanol e 0,05% de SDS em voltagem constante de 100 mV por 100
minutos. Depois de 2 horas de blogueio com 5% de leite, as membranas
foram lavadas com TBST e incubadas overnight com anticorpo primario
a 4°C. Foram utilizados os anticorpos policlonais para AKT total
(1:1000), anti-phospho AKT (serina 473) (1:1000), anti-phospho AKT
(treonina 308) (1:1000), anti-JNK total (1:1000), anti-phospho JNK
(treoninal83/tirosinal85) (1:1000) e anti-B-actina (1:1000) (Cell
Signaling). Anti-NFxB p65 total (1:500), anti-phospho NFxB p65
(serina 536) (1:500), anti-NFkB p52 total (1:500), anti-TLR4 (1:500),
anti-IxB total (1:500), anti-phospho IkB (1:500), anti-phospo c-JUN63
(serina 63), (1:500), anti-AMPK (1:500), anti-phospo AMPK (treonina
172) (1:500), anti-11BHSD1(1:500) e anti-GR (1:500) (Santa Cruz
Biotechnology). Em seguida, as membranas foram lavadas e incubadas
com anticorpo secundario especifico por 2 horas (Santa Cruz
Biotechnology) em temperatura ambiente. O anticorpo ligado foi
detectado por quimiluminescéncia por meio do sistema de
fotodocumentacdo ChemiDoc MP (Bio-Rad, CA, USA). Apds a
marcacdo das proteinas de interesse, as membranas foram incubadas
com solugéo de stripping (3x de 7 minutos) e em seguida foram lavadas
com solugdo TBST (3x de 10 minutos) para posteriormente serem
blogueadas com 5% de leite por 2 horas. Apés o bloqueio, as
membranas foram incubadas overnight com anticorpo primario para f3-



64

actina a 4°C, para determinacdo do controle interno, e posteriormente
com o anticorpo secundario especifico. A densitometria foi realizada
pelo programa publico ImageJ.

4.7. ANALISE,DA COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS
EM HEMACIAS

Para avaliar a incorporacao dos acidos graxos n-3 nas hemacias, o
perfil de acidos graxos foi determinado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) (NISHIYAMA-NARUKE et al., 1998).

4.7.1 Extracdo lipidica de hemacias

Para tal, foi utilizada uma adaptacdo da metodologia descrita por
Folch et al. (1957). Inicialmente 200ul da papa de hemacias foi
homogeneizado com 5ml de salina. Foi retirado o sobrenadante e
posteriormente adicionado 3,75 ml de metanol:cloroférmio (2:1) para
extracdo por 60 minutos. Apds esse tempo as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 400g e o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo. Em seguida, realizou-se nova lavagem com adicdo de
480 pl de cloroférmio e 410 ul de agua destilada. A amostra foi agitada
e permaneceu em repouso por 10 minutos. Posteriormente, o
sobrenadante foi removido e descartado e as aliquotas remanescentes
foram lavadas por 3 vezes com 1 ml de solugdo de Folch. Cada amostra
foi agitada e centrifugada e, apds o descarte da fase superior
(hidrometanolica), a fase organica foi seca em nitrogénio gasoso.

4.7.2 Saponificacao dos extratos lipidicos

Os extratos lipidicos obtidos foram ressuspensos em 100 pl de
metanol e saponificados com 2,0 mL de solugdo alcalina em metanol
(hidroxido de s6dio 1M em metanol a 90%), a 37 °C por 2 horas, em
banho-maria sob agitacdo. A solucdo alcalina foi entdo acidificada até
aproximadamente pH 3,0, com &cido cloridrico 1 M. Os &cidos graxos
em solugdo foram extraidos 3 vezes com 3,0 mL de hexano. O solvente
foi evaporado em nitrogénio gasoso e em seguida as amostras foram
derivatizadas com BMMC (Bromo metil metoxi coumirin)
(NISHIYAMA-NARUKE et al., 1998).
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4.7.3 Derivatizagéo dos acidos graxos

A reacdo de derivatizacdo foi baseada no método descrito por
Abushufa, Reed e Weinkove (1994). O reagente 1 foi preparado
adicionando-se 10 mg de BMMC em 10 mL de acetonitrila. O reagente
2 foi preparado adicionando-se 26,5 mg de 18-crown-6 e 100 mg de
carbonato de potassio em 5 mL de acetonitrila. O reagente 2 foi
sonicado por 30 minutos e em seguida mais 5 mL de acetonitrila foram
adicionados. O sobrenadante foi separado do precipitado e a solucéo foi
estocada a 4-8 °C. As amostras contendo &cidos graxos a serem
derivatizadas foram reconstituidas em 100 mL de acetonitrila e
homogeneizadas em vdrtex. Apos 30 segundos, foram adicionados nas
amostras 100 pL do reagente 1, 100 pL do reagente 2, e 100ul de
acetonitrila e foram homogeneizadas durante 30 segundos e aquecidas
por 15 minutos a 60° C. Apos derivatizacdo, pequenas aliquotas desta
solucdo, foram injetadas em um sistema HPLC (Varian, modelo LC -
10A) e os compostos foram detectados por fluorescéncia (325 de
excitacdo e 398 nm de emissdo). Os dados foram integrados pelo
software Empower Pro Version 2.0 e expressos em porcentagem. Foi
utilizado curva padrdo contendo 40 pg/ml dos seguintes acidos graxos:
EPA, DHA, miristico, araquiddnico, palmitoléico, linoléico, palmitico,
oléico e esteérico.

4.8. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada no programa
estatistico Graphpad Prism versdo 5.01 (Graphpad Inc.; La Jolla, USA).
Os resultados foram descritos como media + erro padrdo da média
(EPM). Para avaliacdo da distribui¢do dos dados foi aplicado o teste de
normalidade de Kolmogorov-Simirnov ou D’Agostin and Pearson. Para
os dados continuos que apresentaram distribuicdo normal, foi aplicado
andlise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguido de post test
de Tukey ou ANOVA para medidas repetidas. Para dados continuos que
ndo apresentaram distribuicdo normal, foi aplicado Kruskal-Wallis
ANOVA seguido de post test de Dunns. Para verificacdo de outliers foi
utilizado o programa GraphPad QuickCalcs. O nivel de significancia
adotado foi de 95% (p<0,05).
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5. RESULTADOS DO MODULO I: Modelo experimental

5.1 PARAMETROS DE CARACTERIZACAO DO MODELO
EXPERIMENTAL

5.1.1 Peso corpoéreo, ingestao alimentar, hidrica e calorica

Nenhuma diferenca foi observada no peso corpéreo entre 0s
quatro grupos experimentais no inicio do tratamento (Figura 6. A). A
partir da terceira semana de tratamento 0s grupos tratados com
prednisolona (Pred e FruPred) apresentaram reducdo no ganho de peso
corpdreo, que persistiu até o final das 12 semanas (p<0,05, n= 9-13). O
ganho de peso do grupo Fru ndo diferiu significativamente do grupo Ctl.
Ao final do protocolo experimental os grupos Pred e FruPred
apresentaram reducdo de 15% e 20% no peso corpdreo em relacdo ao
grupo Ctl, respectivamente. Reducéo significativa na ingestdo alimentar
e paralelo aumento na ingestdo hidrica foi observado nos grupos
tratados com frutose (Fru e FruPred) em relacdo aos grupos Ctl e Pred
apos a primeira semana de tratamento, que se mantiveram até o final do
protocolo experimental (p<0,05, n= 9-13; Figura 6. B e C). A ingestdo
alimentar ao final do tratamento para os grupos Ctl, Fru, Pred e FruPred
foi de 6,310,2, 3,2+0,1, 6,5+0,2 e 3,2+0,1 g/100 g p.c., respectivamente.
A ingestdo hidrica, no mesmo periodo, foi de 9,2+0,1, 11,1+0,1, 9,5+0,2
e 13,1+01 ml/100 g p.c. para os animais Ctl, Fru, Pred e FruPred,
respectivamente. A ingestdo calorica total de ambos os grupos
experimentais se manteve semelhante (Figura 6. D). Nas primeiras
semanas 0s grupos Fru e FruPred apresentaram aumento de 24% e 21%
em relacdo aos grupos Ctl e Pred. Apds a terceira semana, 0s quatro
grupos experimentais apresentaram a mesma ingestdo cal6rica, que
reduziu ao longo do tratamento. A ingestdo cal6rica inicial foi de 471,
4511, 46+1 e 46+1 Kcal/100 g p.c., enquanto que a ingestdo caldrica
final foi de 24+0,8, 21+0,8, 24+1 e 23+0,6 Kcal/100 g p.c para 0s
grupos Ctl, Fru, Pred e FruPred, respectivamente. Esses dados
demonstram que a prednisolona induz redu¢do do ganho de peso
corpéreo independente do balango isocalérico entre 0s grupos
experimentais.
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Figura 6. Peso corporeo (A), ingestdo alimentar (B), ingestéo hidrica (C) e ingestéo
calorica total (D) ao longo de 12 semanas de tratamento. Dados sdo média + EPM.
Letra “a” indica diferenca significativa em relagdo ao grupo Ctl; “b” indica diferenca
significativa em relagdo ao Fru. “c” indica diferenca significativa em relacdo ao
grupo Pred. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=9-13.

5.1.2 Glicose sanguinea e triacilglicerol plasmatico ao
longo do tratamento

Para verificar se a combina¢do de frutose e prednisolona foi
capaz de promover alteracdes na homeostase glicémica e lipidica
durante o protocolo experimental, os valores de glicemia e
triacilgliceridemia em jejum foram monitorados. Os ratos FruPred néo
apresentaram alteracdes na glicemia em jejum ao longo do tratamento
em relacdo aos grupos Ctl e Pred (NS, n= 9-13; Figura. 7. A, B). Os
animais Fru apresentaram um modesto, porém significante, aumento na
area sob a curva comparados com o grupo controle, no entanto nédo foi
detectado hiperglicemia nesses animais ao longo do periodo de
tratamento. Em relacdo aos valores de triacilglicerol, os grupos Fru e
FruPred apresentaram aumento expressivo a partir da terceira semana de
tratamento. Ao término do protocolo experimental (90° dia), esses
animais apresentaram concentracdes significativamente elevadas em
relagcdo ao grupo controle, 92+6, 156+15, 100£7 e 133+10 mg/dL para
Ctl, Fru, Pred e FruPred, respectivamente (p<0,05, n=9-13; Figura 7. C,
D).
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Figura 7. Acompanhamento temporal da glicose sanguinea em jejum (A) e a
respectiva area-sob-a-curva (B), triacilglicerol plasmatico em jejum (C) e a
respectiva area-sob-a-curva (D). Dados sdo média £ EPM. Letra “a” indica diferenga
significativa em relagdo ao grupo Ctl; “b” indica diferenca significativa em relacdo
ao Fru. “c” indica diferenga significativa em relagdo ao grupo Pred. Utilizado
ANOVA de uma via, p<0,05, n=9-13.

5.1.3 Tolerancia ao piruvato

Com a finalidade de estimar a taxa de gliconeogénese em cada
animal, os ratos foram submetidos ao desafio intraperitoneal com
piruvato ap6s 10 semanas de tratamento. O grupo Fru apresentou
incremento na glicemia, de origem predominantemente hepéatica em
relagdo ao grupo Ctl, que pode ser observado apds 30 minutos da
administracdo de piruvato (25010 e 178+12 mg/dL para Fru e Ctl,
respectivamente) (p<0,05, n=9-13; Figura 8. A). Os valores da area-sob-
a-curva durante o ipPTT apontam redugdo da tolerancia ao piruvato do
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grupo FruPred em relagdo ao grupo Fru (p<0,05, n=9-13; Figura 8. B).
No entanto, ndo houve altera¢cdes na producdo de glicose hepatica nos
grupos Pred e FruPred em relacdo ao grupo Ctl (NS, n= 9-13).
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Figura 8. Valores de glicemia durante o teste de tolerdncia ao piruvato
intraperitoneal (A) e a respectiva area-sob-a-curva (B) apds 10 semanas de
tratamento. Dados sdo média = EPM. Letra “a” indica diferenca significativa em
relagdo ao grupo Ctl; “b” indica diferenca significativa em relacdo ao Fru. Utilizado
ANOVA de uma via, p<0,05, n=9-13.

5.1.4 Tolerancia a glicose

A fim de investigar a tolerancia & glicose, uma semana antes da
eutanasia os animais foram desafiados com um bolus de glicose por via
oral. O grupo FruPred apresentou melhor capacidade em lidar com a
sobrecarga de glicose quando comparado ao grupo Ctl, como pode ser
observado nos minutos 30 (14545 e 170+5 mg/dL para FruPred e Ctl,
respectivamente) e 120 (921 e 108+6 mg/dL para FruPred e Ctl,
respectivamente) (p<0,05, n=9-13; Figura 9. A). De acordo com o0s
valores de &rea-sob-a-curva (ASC) da glicose durante o GTT, 0 grupo
FruPred apresentou aumento da tolerancia a glicose em relagdo ao grupo
Ctl (p<0,05, n=9-13), ndo havendo alteracGes significativas na tolerancia
a glicose nos demais grupos (NS, n=9-13; Figura 9. A, B).
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Figura 9. Valores de glicemia durante o teste de tolerancia a glicose oral (A) e a
respectiva &rea-sob-a-curva (B) ap6s 11 semanas de tratamento. Dados sdo média +
EPM. Letra “a” indica diferenca significativa em relagdo ao grupo Ctl; “b” indica
diferenca significativa em relagéo ao Fru. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=
9-14.

5.1.5 Sensibilidade a insulina

Na 122 semana de tratamento os animais foram submetidos ao
ipITT, para avaliagdo da sensibilidade a insulina. Ambos 0s grupos
tratados com prednisolona (Pred e FruPred) apresentaram reducdo na
sensibilidade a insulina, dada pelos valores de glicose nos minutos 20,
30 e 40 apos a administragdo de insulina e pela constante de decaimento
da glicose obtida durante 0 ipITT (p<0,05, n=8-13; Figura 10. A, B). Os
valores do Kt foram 1,3+0,1, 1,3+0,1, 0,9+0,1 e 0,8+0,09%.min para
0s grupos Ctl, Fru, Pred e FruPred, respectivamente.
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Figura 10. Valores de glicemia durante o teste de tolerdncia a insulina
intraperitoneal (A) e a respectiva constante de decaimento (KITT). Dados sdo média
+ EPM. Letra “a” indica diferenca significativa em relagdo ao grupo Ctl; “b” indica
diferenca significativa em relagdo ao Fru. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=
8-13.

5.1.6 Parametros sanguineos apds o tratamento

Ap6s as dose semanas de tratamento, os animais foram
eutanasiados e as concentracfes plasmaticas de insulina, colesterol,
proteinas e &cido Urico do soro foram mensurados. Além disso, 0s
calculos HOMA-IR e TyG foram realizados. As concentragdes de
insulina e albumina foram substancialmente aumentadas nos grupos
Pred e FruPred. Os niveis de insulina nesses animais foram 3 e 4.4 vezes
maiores do que o grupo Ctl (p<0,05, n=8-13; Tabela. 7). Apenas a
combinacdo dos insultos promoveu significante aumento nos niveis de
acido drico (p<0,05, n=9-13). Os valores de colesterol total ndo foram
alterados com os tratamentos (NS, n= 9-13). O HOMA-IR, calculado a
partir da glicemia e insulinemia em jejum foi significativamente maior
nos grupos Pred e FruPred em relacdo aos grupos Ctl e Fru,
corroborando com a redugdo na sensibilidade & insulina nesses animais
(p<0,05, n=8-13; Figura 11. A). O indice TyG, formulado a partir da
glicemia e triacilgliceridemia em jejum, aponta para reducdo da
sensibilidade a insulina nos grupos Fru e FruPred, demonstrando o
potencial efeito dislipidémico da frutose sobre esse parametro (p<0,05,
n=8-13; Figura 11. B).

Tabela 7. Pardmetros sanguineos dos animais jejuados apds 12 semanas
de tratamento

Ctl Fru Pred FruPred
Insulina 78+15 13117 2374382 341+40 2
(pg/mL)
Albumina 2,1+0,07 2,5+0,07 3,1+0,1 2 3,6+0,1 abc
(9/dL)
Acido urico 10,5+0,07 0,7+0,1 0,6+0,09 1,2+0,07 abe

(mg/dL)
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Colesterol 121+0 127+16 113+10 11748
total (mg/dL)

Dados sdo média + EPM. Letra “a” indica diferenga significativa em relagdo ao
grupo Ctl; “b” indica diferenga significativa em relagdo ao Fru. “c” indica diferenca
significativa em relacdo ao grupo Pred. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=8-
13.
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Figura 11. Valores do calculo HOMA-IR (A) e indice TyG (B) ap6s 12 semanas de
tratamento. Dados sdo média = EPM. Letra “a” indica diferenca significativa em
relagdo ao grupo Ctl; “b” indica diferenga significativa em relacdo ao Fru. Utilizado
ANOVA de uma via, p<0,05, n=8-13.
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5.1.7 Massa relativa dos 6rgaos

A determinacdo da massa relativa dos 6rgdos foi realizada
imediatamente ap0Os a eutanasia (Tabela 8). O tratamento com frutose
promoveu aumento significante na massa relativa de gordura abdominal
total nos grupos Fru e FruPred em relacdo aos grupos Ctl e Pred
(p<0,05, n=9-13). Houve aumento de 63% (Fru) e de 81% (FruPred) na
massa de TA epididimal e de 75% (Fru) no TA retroperitoneal. A
combinacdo de frutose e prednisolona revelou acentuado aumento na
massa relativa das gorduras omental (94% em relacdo ao Ctl) e marrom
(49% em relacdo ao Ctl), enquanto que os grupos Fru e Pred ndo
apresentaram alteracdes significativas (NS, n= 9-13). Em relacdo a
massa relativa do figado, a administracdo combinada de frutose e
prednisolona resultaram em aumento significativo em relagdo ao grupo
Ctl, ndo havendo alteracBes nos grupos Fru e Pred. N&o houve
alteracOes significativas na massa relativa do bago e adrenais entre os
quatro grupos experimentais (NS, n= 9-13). Esses dados demonstram
que o grupo FruPred apresenta aumento de TA abdominal por efeito
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majoritario da frutose, no entanto apenas a combinagéo dos insultos leva
aumento nas gorduras omental e marrom.

Tabela 8. Massa relativa dos drgaos ap6s 12 semanas de tratamento

Ctl Fru Pred FruPred
Pancreas (mg/100 g p.c)  282+10 26710 29510 317+10
Figado (g/100 g p.c) 3,1+0,1 3,2+0,1 3,240,1 3,610,12
Bago (mg/100 g p.c) 208+7 192+8 189+4 19143
Adrenais (mg/100 g p.c)  16+0,6 15+1,1 16+0,5 16+0,6
Gordura epididimal 1,1+0,07 1,8+0,12 1,5+0,07 2,0+0,1
(9/100 g p.c)
Gordura 1,610,1 2,840,12 1,5+0,1° 1,6+0,1°
retroperitoneal
(9/100 g p.c)
Gordura omental 136+10 213£10 120+10° 265+30 &
(mg/100 g p.c)
Gordura marrom 95+8 100+4 11047 143+12
(mg/100 g p.c)
Gordura abdominal 2,9+0,2 4,8+0,22 3,1+0,2° 3,9+0,2 2

total (g/100 g p.c)

Dados sdo média + EPM. Letra “a” indica diferenca significativa em relacdo ao
grupo Ctl; “b” indica diferenga significativa em relagdo ao Fru. “c” indica diferenca
significativa em relacdo ao grupo Pred. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=9-
13.
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5.1.8 Conteldo de glicogénio e triacilglicerol hepéticos

O conteldo de glicogénio e triacilglicerol hepaticos foram
analisados apés a eutanasia dos animais. Ambos 0s grupos tratados com
frutose (Fru e FruPred) apresentaram incremento no contetdo de
glicogénio hepético em relacdo aos respectivos controles (p<0,05, n=9-
13; Figura 12. A). Os valores do contetdo de glicogénio foram 3,6+0,4,
7,4+1,2, 4,6+0,5, 9,94+0,6 mg/g de tecido para os grupos Ctl, Fru, Pred e
FruPred, respectivamente. Em relacdo ao conteldo de triacilglicerol
hepatico, a combinacdo de frutose e prednisolona foi responsavel pelo
aumento de 3.2 e 3.4 vezes em relagdo aos grupos Pred e Fru. A
administragdo isolada desses insultos ndo alterou significativamente este

parametro (NS, n= 9-13; Figura 12. B).
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Figura 12. Conteudo de glicogénio hepatico (A) e triacilglicerol hepatico (B) ap6s
12 semanas de tratamento. Dados sdo média + EPM. Letra “a” indica diferenca
significativa em relagdo ao grupo Ctl; “b” indica diferenca significativa em relagdo
ao Fru. “c” indica diferenga significativa em relagdo ao grupo Pred. Utilizado
ANOVA de uma via, p<0,05, n=9-13.

5.1.9 Secrecdo de glicerol estimulado por isoproterenol

A lipolise do tecido adiposo epididimal e retroperitoneal foi
determinada na presenca ou auséncia do agonista adrenérgico
isoproterenol em experimento ex vivo. A taxa de lip6lise basal tanto em
tecido epididimal quanto em retroperitoneal foi similar entre os quatro
grupos experimentais (NS, n= 9-13; Figura 13. A, C). Quando
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estimulada por isoproterenol a liberagdo de glicerol foi aumentada em
ambos os grupos em relacéo ao seu estado basal, apresentando a mesma
responsividade entre eles (p<0,05, n=9-13). Os valores obtidos a partir
da razdo entre as condigdes estimulado e ndo estimulado dos quatro
grupos ndo foram estatisticamente diferentes (NS, n= 9-13; Figura 13.
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Figura 13. Liberagdo de glicerol em TA epididimal (A) e a respectiva razdo entre a
condicdo estimulada e ndo estimulada (B), liberacdo de glicerol em TA
retroperitoneal (C) e a respectiva razéo entre a condicéo estimulada e ndo estimulada
(D) apds 12 semanas de tratamento. Dados sdo média = EPM. Alfa (a) indica
diferenca significativa em relacdo a condicdo basal. Utilizado ANOVA de uma via,
p<0,05, n=9-13. TA: tecido adiposo.

5.1.10 Determinacéo do estado REDOX em figado

A determinacdo do estado REDOX em fragmentos de figado foi
realizada ap6s o termino do protocolo experimental, a partir da analise
do estresse oxidativo por hidroperéxidos lipidicos e proteinas
carboniladas, e da atividade antioxidante das enzimas catalase e
superoxido dismutase (SOD). A combinacdo dos tratamentos promoveu
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aumento significativo no conteldo de hidroperoxidos lipidicos em
relacdo aos demais grupos experimentais (p<0,05, n=8-13; Figura 14.
A). A média dos valores foi de 3,5+0,2, 4,2+0,3, 2,6+0,1 e 13,2+1,5
umol.100 mg * para Ctl, Fru, Pred e FruPred, respectivamente. O
conteudo de proteinas carboniladas ndo foi alterado em nenhum grupo
experimental (NS, n= 7-8; Figura 14. B). Em relagdo a atividade da
catalase, apenas a combinacdo dos tratamentos promoveu redugdo nesse
pardmetro, com valores médios de 242+9, 271416, 232+15 e 16646 para
Ctl, Fru, Pred e FruPred, respectivamente (p<0,05, n=8-10; Figura 14.
C). Em contra partida, a atividade da SOD foi expressivamente
aumentada nos grupos Fru (148%), Pred (58%) e FruPred (51%) em
relagdo ao grupo Ctl (p<0,05, n=8-10; Figura 14. D).
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Figura 14. Hidroperoxidos lipidicos (A), proteinas carboniladas (B), atividade da
catalase (C) e atividade da superdxido dismutase (D) em fragmentos do figado de
rato ap6s 12 semanas de tratamento. Dados sdo média + EPM Letra “a” indica
diferenca significativa em relagéo ao grupo Ctl; “b” indica diferenca significativa em
relagdo ao Fru “c” indica diferenca significativa em relacdo ao grupo Pred. Utilizado
ANOVA de uma via, p<0,05, n=7-13.
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5.1.11 Contetdo da proteina cinase B (PKB/AKT) em
tecido adiposo e figado

AplGs constatada as alteragdes metabdlicas, investigamos o
conteudo proteico da AKT, uma importante cinase da via de sinalizacdo
da insulina. O conteldo dessa proteina foi quantificado em tecido
adiposo epididimal (TA) e figado de ratos jejuados ap6s 12 semanas de
tratamento. Em TA, o contetido de AKT total e fosforilado em ambos os
residuos de serina 473 e treonina 308 ndo foram alterados
significativamente pelos tratamentos nos trés grupos experimentais, nem
a razdo entre eles (NS, n= 6; Figura 15. A, B). O contetido de AKT total
em figado foi reduzido nos grupos tratados com GC, sendo 51% e 71%
menor nos grupos Pred e FruPred em relagdo ao grupo Ctl (p<0,05, n=6;
Figura 15. C).
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Figura 15. Valores da raz8o entre o conteido proteico da AKT fosforilada em
serina 473 pelo seu contetdo total (A) e fosforilada em treonina 308 pelo seu
conteldo total em tecido adiposo epididimal (B). Conteido proteico da AKT total
em figado (C) apds 12 semanas de tratamento. Imagens sdo blots representativos.
Dados sdo média + EPM. Letra “a” indica diferenga significativa em relagdo ao
grupo Ctl. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=6.

5.1.12 Conteldo da proteina cinase ativada por AMP
(AMPK) em tecido adiposo e figado

Apo0s constatada as alteracBes no metabolismo lipidico, a julgar
pela dislipidemia e aumento de triacilglicerol hepético, analisamos o
contetido fosforilado e total da AMPK. Em TA, apenas 0 grupo tratado
com a combinacdo FruPred apresentou reducdo na razdo entre o
conteudo fosforilado e total dessa cinase (p<0,05, n=6; Figura 16. A).
Ambos os grupos tratados com GC apresentaram reducao significante na
razdo entre o conteldo fosforilado e total da AMPK em figado, os
grupos Pred e FruPred apresentaram reducdo de 40% e 50% na razdo
dessa cinase (p<0,05, n=6; Figura 16. B).
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Figura 16. Valores da razdo entre o conteldo de AMPK fosforilada pelo seu
contetdo total em tecido adiposo epididimal (A) e figado (B) de ap6s 12 semanas de
tratamento. Imagens séo blots representativos. Dados sdo média + EPM. Letra “a”
indica diferenca significativa em relacdo ao grupo Ctl. Utilizado ANOVA de uma
via, p<0,05, n=6.

5.2. SINALIZACAO PRO-INFLAMATORIA

5.2.1 Conteldo proteico da JNK, c-JUN, IkB, NFkB ¢ GR
em tecido adiposo

Para analisar o possivel envolvimento da via pré-inflamatéria
com as disfuncBes metabolicas encontradas, o conteldo proteico das
cinases JNK, c-JUN, IxB e NF«B e do receptor de glicocorticoide (GR)
foram quantificados. Ndo houve diferencas significativas no contetdo
das proteinas analisadas em tecido adiposo, bem como na razédo entre o
contetdo fosforilado e total da JNK, IkB e NFkBp63, no contetdo total
do NFkBp50 e GR ou do contetido fosforilado da c-JUN (NS, n= 6;
Figura 17. A-F).



81

(A) ctl  Fru Pred FruPred (B)
54746 KDa| 0 zf " ‘ 0-INK Ct Fru Pred Frupred ,
" .
54/46 KDa| g~ JEL 39KDa | S 8 e o |° -
46 KDa‘ 46 KDa ‘ S —— ‘ B-actina

W——— — ‘ﬁ'aCtina

150

,_.
@
=)

100

,_\
o
=3

153
1=}

Razéo entre p-INK

para 0 seu conte(do total

77

o

(% em relagdo ao Ctl)

C-JUN fosforilada
(% em relagdo ao Ctl)

ci  Fu  Pred FruPred

D
(C) Ctl Fru Pred FruPred ( ) Ctl Fru Pred FruPred
35/M41KDa | S . -‘ p-IkBa. 65KDa | M s
35/41KDa | G S D & ‘lkBu 65 KDa e ‘ NFkB65
46 KDa } -— e es ‘B-actina 46 KDa | wr s s — ‘B'ﬁctina
= —
mn <
38 F @EE
m o O 150 g0 = O 150
¢ S Q ¥ o g
=5 % B ®
[}
%E‘ 13100 é_g ,%100
S 8 ® v Q8
s @ s5° 3
3] a = 50 c S5 = 50
& @ E =
g ° 2 0 !ﬁ ° q; 0
xEs ! ! ! RS ‘ — ‘
g_ Ctl Fru FruPred o g_ Ctl Fru Pred  FruPred
(B) (F)
Ctl Fru  Pred FruPred ctl Fru  Pred FruPred
50KDa | WD B BN N | NFwB52 95KDa| = E B e e ‘GR
46 KDa‘ — . — - ‘[}-actina 46 KDa‘ — — — — ‘ﬁ-actina
D
—_ h=4
= 9=
S =}
=0 150 2 O 250
= 8 S 9
ISl S & 200
o 1% 100 8 l% 150
n O = o
g 22 10
TE w gE
LL = 50
25, g5 7
Ctl Fru Pred  FruPred &.) ctl Fru Pred  FruPred

Figura 17. Valores da razédo entre o contetdo de JNK fosforilada pelo seu contetido
total (A), conteddo de C-JUN fosforilada (B), razdo entre IkB fosforilada e seu
contetdo total (C) e entre NFkBp65 fosforilada e seu contetido total (D). Contetdo
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total de NFkBp52 (E) e GR (F) em tecido adiposo epididimal ap6s 12 semanas de
tratamento. Imagens sdo blots representativos. Dados sdo média + EPM. Utilizado
ANOVA de uma via, p<0,05, n=6.

5.2.2 Conteldo proteico do TLR4, da JNK e da 11p-HSD1
em figado

Em figado, o conteddo do receptor TLR4, da JNK e da 11pB-
HSD1 foram quantificados. O conteldo total do receptor TLR4 e da
JNK ndo foram alterados pelo tratamento cronico com frutose e GC no
figado (NS, n= 6; Figura 18. A, B). O contetido da enzima 11p-HSD1
também ndo foi alterado em relagdo aos grupos controles (NS, n= 6;
Figura 18. C). Com base nas proteinas avaliadas neste trabalho, a
reducdo na sensibilidade a insulina parece ndo estar envolvida com vias
inflamatorias em drgaos periféricos como figado e tecido adiposo.
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Figura 18. Valores do contetido total do TLR4 (A), da JNK (B) ¢ da 11BHSDI (C)
em figado apds 12 semanas de tratamento. Imagens sdo blots representativos.
Dados sdo media + EPM. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=6.

5.2.3 Conteudo proteico do NFkB e TLR4 em hipotilamo

A fim de avaliar o papel de mediadores inflamatdrios centrais
sobre a sensibilidade a insulina, o conteudo proteico do NF«xBp65 e
TLR4 foram mensurados no hipotdlamo. A razdo entre o0 conteldo
fosforilado e total do NFkBp65 néo foi alterada entre ambos os grupos
experimentais, assim como o contetdo do receptor TLR4 hipotalamico
(NS, n=5-6; Figura 19. A, B).

(A) Ctl Fru Pred FruPred (B)
- s e . “p-NFkBpGS

Ctl Fru Pred FruPred

65 KDa

95 KDa | s W Sl S | TLR4
65 KDa

— —— —

NFKBp65

46 KDa ‘__ 3 3 B-actina

150
100
50
0

T T T
FruPred Ctl Fru Pred  FruPred

46 KDa

-_—— - ‘ p-actina

150
100
50 ﬁ %
0
cl Fru Pred

Figura 19. Valores da razdo entre a fosforilagio do NFkBp65 ¢ o seu conteudo total
(A) e do contetdo total do TLR4 (B) em hipotalamo ap6s 12 semanas de tratamento.
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Imagens sdo blots representativos. Dados sdo média £ EPM. Utilizado ANOVA de
uma via, p<0,05, n=5-6.

O tratamento combinado de frutose e GC ndo resultou num
modelo experimental de diabetes (hiperglicemia), mas promoveu um
fenotipo com caracteristicas de SM no grupo FruPred. Esses animais
apresentaram hipertriacilgliceridemia, reducdo na sensibilidade a
insulina, com aumento compensatério nas concentracfes plasmaticas de
insulina, hiperurecemia, aumento da adiposidade abdominal e presenca
gordura hepatica, aumento no estresse oxidativo em figado e reducdo na
razdo do contetdo proteico da AMPK em figado e tecido adiposo. Essas
caracteristicas ndo foram relacionadas com alteragbes na via pro-
inflamatdria investigada.
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6. RESULTADOS DO MODULO Il: Intervencdo mediante
suplementacéo com dleo de peixe rico em n-3

6.1. COMPOSICAO DE ACIDOS GRAX0OS EM HEMACIAS

Para verificar se houve mudanga no perfil de &cidos graxos dos
animais suplementados com 6leo de peixe, foi analisada a incorporagédo
de EPA e DHA em hemacias, um marcador de longo prazo. Ambos 0s
grupos suplementados com 6leo de peixe apresentaram: i) aumento na
incorporacdo de EPA, DHA e acido palmitoleico e ii) subsequente
redugdo no AA (p<0,05, n=10-14; Tabela 9).

Tabela 9. Percentual (%) de acidos graxos em hemécias de animais
suplementados com 6leo de peixe

Acido graxo Ctl Op FruPred FruPredOp
EPA (6mega 3) 0,2+0,0 2,2+02 % 0,5+0,0 5,5+0,2 **
DHA (6mega 3) 3,4+0,1 6,0£0,3 # 3,5+0,0 7,1+0,1%
Miristico (AGS) 0,03+0,0  0,04+0,0 0,04+0,0 0,05+0,0
AA (6mega 6) 34+0,9 28+0,9# 35+0,3 24+0,6 *
Palmitoleico (dmega7) 1,2+0,0 2.5+0,0* 0,840,0 2,8+0,0*
Linoleico (mega 6) 1340,2 13+0,4 1140,3 12+0,3
Palmitico (AGS) 27+0,9 27+1,1 26+0,5 27+1,0
Oleico (6mega 6) 6,3+0,2 6,2+0,3 8,040,3 7+0,2
Estearico (AGS) 1340,3 13+0,6 1340,3 13+0,5

Dados sdo média + EPM. Asterisco (*) indica diferenca significativa por efeito do
tratamento FruPred. (#) indica diferenca significativa por efeito do Op. Utilizado
ANOVA de uma via, p<0,05, n=10-14. EPA: &cido eicosapentaenoico; DHA: acido
docosahexanoico; AA: acido araquidonico; AGS: acido graxo saturado.
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6.2. EFEITOS SOBRE PARAMETROS METABOLICOS E
MOLECULARES

6.2.1 Peso corpoéreo, ingestao alimentar, hidrica e calorica

A partir de 6 semanas do inicio do tratamento com frutose e GC,
um grupo paralelo de animais FruPred foi suplementado com 6leo de
peixe por mais 6 semanas, até o final do periodo experimental. A
suplementacdo com 6leo de peixe, nas condi¢des aqui definidas, ndo
promoveu nenhum efeito sobre a reducdo no ganho de peso corpdreo
induzida pela combinacdo FruPred (NS, n= 9-15; Figura 20. A). Ao
final do tratamento, a média de peso corpéreo foi de 402+12, 38512,
330+10 e 3267 g para os grupos Ctl, Op, FruPred e FruPredOp,
respectivamente. Em relacdo a ingestdo alimentar e hidrica, a
suplementacdo com O6leo de peixe ndo teve influéncias sobre esses
pardmetros, de modo que ambos 0S grupos experimentais permaneceram
com o mesmo balango calérico (NS, n= 9-15; Figura 20. B-D).
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Figura 20. Peso corpdreo (A), ingestdo alimentar (B), ingestdo hidrica (C) e
ingestdo caldrica total (D) ao longo de 12 semanas em animais suplementados ou
ndo com 6leo de peixe. Dados sdo média + EPM. Asterisco (*) indica diferenga
significativa por efeito do tratamento FruPred. Utilizado ANOVA de uma via,
p<0,05, n=9-15. Os valores dos grupos Ctl e FruPred sdo os mesmo utilizados no
modulo 1.

6.2.2 Glicose sanguinea e triacilglicerol plasmatico ao
longo do tratamento e suplementacdo

Os valores de glicose sanguinea, mensurados semanalmente,
ndo foram alterados pela suplementacdo com dleo de peixe (NS, n= 9-
15; Figura 21. A, B). A dislipidemia, observada no grupo FruPred foi
normalizada ap6s 6 semanas consecutivas de suplementacéo,
apresentando valores médios de 92+7, 7317, 133+10 e 99+5 mg/dL para
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0s grupos Ctl, Op, FruPred e FruPredOp, respectivamente, na 122
semana do protocolo experimental (Figura 21. C, D).
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Figura 21. Acompanhamento temporal da glicose sanguinea (A) e o Gltimo ponto
mensurado apds 12 semanas de tratamento (B). Triacilglicerol plasmatico temporal
(C) e o Ultimo ponto mensurado apds 12 semanas de tratamento (D). Dados sdo
média £ EPM. Asterisco (*) indica diferenca significativa por efeito do tratamento
FruPred. (*) indica diferenca significativa por efeito do Op. Utilizado ANOVA de
uma via, p<0,05, n=9-15. Os valores dos grupos Ctl e FruPred sdo 0s mesmos
utilizados no médulo 1
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6.2.3 Tolerancia ao piruvato

A suplementacdo do modelo experimental FruPred com 6leo de
peixe ndo teve efeitos sobre a producgdo de glicose hepéatica (NS, n= 8-
13; Figura 22. A, B). No entanto, o grupo Op apresentou reducdo na
ASC do teste de tolerancia ao piruvato, sendo estatisticamente
significante quando aplicado o teste “¢”de Student (p<0,05). Os valores
médios da ASC para os grupos Ctl e Op foram 10.135+1.120 e
6.637+1.110, respectivamente.
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Figura 22. Valores de glicemia durante o teste de tolerancia ao piruvato
intraperitoneal (A) e a respectiva area-sob-a-curva (B) em ratos suplementados com
6leo de peixe. Dados sdo média + EPM. () indica diferenca significativa em relagéo
ao grupo Ctl, utilizando teste “¢” de Student para Ctl vs Op. Foi utilizado ANOVA
de uma via, para comparagdo multipla das amostras p<0,05, n=8-13. Os valores dos
grupos Ctl e FruPred séo os mesmos utilizados no médulo 1.

6.2.4 Tolerancia a glicose

A capacidade em lidar com a sobrecarga de glicose foi
semelhante entre ambos 0s grupos tratados com a combinacao FruPred,
ndo havendo efeitos da suplementacdo nesses animais. Apds 2 horas do
bolus de glicose os valores médios de glicose sanguinea foram 108+6,
120+ 8, 93+1 e 101+4 mg/dL para Ctl, Op, FruPred e FruPredOp,
respectivamente (Figura 23. A, B).
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Figura 23. Valores de glicemia durante o teste de tolerancia a glicose oral (A) e a
respectiva area-sob-a-curva (B) em ratos suplementados com 6leo de peixe. Dados
sdo média + EPM. Asterisco (*) indica diferenca significativa por efeito do
tratamento FruPred. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=8-14. Os valores dos
grupos Ctl e FruPred s&o os mesmos utilizados no médulo 1.

6.2.5 Sensibilidade a insulina

A reducdo na sensibilidade a insulina foi uma das caracteristicas
do modelo experimental FruPred. A partir da analise da sensibilidade
determinado pelo ipITT a suplementacdo com Oleo de peixe ndo
apresentou qualquer efeito sobre esse parametro (NS, n= 8-15; Figura
24. A, B).
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Figura 24. Valores de glicemia durante o teste de tolerancia a insulina
intraperitoneal (A) e a respectiva constante de decaimento (KITT) em ratos
suplementados com 6leo de peixe. Dados sdo média + EPM. Asterisco (*) indica
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diferenca significativa por efeito do tratamento FruPred. Utilizado ANOVA de uma
via, p<0,05, n= 8-15. Os valores dos grupos Ctl e FruPred sdo os mesmos utilizados
no modulo 1.

6.2.6 Parametros sanguineos apds o tratamento e
suplementacéo

Apos as 12 semanas de tratamento, sendo 6 de suplementacéo, os
animais foram eutanasiados e os parametros sanguineos propostos foram
avaliados. A suplementacdo com 6leo de peixe preveniu 0 aumento dos
niveis de acido drico aumentados pelo tratamento conjunto de frutose e
GC (p<0,05, n= 9-15; Tabela 10). O 6leo de peixe per si foi responsavel
por incrementar as concentragdes circulantes de albumina, levando ao
acréscimo de 47% para o grupo Op vs Ctl e de 16% para 0 grupo
FruPredOp vs FruPred, promovendo um efeito aditivo sobre as
concentracBes j& aumentadas no grupo FruPred. Em relacdo aos niveis
plasméticos de insulina e colesterol a suplementagdo ndo teve efeitos
significativos (NS, n= 9-15). Em relacdo ao HOMA-IR, a
suplementacdo ndo teve efeitos sobre esse dado, corroborando com o
ipITT (NS, n= 8-14; Figura 25. A). O impacto positivo da
suplementacdo sobre o perfil de triacilglicerol plasmatico foi
responsavel pela atenuacdo do indice TyG (8,2+0,09, 8,2+0,09, 8,7+0,07
e 8,4+0,05 para Ctl, Op, FruPred e FruPredOp, respectivamente)
(p<0,05, n= 9-14; Figura 25. B). Esses ultimos dados demonstram que a
reducdo na sensibilidade a insulina observada no modelo experimental é
resultante dos efeitos adversos dos GCs sobre a homeostase glicémica e
a suplementagdo com 6leo de peixe ndo exerce influéncia significativa
sobre esses parametros.

Tabela 10. Pardmetros sanguineos dos animais jejuados suplementados
com 6leo de peixe

Ctl Op FruPred  FruPredOp
Insulina 78+15 111+16 341440 * 370491 *
(pg/mL)
Albumina 2,1+0,07 3,1+0,1# 3,6+0,1 * 4,240,02 * #
(g/dL)
Acido urico 0,5+0,07 0,5+0,07 1,240,07 * 0,8+0,06 *

(mg/dL)
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Colesterol total 121+10 86+13 11748 11448
(mg/dL)

Dados sdo média + EPM. Asterisco (*) indica diferenca significativa por efeito do
tratamento FruPred. (*) indica diferenca significativa por efeito do Op. Utilizado
ANOVA de uma via, p<0,05, n=8-15. Os valores dos grupos Ctl e FruPred sdo os
mesmos utilizados no médulo 1.
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Figura 25. Valores do calculo HOMA-IR (A) e indice TyG (B) ap6s o tratamento
e/ou suplementacfo. Dados sdo média + EPM. Asterisco (*) indica diferenca
significativa por efeito do tratamento FruPred. (#) indica diferenca significativa por
efeito do Op. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n= 8-14. Os valores dos
grupos Ctl e FruPred sdo os mesmos utilizados no médulo

6.2.7 Massa relativa dos drgéaos

ApoOs a eutandsia, a massa dos 6rgdos foi quantificada. As
alteracdes na massa relativa dos 6rgaos encontradas no grupo FruPred
ndo foram alteradas pela suplementacdo com dleo de peixe (NS, n=9-15;
Tabela 11). Esses resultados demonstram que o dleo de peixe néo
apresenta efeitos sobre estes pardmetros analisados na dose/tempo
administrada.
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Tabela 11. Massa relativa dos érgdos dos animais suplementados com
0leo de peixe

Ctl Op FruPred FruPredOp
Pancreas (mg/100 g p.c) 282+10 288+9 317+10 314+7
Figado (g/100 g p.c) 3,1+0,1 3,1+0,1 3,640,1* 3,310,1
Baco (mg/100 g p.c) 208+7 2096 19143 18343
Adrenais (mg/100 g p.c) 16+0,6 17+0,6 16+0,6 1640,1
Gordura epididimal 1,1+0,07 1,3+0,1 2,0£0,1 * 1,7+0,08
(9/100 g p.c)
Gordura retroperitoneal  1,6+0,1 1,840,1 1,640,1 1,7+0,09
(97100 g p.c)
Gordura omental 136+10 130+10 26530 * 20510
(mg/100 g p.c)
Gordura marrom 95+8 11048 143+12 * 139+8
(mg/100 g p.c)
Gordura abdominal 2,910,2 3,3%0,3 3,940,2 * 3,610,1

total (g/100 g p.c)

Dados sdo média + EPM. Asterisco (*) indica diferenca significativa por efeito do
tratamento FruPred. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=9-15. Os valores dos
grupos Ctl e FruPred sdo os mesmos utilizados no médulo 1.

6.2.8 Conteudo de glicogénio e triacilglicerol hepaticos

O conteido de glicogénio hepatico, aumentado no modelo
experimental FruPred, foi prevenido pela suplementagdo com éleo de
peixe, a julgar pelos valores médios apresentados sendo 3,6+0,4,
5,8+0,7, 9,9+0,6 e 5,5+0,5 mg/g para Ctl, Op, FruPred e FruPredOp,
respectivamente (Figura 26. A). Em relagdo ao conteldo de
triacilglicerol hepético a suplementacdo ndo teve efeito atenuador sobre
esse parametro. Os valores médios foram 11+3, 10£2, 67£10 e 45+7
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mg/g de tecido para Ctl, Op, FruPred e FruPredOp, respectivamente
(Figura 26. B).
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Figura 26. Contetdo de glicogénio hepético (A) e triacilglicerol hepatico (B) ap6s o
tratamento e/ou suplementagdo. Dados sdo média + EPM. Asterisco (*) indica
diferenca significativa por efeito do tratamento FruPred. (¥) indica diferenca
significativa por efeito do Op. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=9-15. Os
valores dos grupos Ctl e FruPred sdo os mesmos utilizados no modulo 1.

6.2.9 Secrecgéo de glicerol estimulada por isoproterenol

O perfil lipolitico avaliado pela taxa de lipélise em tecido adiposo
epididimal e retroperitoneal ndo foi alterado pelo tratamento combinado
de frutose e prednisolona, assim como pela suplementa¢do com 6leo de
peixe (NS, n=9-15; Figura 27. A-D).
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Figura 27. Liberagdo de glicerol em TA epididimal (A) e a respectiva razéo entre a
condicdo estimulada e ndo estimulada (B), liberacdo de glicerol em TA
retroperitoneal (C) e a respectiva razdo entre a condicao estimulada e ndo estimulada
apos o tratamento e/ou suplementacdo. Dados sdo média + EPM. Alfa (o) indica
diferenca significativa em relacdo & condicdo basal. Utilizado ANOVA de uma via,
p<0,05, n=9-15. Os valores dos grupos Ctl e FruPred sdo os mesmos utilizados no
madulo 1.

6.2.10 Determinacédo do estado REDOX em figado

A suplementacdo do modelo experimental com dleo de peixe
promoveu incremento no conteddo de hidroperéxidos lipidicos em
relacdo ao grupo FruPred. A média dos valores foi de 3,5+0,2, 5,2+0,2,
13,2+1,5 e 17,1+0,9 umol.100 mg -* para Ctl, Op, FruPred e FruPredOp,
respectivamente (p<0,05, n=8-10; Figura 28. A). No entanto, o grupo
tratado apenas com Gleo de peixe (Op) ndo apresentou alteracfes nesse
parametro (NS, n=7-8; Figura 28. A). O contetdo de proteinas
carboniladas ndo foi alterado por efeito do tratamento ou da
suplementacdo (NS, n=7-8; Figura 28. B). Em relacdo a reducdo da
atividade da catalase promovida pela combinagdo dos tratamentos, nao
houve alteragdes por efeito do 6leo de peixe (NS, n=8-10; Figura 29. B).
Em contra partida, a atividade da SOD foi significativamente reduzida
no grupo FruPredOp em relacdo aos grupos FruPred e Op, com valores
médios de 3,1+0,1, 4,8+0,1, 4,840,1 e 2,7+0,3 U.mg* para Ctl, Op,
FruPred e FruPredOp, respectivamente (p<0,05, n=8-10; Figura 28. D).
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Figura 28. Hidroperoxidos lipidicos (A), proteinas carboniladas (B), atividade da
catalase (C) e atividade da superdxido dismutase (D) em fragmentos do figado apds
0 tratamento e/ou suplementagdo. Dados sdo média + EPM. Asterisco (*) indica
diferenca significativa por efeito do tratamento FruPred. (#) indica diferenca
significativa por efeito do Op. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=7-10. Os
valores dos grupos Ctl e FruPred sdo os mesmos utilizados no médulo 1.

6.2.11 Conteudo do receptor PPARY em tecido adiposo

Através da ativacdo dos PPARs, os AGPI podem controlar a expressao
de genes envolvidos no metabolismo da glicose, de lipidios e na
adipogenese. A suplementacdo com 6leo de peixe por 6 semanas nao
promoveu alterac@es significativas no contetido total do receptor PPARy
em tecido adiposo (NS, n=6; Figura 29). Os valores médios obtidos por
imunoblotting ndo foram estatisticamente diferentes, sendo 143433,
98120 e 82+10% para Op, FruPred e FruPredOp em relagdo ao grupo
Ctl.
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Figura 29. Contetido de PPARy em tecido adiposo epididimal apos o tratamento
e/ou suplementacdo. Dados sdo média + EPM. Utilizado ANOVA de uma via,
p<0,05, n=6.

6.2.12 Conteldo da cinase AKT em tecido adiposo e figado

A determinacdo do conteldo total e fosforilado da AKT em
estado basal ndo foi alterado pela suplementagdo com 6leo de peixe. A
razdo entre o conteldo fosforilado em ambos os residuos para o seu
conteldo total em tecido adiposo epididimal foi similar entre ambos os
grupos experimentais (NS, n=6; Figura 30. A, B). Em figado, a reducéo
no contelido de AKT total presente no modelo experimental ndo foi
modulado pela suplementacdo, com valores médios de 67+13, 4713 e
43+10 % para Op, FruPred e FruPredOp em relagdo ao Ctl (Figura 30.
C).
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Figura 30. Razédo entre o contetdo de AKT fosforilada em serina 473 para o seu
contetdo total (A) e fosforilada em treonina 308 para o seu contetdo total em tecido
adiposo (B) e contetdo total de AKT em figado (C) ap6s o tratamento e/ou
suplementacdo. Imagens sdo blots representativos. Dados sdo média + EPM.
Asterisco (*) indica diferenca significativa por efeito do tratamento FruPred.
Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=6. As amostras de Ctl e FruPred sdo as
mesmas utilizadas no médulo 1, porém em imunoblottings distintos.
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6.2.13 Conteudo da proteina AMPK em tecido adiposo e
figado

A suplementacdo com 6leo de peixe ndo teve efeitos sobre a
reducdo na razdo entre o conteldo fosforilado e total da AMPK
observado no modelo experimental FruPred. Os valores da razéo entre o
contetido fosforilado e total foram similares entre os grupos FruPred e
FruPredOp sendo 53+10 e 66£10% em relacdo ao Ctl, respectivamente,
em tecido adiposo (NS, n=6; Figura 31. A). Em figado, os valores
médios entre os grupos analisados foram 808, 57+8 e 63x7% em
relacdo ao grupo Ctl, para Op, FruPred e FruPredOp, respectivamente
(Figura 31. B).
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Figura 31. Valores da razdo entre o conteldo de AMPK fosforilada pelo seu
conteldo total em tecido adiposo epididimal (A) e figado (B) ap6s o tratamento e/ou
suplementacdo. Imagens sao blots representativos. Dados sdo média + EPM.
Asterisco (*) indica diferenca significativa por efeito do tratamento FruPred.
Utilizando ANOVA de uma via, p<0,05, n=6. As amostras de Ctl e FruPred sdo as
mesmas utilizadas no mddulo 1, porém em imunaoblottings distintos.



100

6.3. EFEITOS SOBRE A SINALIZACAO PRO-
INFLAMATORIA

6.3.1 Conteldo proteico da JNK, c-JUN, IkB, NFkB e GR
em tecido adiposo

Embora o modelo experimental ndo tenha apresentado alteragdes
no contetdo das proteinas JNK, c-JUN, IkB, NF«kB e GR, foi analisado
se a suplementacdo com Oleo de peixe teria algum impacto sobre a
sinalizacdo inflamatéria e sobre o GR. A intervencdo, mediante
suplementacdo com 06leo de peixe por 6 semanas ndo teve influéncias
sobre a razao entre o contetdo fosforilado e total das cinases JNK, IkB,
NF«kB e sobre a fosforilagdo da c-JUN (NS, n=6; Figura 32. A-E).
Houve uma tendéncia de aumento no contetdo do GR no grupo Op,
com valores de 162+28, 105+18 e 83+15 % para Op, FruPred e
FruPredOp, respectivamente, em relacdo ao Ctl, no entanto ndo foi
estatisticamente relevante (NS, n=6; Figura 32. F).
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Figura 32. Valores da razéo entre o contetdo de JNK fosforilada pelo seu contetido
total (A), contedo da c-JUN fosforilada (B), razdo entre IxkB fosforilada e seu
contetdo total (C) e entre NFkBp65 fosforilada e seu contetdo total (D). Contetido
total de NFkBp52 (E) e receptor de glicocorticoide (GR) (F)* em tecido adiposo
epididimal apés o tratamento e suplementagdo. *Os blots representativos foram
obtidos da mesma membrana. Dados sdo média + EPM. Utilizado ANOVA de uma
via, p<0,05, n=6. As amostras de Ctl e FruPred sdo as mesmas utilizadas no médulo

1, porém em imunoblottings distintos.
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6.3.2 Conteudo proteico da JNK, do TLR4 e da 11-HSD1 em
figado

Apos analisado o tecido adiposo, verificou-se os possiveis efeitos
do 6leo de peixe sobre proteinas da via inflamatdria e da enzima
ativadora da 11-dehidrocorticosterona intracelular em figado. A
suplementacdo com o6leo de peixe ndo teve efeitos sobre o contelido

proteico de ambas as proteinas analisadas no modelo experimental (NS,
n= 6; Figura 33. A-C).
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Figura 33. Valores do contetdo total do TLR4 (A), da JNK (B) e da 113-HSD1 (C)
em figado apds o tratamento e/ou suplementacdo. Dados sdo média + EPM.
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Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=6. As amostras de Ctl e FruPred sdo as
mesmas utilizadas no médulo 1, porém em imunoblottings distintos.

6.3.3 Conteudo proteico do NFkB e do TLR4 em
hipotalamo

A avaliacdo do efeito do 6leo de peixe sobre mediadores
inflamatorios centrais ndo revelou alteragfes no conteudo proteico do
NF«B e TLR4 em hipotdlamo. Os valores médios da razdo entre o
conteudo fosforilado e total do NFkBp65 para Op, FruPred e FruPredOp
foram 99480, 98+12 e 80+18% em relagdo ao Ctl (NS, n=6; Figura 34.
A). O contetdo total do receptor TLR4 ndo diferiu, sendo 124425,
156+44 e 100+£24% para Op, FruPred e FruPredOp em relagdo ao Cil
(NS, n=6; Figura 34. B). Em conjunto, esses dados demonstram que a
suplementacdo com 6leo de peixe a 1 mg/kg de peso corpéreo durante 6
semanas ndo promoveu nenhum efeito positivo sobre o conteldo de
proteinas envolvidas com o metabolismo da glicose e de lipidios, bem
como na via inflamatdria, tanto em hipotalamo quanto em figado e
tecido adiposo.
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Figura 34. Valores da razdo entre a fosforilagdo do NFkBp65 ¢ o seu contetido total
(A) e do conteido total do TLR4 (B) em hipotalamo apds o tratamento e/ou
suplementacdo. Imagens sao blots representativos. Dados sdo média + EPM.
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Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=5-6. As amostras de Ctl e FruPred sdo as
mesmas utilizadas no médulo 1, porém em imunoblottings distintos.

Como estratégia de intervencdo do modelo experimental, a
suplementacdo com oOleo de peixe por 6 semanas foi suficiente para
promover a incorporagdo de n-3 em hemacias e a mudancga no perfil de
acidos graxos. A suplementacdo foi eficaz em normalizar as
concentracBes plasmaticas triacilglicerol, a hiperurecemia e o contetdo
de glicogénio hepatico. Em contra partida, o efeito da suplementagéo no
grupo FruPred promoveu incremento em marcadores de estresse
oxidativo em figado. Ndo houve efeitos sobre a sensibilidade & insulina
ou sobre os parametros moleculares investigados.
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7. RESULTADOS DO MODULO IlI: Acompanhamento dos
parametros apds interrupcao dos tratamentos

7.1 EFEITOS SOBRE PARAMETROS DE
CARACTERIZACAO DO MODELO EXPERIMENTAL

7.1.1 Peso corpdreo, ingestdo alimentar, hidrica e caldrica

A fim de investigar a possivel normalizagdo dos parametros
alterados pelo tratamento com frutose e prednisolona, um grupo paralelo
de animais FruPred foi mantido por mais 12 semanas ap0s a interrup¢do
dos tratamentos em condicOes controle. A retirada dos insultos teve um
impacto positivo sobre o ganho de peso corpdreo. Apés 45 e 90 dias do
término do tratamento houve um aumento de 21 e 35%,
respectivamente, em relacdo ao Ultimo ponto avaliado durante o
tratamento (p<0,05, n=10; Figura 35. A, B). A ingestdo alimentar dos
animais Rev aumentou significativamente, partindo de 3,3+0,1 para
5,7£0,2 e 5,3+0,2 ¢/100 g p.c. apos 45 e 90 dias do término do
tratamento (p<0,05, n= 10; Figura 35. C, D). A ingestdo de agua potavel
reduziu 35 e 42% ap6s 45 e 90 dias da retirada da frutose (p<0,05,
n=10; Figura 35 E, F). Em relagdo & ingestao caldrica, os ajustes entre a
ingestdo alimentar e hidrica mantiveram o balango cal6rico semelhante
nos primeiros 45 dias pds-interrupcdo dos tratamentos, com posterior
reducdo nesse pardmetro. Os valores médios da ingestdo calérica total
foram 2241, 22+ 0,9 e 20 + 0,8 Kcal/100 g p.c. para os dias 0, 45 e 90
apos o término do tratamento (p<0,05, n= 10; Figura 35. G, H).
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Figura 35. Acompanhamento temporal do peso corpéreo (A) e pés-tratamento do
grupo Rev (B). Ingestdo alimentar temporal (C) e pds-tratamento do grupo Rev (D).
Ingestdo hidrica temporal (E) e pds-tratamento do grupo Rev (F). Ingestdo calérica
temporal (G) e pds-tratamento do grupo Rev (H). Dados sdo média + EPM. Letra
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“a” indica diferenga significativa em relagdo ao baseline. “b” indica diferenga
significativa em relagdo aos 45 dias ap6s a interrup¢do do tratamento. Utilizado
ANOVA de uma via para medidas repetidas, p<0,05, n=10. Os dados de Ctl e
FruPred sdo os mesmos utilizados no médulo 1.

7.1.2 Glicose sanguinea e triacilglicerol plasmatico pos-
tratamento

Os animais Rev permaneceram normoglicémicos no periodo pés-
tratamento, com valores médios de 96+3, 91+2 e 85+1 mg/dL para 0s
dias 0, 45 e 90, respectivamente (p<0,05, n=10; Figura 36. A, B). A
dislipidemia observada no modelo experimental foi significativamente
atenuada, partindo de 1186 para 768 e 86+5 mg/dL ap6s 45 e 90 dias
(p<0,05, n=10; Figura 36. C, D).
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Figura 36. Acompanhamento temporal da glicose sanguinea (A) e pés-tratamento
do grupo Rev (B). Triacilglicerol plasmatico temporal (C) e p6s-tratamento do grupo
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Rev (D). Dados sdo média + EPM. Letra “a” indica diferenca significativa em
relacdo ao baseline. Utilizado ANOVA de uma via para medidas repetidas, p<0,05,
n=10. Os dados de Ctl e FruPred sdo os mesmos utilizados no médulo 1.

7.1.3 Parametros sanguineos pds-tratamento

Ao final dos 90 dias pds-tratamento as concentraces plasmaticas
de insulina, proteinas, colesterol e acido drico do soro foram dosados.
Além disso, os calculos HOMA-IR e TyG foram realizados para
determinar a sensibilidade & insulina. Os animais Rev apresentaram
reducdo nas concentragdes circulantes de insulina e &cido drico (p<0,05,
n=10; Tabela 12), no entanto as concentracdes de albumina ndo foram
alteradas em relacdo aos animais FruPred, permanecendo com as
concentracBes elevadas (NS, n=10; Tabela 12). Houve melhora da
sensibilidade a insulina apés 90 dias de interrupcdo do tratamento, a
julgar pelos valores do HOMA-IR (0,4+0,08, 1,7+0,2 e 0,9+0,1 para Ct,
FruPred e Rev) e TyG (8,240,09, 8,7+0,07 e 8,2+0,04 para Ctl, FruPred
e Rev) (p<0,05, n=10; Figura 37. A, B). Esses dados demonstram que o
fenétipo de RI e hiperurecemia é transitorio, podendo ser revertido com
a retirada dos insultos.

Tabela 12. Parametros sanguineos 90 dias pds-tratamento

Ctl FruPred Rev
Insulina (pg/mL) 78+15 341+402 190434 °
Albumina (g/dL) 2,1+0,07 3,6+£0,12 3,8+0,1
Acido drico 0,5£0,07 1,240,072 0,8+0,04 ©
(mg/dL)
Colesterol total 121+10 11748 95+8
(mg/dL)

Dados sdo média £ EPM. Letra “a” indica diferenca significativa em relagdo ao
grupo Ctl. “b” indica diferenca significativa em relagdo ao grupo FruPred. Utilizado
ANOVA de uma via, p<0,05, n=9-13. Os valores dos grupos Ctl e FruPred séo os
mesmos utilizados no médulo 1.
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Figura 37. Valores do calculo HOMA-IR (A) e indice TyG (B) 90 dias pos-
tratamento. Dados sdo média + EPM. Letra “a” indica diferenca significativa em
relagdo ao grupo Ctl. “b” indica diferenca significativa em relagdo ao grupo FruPred.
Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=10 Os valores dos grupos Ctl e FruPred
s80 0s mesmo utilizados no médulo 1.

7.1.4 Massa relativa dos 6rgéos

Para verificar o impacto da retirada dos insultos sobre a massa
dos 6rgdos, 90 dias apoés a interrupcdo do tratamento, 0 grupo Rev teve
0s Orgaos removidos e pesados, e comparados com o grupo FruPred. O
aumento relativo da massa de figado e gordura marrom observado no
modelo experimental FruPred reduziu significativamente ap6s a
interrupcdo do tratamento (p<0,05, n=9-13; Tabela 13). A massa relativa
das gorduras epididimal, omental e abdominal total ndo foram alteradas
pos-tratamento (NS, n=9-13; Tabela 13).

Tabela 13. Massa relativa dos 6rgdos 90 dias pos-tratamento

Ctl FruPred Rev
Pancreas (mg/100 g p.c) 282+10 317+10 28248
Figado (g/100 g p.c) 3,1+0,1 3,640,182 2,9+0,1°
Baco (mg/100 g p.c) 208+7 191+3 189+7

Adrenais (mg/100 g p.c) 16+0,6 16+0,6 15+1,1
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Gordura epididimal (g/100 g p.c) 1,1+0,07 2,0£0,1% 1,6£0,1
Gordura retroperitoneal (g/100 g 1,6+0,1 1,6+0,1 2,0+0,1
p.c)

Gordura omental (mg/100 g p.c) 136+10 252+30 2 17920
Gordura marrom (mg/100 g p.c) 95+8 143+122 99+7 b

Gordura abdominal total (g/100 g p.c)  2,9+0,2 3,9+0,22 3,840,2

Dados sdo média + EPM. Letra “a” indica diferenca significativa em relagcdo ao
grupo Ctl. “b” indica diferenca significativa em relagdo ao grupo FruPred. Utilizado
ANOVA de uma via, p<0,05, n=9-13. Os valores dos grupos Ctl e FruPred sdo os
mesmo utilizados no médulo 1.

7.1.5 Conteldo de glicogénio e triacilglicerol hepaticos

O conteldo de glicogénio hepatico no grupo Rev néo foi alterado
em relagdo ao grupo FruPred. Apds 90 dias de interrupcdo do tratamento
os valores permaneceram similares, sendo 3,4+0,5, 9,2+0,8 e 11+2 mg/g
de tecido para Ctl, FruPred e Rev, respectivamente (p<0,05, n=9-13;
Figura 38. A). Em relagdo ao conteudo de triacilglicerol hepético, o
grupo Rev apresentou valores 5.6 vezes menores do que o modelo
experimental, revertendo a condicdo de acimulo de gordura hepatica
(p<0,05, n=10; Figura 38. B).
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Figura 38. Contetido de glicogénio hepatico (A) e triacilglicerol hepatico (B) 90
dias pos-tratamento. Dados sdo média + EPM. Letra “a” indica diferenca
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significativa em relagao ao grupo Ctl. “b” indica diferenca significativa em relacdo
ao grupo FruPred. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=9-13.

7.1.6 Determinagédo do estado REDOX em figado

Apds 90 dias da interrupcdo dos tratamentos o conteddo de
hidroperoxidos lipidicos reduziu significativamente em relacdo ao grupo
FruPred, revertendo esse parametro alterado. A média dos valores foi de
3,540,2, 13,2+1,5 e 3,6+0,4 umol.100 mg ! para Ctl, FruPred e Rev,
respectivamente (p<0,05, n=8-10; Figura 39. A). O conteldo de
proteinas carboniladas e a atividade da enzima catalase ndo foram
alterados no grupo Rev (NS, n= 7-8; Figura 39. B, C). A atividade da
SOD foi maior no grupo Rev do que no grupo FruPred, apresentando
um incremento de 15% em relagdo ao FruPred (p<0,05, n=8-10; Figura
39. D).
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Figura 39. Hidroperoxidos lipidicos (A), proteinas carboniladas (B), atividade da
catalase (C) e atividade da superoxido dismutase (D) em fragmentos do figado 90
dias pos-tratamento. Dados sdo média + EPM. Letra “a” indica diferenca
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significativa em relacéo ao grupo Ctl. “b” indica diferenca significativa em relacdo
ao grupo FruPred. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=7-10. Os valores dos
grupos Ctl e FruPred séo os mesmos utilizados no médulo 1.

7.1.7 Contetdo proteico da AKT em tecido adiposo e
figado

Para verificar se a melhora da sensibilidade & insulina foi
acompanhada de modificacbes moleculares, o conteldo proteico da
AKT foi determinado em tecido adiposo e figado apdés 90 dias do
término do tratamento. Em tecido adiposo, a razdo entre o conteldo
fosforilado e total da AKT foi alterado de maneira residuo especifico,
ndo havendo alteracfes para fosforilagdo em serina 473 (NS, n=6;
Figura 40. A). A razdo entre a fosforilagdo da AKT em treonina 308
para o seu conteldo total foi substancialmente aumentada, com valores
médios de 102+31% para FruPred vs 322+70% para Rev (p<0,05, n=6;
Figura 40. B). Em figado, o grupo Rev apresentou aumento no contetdo
total da AKT em relagéo aos valores reduzidos do modelo experimental,
sendo 100+12, 33+8 e 96+11% para Ctl, FruPred e Rey,
respectivamente, normalizados pelo Ctl (p<0,05, n=6; Figura 40. C).
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Figura 40. Razdo entre o conteldo de AKT fosforilada em serina 473para o seu
conteudo total (A) e fosforilada em treonina 308 para o seu contetdo total em tecido
adiposo (B) e contetdo total de AKT em figado (C) 90 dias pds-tratamento. Os blots
representativos em A, B e C foram obtidos da mesma membrana. Dados sdo média
+ EPM. Letra “a” indica diferenca significativa em relag¢do ao grupo Ctl. “b” indica
diferenca significativa em relacéo ao grupo FruPred. Utilizado ANOVA de uma via,
p<0,05, n=6. As amostras de Ctl e FruPred sdo as mesmas utilizadas no médulo 1,
porém em imunoblottings distintos.

7.1.8 Conteudo proteico da AMPK em tecido adiposo e
figado

O contetdo de AMPK foi determinado tecido adiposo e figado.
Em tecido adiposo, os valores médios da razdo foram significativamente
aumentados, sendo 50+11% para FruPred vs 101+10% para Rev, em
relagdo ao Ctl (p<0,05, n=6; Figura 41. A). Em figado, a reducéo nos
valores da razdo entre a AMPK fosforilada e total observada no modelo
FruPred permaneceu reduzida ap6s o término do tratamento (NS, n=6;
Figura 41. B). Esses dados indicam a capacidade de normalizacdo do
contetido da AMPK em tecido adiposo, mas ndo em figado, 90 dias apds
0 término do tratamento.
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Figura 41. Razdo entre o contedo da AMPK fosforilada para o seu contetdo total
em tecido adiposo (A) e figado (B) 90 dias pds-tratamento. Dados sdo média +
EPM. Letra “a” indica diferenca significativa em relagdo ao grupo Ctl. “b” indica
diferenca significativa em relacdo ao grupo FruPred. Os blots representativos foram
obtidos da mesma membrana. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=6. As
amostras de Ctl e FruPred sdo as mesmas utilizadas no médulo 1.

7.2. SINALIZACAO PRO-INFLAMATORIA

7.2.1 Contetdo proteico da JNK, c-JUN, IkB, NFkB e GR
em tecido adiposo

Para investigar se o conteldo das proteinas pré-inflamatérias e do
GR foi alterado 90 dias ap06s a interrupc¢ao do tratamento, determinamos
0 contetido proteico da JNK, c-JUN, IkB, NFkB e do GR dos animais
Rev. N&o houve alteragdes em ambas as proteinas prd-inflamatorias
analisadas, os animais Rev apresentaram o mesmo perfil observado no
grupo FruPred em tecido adiposo (NS, n=6; Figura 42. A-E). O
conteldo total do GR foi significativamente aumentado nos animais Rev
em relacdo ao grupo FruPred. Os valores médios normalizados foram
101+£17% para FruPred vs 242+50% para Rev, em relacdo ao Citl
(p<0,05, n=6; Figura 42. F).
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Figura 42. Valores da razéo entre o conteido da JNK fosforilada pelo seu contetido

total (A), conteddo da c-JUN fosforilada (B), razdo entre IxkB fosforilada e seu
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contetdo total (C) e entre NFkBp65 fosforilada e seu contetido total (D). Conteudo
total de NFxBp52 (E) ¢ GR (F) em tecido adiposo epididimal 90 dias pos-
tratamento. Os blots representativos foram obtidos da mesma membrana. Dados sdo
média + EPM. Letra “b” indica diferenca significativa em relagdo ao grupo FruPred.
Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n=6. As amostras de Ctl e FruPred sdo as
mesmas utilizadas no médulo 1

7.2.2 Conteudo proteico da JNK, TLR4 e 11HSD1 em
figado

A andlise do conteido do receptor TLR4, da cinase JNK e da
enzima 11BHSDI1 em figado, revelaram que essas proteinas nao foram
moduladas pela combinagdo do tratamento FruPred ou pela retirada do
mesmo. O conteudo dessas proteinas foram semelhantes entre 0s grupos
FruPred e Rev (NS, n=6; Figura 43. A-C).
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Figura 43. Valores do conteudo total do TLR4 (A), da JNK (B) e da 11BHSD1 (C)
em figado 90 dias po6s-tratamento. Os blots representativos foram obtidos da mesma
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membrana. Dados sdo média + EPM. Utilizado ANOVA de uma via, p<0,05, n= 6.
As amostras de Ctl e FruPred sdo as mesmas utilizadas no médulo 1.

7.2.3 Conteudo proteico do NFkB e TLR4 em hipotialamo

A determinagdo do conteudo do NFxBp65 no hipotalamo dos
animais Rev, revelou significante aumento na razdo entre o conteudo
fosforilado e total desse fator de transcrigdo, sendo 70% maior do que
no grupo FruPred (p<0,05, n=5-6; Figura 44. A). O conteldo total do
receptor TLR4 permaneceu semelhante ao grupo FruPred, néo
apresentando alteragdes ao final do tratamento ou 90 dias apds o término
do tratamento (NS, n=5-6; Figura 44. B).
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Figura 44. Valores da razio entre a fosforilagio do NFkB65 e o seu contetido total
(A) e do contelido total do TLR4 (B) em hipotalamo 90 dias pds-tratamento. Os
blots representativos foram obtidos da mesma membrana. Dados sdo média + EPM.
Letra “b” indica diferenga significativa em relagdo ao grupo FruPred. Utilizado
ANOVA de uma via, p<0,05, n=5-6. As amostras de Ctl e FruPred séo as mesmas
utilizadas no modulo 1.
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Em conjunto, esses dados indicam que parte das caracteristicas
encontradas no modelo experimental podem ser reversiveis com a
retirada dos insultos, como a recuperacdo do ganho de peso corpéreo,
normalizacdo das concentragdes de triacilglicerol plasmaticas e no
figado, hiperurecemia, sensibilidade & insulina e estresse oxidativo,
assim como a normalizagdo da AMPK em tecido adiposo. No entanto,
novas caracteristicas podem ser observadas, a julgar pelo aumento do
conteudo proteico da AKT em tecido adiposo e figado, do GR em tecido
adiposo e do NFkBp65 em hipotalamo apds 90 dias da interrupcéo do
tratamento.
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8. DISCUSSAO
Modulo I. O modelo experimental

No presente trabalho, foi demonstrado que os efeitos promovidos
pela combinacdo de frutose e prednisolona na agua de beber sobre os
pardmetros metabdlicos envolvem: 1) reducdo no ganho de peso
corpdreo mesmo a uma dada ingestéo calorica similar ao grupo Ctl, 2)
aumento da adiposidade abdominal, 3) aumento nas concentracdes de
triacilglicerol plasmaticas, 4) aumento no contetdo de gordura e
glicogénio hepético, 5) hiperinsulinemia e redugdo da sensibilidade a
insulina, 6) hiperurecemia e 7) aumento de marcadores de estresse
oxidativo. A reducdo na sensibilidade a insulina ndo esteve associada
com aumento no contetdo e/ou fosforilagdo de proteinas envolvidas na
sinalizacdo pré-inflamatéria nos tecidos analisados (adiposo, hepatico e
hipotalamico). Ainda que tais alteracbes foram acompanhadas de
normoglicémia, foi observada a reducdo no contetdo proteico da AKT e
da AMPK em figado do grupo FruPred. Em sintese, a combinagdo dos
tratamentos ndo promoveu um modelo de diabetes, mas um fenétipo
com caracteristicas de SM.

Ao longo do protocolo experimental foi observado redugdo no
ganho de peso corporeo dos animais Pred e FruPred. No entanto, esses
animais apresentaram a mesma ingestdo calérica total do que os grupos
Ctl e Fru, os quais apresentaram ganho de peso continuo ao longo do
tratamento. Isso poderia indicar que ambos os animais tratados com GC
apresentam uma maior demanda energética ou que esses animais
apresentam prejuizo no desenvolvimento 6sseo e na massa muscular. De
fato, os GCs impactam negativamente sobre a formacao dssea, que pode
ser observado pela grande incidéncia (30-50%) de osteoporose
relacionada a terapia com GC (DEMPSTER, 1989; HOES et al., 2010).
Esse efeito pode ser através da supressdo da osteoblastogénese, assim
como pela apoptose de osteoblastos (MANOLAGAS; WEINSTEIN
1999). Ratos tratados com dexametasona (0,1 mg/Kg/s.c) por 5 semanas
apresentaram reducdo no ganho de peso corpéreo e osteoporose, com
reducdo nos osteoblastos e na osteocalcina, um marcador de formacéo
Ossea liberado pelos osteoblastos (ZHANG et al., 2016). Outro ponto
gue pode contribuir para a reducdo do ganho de peso corpéreo se deve
ao efeito catabdlico dos GCs sobre a massa muscular (KIM et al., 2012).
A determinacgdo dos niveis plasmaticos de albumina e proteinas totais
sugerem um aumento na mobiliza¢do desses substratos nos grupos Pred
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e FruPred, especialmente no grupo tratado com a combinacdo. Sendo
assim, o efeito dos GCs sobre a formacdo éOssea e mobilizacdo de
substratos proteicos parece contribuir para a reducdo no ganho de peso
corpéreo dos animais com comportamento normoféagico. Além disso,
em um rato Wistar adulto (300 g) em condi¢Bes normais a composicao
corpdrea € majoritariamente composta por massa livre de gordura, sendo
equivalente a 92% do peso total do animal, enquanto que a massa
adiposa total equivale a menos que 8% do peso corpéreo (SUZUKI et
al.,1996) , o que indica que apesar de haver aumento na massa adiposa
esse é o fator que pouco contribui para o peso total dos animais. Em
Gltima analise, 0 aumento da massa relativa de tecido adiposo marrom
pode indicar aumento na termogénese e desperdicio energético nesse
grupo experimental. Embora a atividade termogénica ndo tenha sido
avaliada, como por exemplo, pela verificacdo da temperatura retal dos
animais, pode ser que isso corrobore para 0 menor ganho de peso nesses
animais.

Em relacdo a adiposidade, os animais do grupo experimental
FruPred e Fru apresentaram aumento no tecido abdominal total. E
valido salientar que o aumento na massa de tecido adiposo associado a
ingestdo de frutose ndo se baseia principalmente na quantidade de
calorias ingeridas, uma vez que ambos 0s grupos consumiram a mesma
guantidade de calorias, mas sim no metabolismo da frutose. O aumento
da deposicdo de gordura abdominal pode ser explicado, pelo menos em
parte, pelo aumento das concentracdes circulantes de triacilglicerol e da
secrecdo de hepética VLDL, uma vez que a hipertriacilgliceridemia
pode promover deposicdo de gordura no tecido adiposo visceral, como
demonstrado por outros trabalhos (RUTLEDGE; ADELI 2007;
STANHOPE; HAVEL 2008; BOCARSLY et al., 2010). Ainda, alguns
autores defendem o efeito da frutose sobre a hipertrofia e hiperplasia de
adipocitos (ZUBIRIA et al.,2013; 2016) e sobre a reducdo na taxa de
oxidacdo de gordura (COX et al, 2012). Ambos os trabalhos
corroboram para os potenciais efeitos da frutose sobre a obesidade.
Além disso, o aumento da adiposidade pode estar relacionado com a
reducdo da atividade da AMPK em tecido adiposo. Em adipdcitos a
AMPK é capaz de inibir enzimas e fatores de transcrigdo lipogenicos
(ACC, FAS, SREPBP1 e PPARY) e favorecer a oxidagdo de acidos
graxos através da reducdo da formacdo de malonil-CoA, um precursor
lipidico que tem efeito inibitério sobre o transporte de &cidos graxos
para matriz mitocondrial via CPT-1 (cartinina palmitoil transferase I)
(ROSSMEISL et al., 2004). Dessa forma, a reducdo da fosforilacdo da



121

AMPK obervada no grupo FruPred, pode colaborar para a deposicéo de
gordura nesse grupo experimental.

Em relagdo aos compartimentos de gordura, nota-se um efeito
tecido-especifico. O tratamento com frutose promoveu aumento na
massa relativa de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal. No
entanto, nos animais que receberam a administragdo conjunta de frutose
e GC ndo houve incremento no tecido retroperitoneal. O que indica um
possivel efeito dos GC sobre o0 armazenamento de gordura nessa regiao.
E sabido que os GC apresentam um efeito dual sobre os depdsitos de
gordura, promovendo lipogénese e adipogénese em tecido adiposo
visceral e reducéo dos depdsitos periféricos, por provavel acdo lipolitica
(RAFACHO et al., 2014). No entanto, a taxa de lipdlise ndo foi alterada
em ambos os tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal, indicando
gue a auséncia do incremento de gordura no tecido retroperitoneal
(FruPred) pode estar relacionado com outros mecanismos. O
redirecionamento do depdsito de gordura para outros compartimentos de
tecido adiposo tal como o omental, bem como o depdsito de gordura
ectépica observado em figado e péncreas (dados de pancreas nao
mostrados nesta  dissertacdo) poderia ser uma explicacéo.
Interessantemente, 0s animais tratados apenas com GC ndo
apresentaram alteragdes significativas em nenhum depdsito de gordura
(provavelmente pela dose utilizada no presente trabalho), de modo que
em doses farmacolégicas o efeito pode ser negativo quando associado a
um segundo insulto metabélico.

A andlise do perfil lipidico, revelou que apenas os animais
FruPred apresentaram aumento nos niveis circulantes de triacilglicerol,
reducdo da fosforilagdo da AMPK e paralelo aumento no contetdo de
gordura hepética. Embora os efeitos dislipidémicos da frutose e dos GC
sejam bem documentados na literatura, apenas a combinacdo dos
tratamentos promoveu a deposicdo de gordura hepatica, o que indica um
efeito sinérgico de ambos os tratamentos. Por efeitos da frutose, os
animais FruPred e Fru apresentaram aumento na triacilgliceridemia,
como ja descrito por outros autores (SOFTIC; COHEN; KAHN 2016).
A auséncia de efeito do GC sobre esse parametro pode ser devido ao
farmaco de escolha (prednisolona) e a dose utilizada, uma vez que em
outros contextos os CG elevam as concentracBes de triacilglicerol
(RAFACHO et al., 2008; NUNES et al., 2013; MOTTA et al., 2015).
No entanto, por efeito da prednisolona houve redugdo no contetdo
fosforilado da AMPK nos grupos FruPred e Pred. A AMPK hepdtica
modula o metabolismo de lipidios, estimulando a f-oxidacdo e inibindo
a lipogénese (FULLERTON, 2016), portanto a redugdo na sua agdo
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poderia colaborar para a deposicdo de gordura hepatica. Alguns
trabalhos corroboram com a reducdo da atividade da AMPK em quadros
de obesidade e diabetes, e em especial na NAFLD (SMITH et al., 2016).
Assim, a combinacdo do aumento do triacilglicerol plasmatico e da
reducdo da atividade da AMPK hepética coincidem com a deposicéo de
gordura hepatica, promovida pelo efeito conjunto dos tratamentos.

Outra caracteristica singular do grupo FruPred foi 0 aumento nos
das concentracdes plasmaticas de &cido Urico, que corroboram com o
aumento da deposicdo de gordura hepatica. O &cido Urico é um
metabdlito oriundo da reducdo na razdo ATP:AMP intracelular e do
aumento da atividade da enzima deaminase-AMP (AMPD) nos
hepatdcitos. Vaérios trabalhos tém demonstrado que a reducdo da
biodisponibilidade de 4acido Udrico impede o desenvolvimento da
NAFLD em animais alimentados com frutose (LANASPA et al., 2012)
ou em modelos de esteatose hepatica espontanea (XU et al., 2010;
LANASPA et al., 2012). Um mecanismo pelo qual o &cido Urico
favorece a sintese de acidos graxos é através do aumento do estresse
oxidativo mitocondrial e do acimulo de citrato intracelular, que por sua
vez atua como substrato para sintese de acidos graxos além de ser um
ativador alostérico da ACC (LANASPA et al., 2012). Sendo assim, o
aumento da urecemia observada no grupo FruPred sugere que tal
mecanismo favoreca o acimulo de gordura hepética observado nesse
grupo, uma vez que o grupo tratado apenas com frutose ndo apresentou
nenhuma dessas caracteristicas.

Em contextos de SM, ocorre aumento da produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e reducdo de mecanismos antioxidantes
favorecendo o surgimento do estresse oxidativo celular (TAKAKI;
KAWAI;, YAMAMOTO 2013; KELANY et al.,, 2016). Entre os
marcadores de estresse oxidativo hepaticos, observou-se aumento do
conteldo de hidroperoxidos lipidicos, associado a reducdo da acéo
antioxidante da catalase e aumento da SOD no grupo FruPred. A defesa
antioxidante limitada observada no grupo FruPred parece favorecer o
aumento do estresse oxidativo nesse grupo experimental, indicando que
a sinergia dos tratamentos foi suficiente para promover o balango pro-
oxidativo. Esse resultado vai ao encontro do aumento no contetdo de
gordura hepéatica desse grupo experimental (também observamos
fendtipo de esteatose hepética neste grupo; dados ndo apresentados nesta
dissertacdo). Corroborando com nossos dados, ratos obesos alimentados
com uma dieta rica em gordura apresentaram aumento da atividade da
NOX (NADPH oxidases), da peroxidacdo de lipidios, de proteinas
carboniladas e reducdo em defesas antioxidantes associados ao
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desenvolvimento da NAFLD (CARMIEL-HAGGAI et al., 2005). De
acordo com esses autores, o contexto dislipidémico favorece a NAFLD,
caracterizada principalmente pela deposi¢do de gordura hepéatica, com
paralelo estresse oxidativo. N&o é possivel afirmar com clareza a exata
ordem desses eventos, no entanto, alguns autores discutem que na
patogénese da NAFLD, o acimulo de lipidio hepéatico sobrecarrega a
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, que por sua vez leva ao
aumento de ROS e produtos da peroxidacdo de lipidios. O aumento
desses mediadores prejudica a fungdo mitocondrial e reduz a f-oxidacdo
de lipidios, promovendo a esteatose hepética a partir desse ciclo vicioso
(KOEK; LIEDORP; BAST 2011; TAKAKI; KAWAI;, YAMAMOTO
2013). De acordo com Takami e colaboradores (2010), em hepatdcitos
de humanos com NAFLD a expressdo da SOD é aumentada. Em nosso
trabalho, foi observado aumento da atividade da SOD em ambos 0s
grupos experimentais (Fru, Pred e FruPred), no entanto apenas a
reducdo da atividade da catalase no grupo FruPred pode ter promovido o
aumento do estresse oxidativo nesse grupo.

Em relacdo ao contetdo de glicogénio hepético, foi observado
aumento em ambos os grupos tratados com frutose.  Apo6s a
administracdo aguda de frutose em roedores o aumento do glicogénio
hepético parece ser resultado do metabolismo da frutose e da inibi¢do da
glicogénio fosforilase, promovendo acumulo de glicogénio a partir do
aumento da disponibilidade de frutose (GERGELY et al., 1985;
BIZEAU; PAGLIASSOTTI 2005). Além disso, administragdo de
frutose contribui mais para a sintese de glicogénio hepatico do que a
administracio de quantidade equivalente de glicose (TAPPY; LE 2010).

Os animais FruPred ndo apresentaram hiperglicemia, assim como
0s demais grupos experimentais, dessa maneira a combinacdo dos
tratamentos ndo foi suficiente para promover um modelo experimental
de diabetes que estaria baseado numa hiperglicemia e intolerancia a
glicose. A normoglicemia foi acompanhada por aumento nos niveis
circulantes de insulina (e também por aumento da massa relativa de
células B; dados ndo apresentados nesta dissertacdo), o que indica uma
resposta compensatoria das células B frente a reducdo na sensibilidade
periférica, a fim de preservar a homeostase glicémica (BONNER-WEIR
et al., 1981; RAFACHO et al., 2008; 2009). Embora normoglicémicos,
tanto os animais FruPred quando Pred apresentaram redugdo na
sensibilidade a insulina, a julgar pela constante de decaimento da glicose
sanguinea durante o ipITT, indice Homa e TyG. A interpretacdo do
indice TyG demonstra o potencial impacto dislipidémico da frutose
sobre a RI, no entanto os niveis circulantes de insulina e o ITT néo
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foram influenciados pela frutose, o que significa que o efeito
majoritario da RI pode ser atribuido ao GC. Esse efeito dos GC sobre a
atenuacdo da sensibilidade a insulina é corroborado com uma série de
trabalhos experimentais em roedores e humanos (SCHNEITER; TAPPY
1998; VAN RAALTE et al., 2010; RAFACHO et al., 2008). Vale a
pena destacar, que os efeitos diabetogénicos da prednisolona talvez
sejam mais sobre os tecidos periféricos do que sobre a fungdo das
células B, pelo menos na dose e tempo utilizadas em nosso protocolo
experimental, embora ndo tenhamos observado alteracbes na
fosforilacdo da AKT em condicGes basais. Contudo, ha evidéncias em
humanos mostrando que a prednisolona (30 mg por 15 dias) reduz a
fungdo das células B e secregdo de insulina (VAN RAALTE et al.,
2010).

A maior toleréncia a glicose observada no grupo FruPred reforca
a resposta compensatéria das células  apés um desafio com glicose,
onde a secre¢cdo de insulina (ndo analisada neste trabalho)
provavelmente foi superior a demanda exigida pela reducdo da
sensibilidade periférica, com provavel melhora da disponibilidade da
glicose (consumo e armazenamento). Outro ponto que deve ser levado
em conta é esses animais também podem ter menor atividade da enzima
gue degrada a insulina (IDE), como demonstrado por Protzek e
colaboradores (2016), onde roedores tratados com dexametasona
apresentaram reducdo no clearance de insulina devido a reducdo da
atividade da IDE. Assim, a soma desses fatores pode contribuir para a
maior tolerancia a glicose nesses animais. Vale a pena destacar que
houve maior incremento nos niveis circulantes de insulina no grupo
FruPred do que no grupo Pred, apesar de ndo haver diferenca estatistica,
assim como maior tolerancia a glicose, o que indica que a combinagdo
dos tratamentos promove um fendtipo mais robusto de RI, sem que
implique negativamente sobre a funcdo das ilhotas pancreaticas até o
momento investigado.

A alteracdo da sensibilidade a insulina determinada pelo ITT
prediz a sensibilidade principalmente do musculo e tecido adiposo, uma
vez que a captacdo de glicose pelo figado é independente da acdo da
insulina e que o bolus de insulina inibe a gliconeogénese hepética
(KOWALSKI; BRICE 2014). Para avaliacdo da sensibilidade a insulina
no figado foi avaliada a produgdo de glicose hepéatica a partir de
piruvato, um substrato para a gliconeogénese, a qual ocorre
predominantemente no figado. Ambos o0s animais experimentais
mantiveram a responsividade hepatica a insulina inalterada, a julgar
pelos dados do ipPTT. No entanto, a determinacgdo do contelido total da
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AKT em figado revelou reducdo significativa em ambos os grupos
resistentes a insulina (Pred e FruPred). Apesar de ter sido observado
reducdo no contelido total da AKT hepéatica ndo tivemos sucesso em
quantificar a fosforilagdo dessa cinase, assim ndo podemos afirmar
prejuizos sobre essa via de sinalizagdo. Esses dados indicam que o
figado pode ter sua via insulinica afetada num momento mais tardio e
que talvez a disfuncdo inicial seja no tecido adiposo ou mdsculo
(MOTTA et al., 2015). E valido salientar que os testes funcionais
(ipPTT e oGTT) foram realizados a 2 e 1 semanas da eutansia,
respectivamente, o que pode ndo refletir a tolerancia desses animais aos
90 dias de tratamento.

A analise do conteudo total e fosforilado da AKT em tecido
adiposo néo foi alterado pelo tratamento com frutose e prednisolona. E
importante salientar que a determinacdo do conteldo proteico foi
realizada em amostras provenientes de animais jejuados e numa
condicdo ndo estimulada, 0 que pode mascarar 0 impacto sobre a via de
sinalizacdo da insulina. Além disso, ndo avaliamos o conteldo proteico
dessa cinase em musculo, onde a captagao de glicose também € insulino-
responsiva. Em condi¢des de RI induzida por GC, a redugdo na
fosforilacdo de proteinas da via de sinalizacdo da insulina em tecido
adiposo e musculo é demonstrada por varios autores, especialmente na
condicdo estimulada por insulina (SAAD et al., 1993; BUREN et al.,
2008; MOTTA et al., 2015). No entanto, a reducdo na sensibilidade a
insulina observada em nosso modelo experimental parece ndo ser
deletéria até o momento, ja que o pancreas parece participar com as
compensacdes funcionais necessarias para a manutencdo da homeostase
glicémica.

Apos a consolidagdo de um modelo com caracteristicas de SM
(FruPred), investigamos se haveria alguma associa¢do entre a reducgdo
da sensibilidade a insulina com o aumento do contedo de proteinas
envolvidas em vias pro-inflamatérias. Como resultado, o conteido de
nenhuma das proteinas investigadas (JNK, c-JUN, NFxBp65-p52 e
TLR4) foi alterada nos tecidos analisados. Em humanos obesos, a Rl
esta associada com aumento de citocinas pro-inflamatérias tais como
TNF-0. e IL-6 e infiltracdo de macréfagos em tecido adiposo
(HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMEN 1993; HEILBRONN;
CAMPBELL 2008). Em modelos experimentais de RI induzida por
dieta rica em gordura ou em frutose, é possivel observar o aumento na
expressdo tecidual e nas concentracGes circulantes dessas citocinas, bem
como o aumento na expressdo das cinases JNK, NFxB, IKK e do
receptor TLR4 em tecido adiposo e/ou figado (HIROSUMI, 2001;
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HOTAMISLIGIL, 2003; FINUCANE et al., 2014; AMINE et al., 2016;
KELANY et al, 2016). No entanto, apesar do incremento na
adiposidade e da reducdo na sensibilidade a insulina observada no nosso
modelo experimental, ele ndo foi robusto o suficiente para promover
alteracBes nos conteidos proteicos e provavelmente em citocinas pro-
inflamatdrias (ndo analisadas aqui no presente trabalho) que explicasse a
reducdo na sensibilidade periférica. Sendo assim, sugerimos que a
reducdo na sensibilidade & insulina, promovida principalmente por efeito
do GC pode ser resultado de outros parametros ndo analisados, tais
como: i) a influéncia das PKCs atipicas, as quais sdo ativadas por
mediadores lipidicos presentes no quadro dislipidémico e ii) a influéncia
negativa da proteinas PTEN e da MKP-3 (RAFACHO; NUNES;
BORDIN 2015).

A fim de avaliar o impacto dos GC tanto exdgeno quanto
enddgeno, determinamos o contetdo proteico do GR e da enzima 11-
BHSD1 em tecido adiposo e figado, respectivamente. O conteudo de
ambas as proteinas permaneceu inalterado apés as 12 semanas de
tratamento. E sabido que os GC promovem infra-regulacdo em seus
respectivos receptores, 0 que pode ser um mecanismo protetor dos
efeitos deletérios da exposicdo prolongada ou das altas concentragdes do
horménio (BURNSTEIN; CIDLOWSKI 1992). O fato de ndo haver
reducdo no contelido do GR nos animais que receberam prednisolona
pode indicar que as concentra¢fes administradas ndo foram elevadas o
suficiente para promover tal efeito. No entanto, isso pode corroborar
para a ampliacdo das agdes negativas dos GCs, uma vez que as agdes
mediadas tanto pelo GR quanto pela enzima 11pB-HSD1
(biodisponibilidade enddgena) ndo estariam completamente suprimidas.

Para verificar se houve alguma alteracdo na sinalizagdo
inflamatdria no hipotalamo, quantificamos o contelido do NFkBp65 e do
receptor TLR4. Tem sido demonstrado que em contextos de
dislipidemia induzido por dieta, especialmente o aumento dos acidos
graxos saturados, pode induzir uma resposta inflamatoria no hipotalamo,
levando a um progressivo prejuizo nos neurdnios que controlam a
ingestdo alimentar e gasto energético, e entdo, predispondo a obesidade
(MILANSKI et al., 2009; VELLOSO, SCHWARTZ 2011; ARAUJO et
al., 2016). De acordo com os nossos dados, o0 conteldo proteico do
NF«Bp65 e do TLR4 hipotalamico nao foi alterado em nenhum grupo
experimental, 0 que vai ao encontro da auséncia de alteragBes no
comportamento alimentar desses animais, a julgar pela ingestéo calorica
similar entre ambos 0s grupos, como descrito anteriormente. Esses
dados indicam que apds 90 dias de tratamento, as alteraces metabdlicas
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encontradas no nosso modelo experimental ndo foram acompanhadas
por prejuizos aparente no hipotalamo.

Modulo I1. Suplementagdo com 6leo de peixe

No presente trabalho, foi demonstrado que os efeitos promovidos
pela suplementacdo com OGleo de peixe no modelo experimental
envolvem: 1) atenuacdo das concentragdes de triacilglicerol plasmaticos,
2) reducdo no conteudo de glicogénio hepatico, 3) reducdo das
concentraces plasmaticas de acido Urico e 4) incremento no estresse
oxidativo hepatico. N&o houve influéncias sobre os demais pardmetros
metabdlicos e murinométricos, e sobre os alvos moleculares
quantificados.

Apos suplementar os ratos FruPred por 6 semanas com 6leo de
peixe verificamos a incorporagdo dos &cidos graxos n-3 em hemécias,
levando-se em consideracdo que ¢ um marcador de longo prazo. Foi
observado aumento na proporcao dos &cidos graxos n-3 EPA e DHA e
do &cido graxo n-7 palmitoleico, além de reducdo do AA, validando o
efeito da suplementacdo sobre o perfil de acido graxos.

Em relagdo aos pardmetros de caracterizacdo do modelo
experimental FruPred, a suplementacdo ndo teve influencia sobre o
ganho de peso corporeo, ingestdo alimentar, hidrica e caldrica, bem
como sobre as concentragdes de albumina plasmaticas e adiposidade
abdominal. No trabalho realizado por Yamazaki e colaboradores (2011),
a suplementagdo de ratos obesos com 6leo de peixe (1 g/Kg/dia por 4
semanas) também ndo influenciou nenhum destes parametros. Esses
autores reforcam o impacto positivo dos n-3 sobre o perfil lipidico e
sensibilidade a insulina. Além disso, esses dados séo corroborados por
outros trabalhos produzidos em nosso grupo pesquisa, onde a
suplementacdo com oOleo de peixe (1 g/Kg/dia por 4 semanas) em
animais tratados com frutose (10% e 30% por 60 dias) ndo impactou
sobre a adiposidade e outros parametros murinométricos analisados
(Sulis e colaboradores 2016; dados ainda nédo publicados).

A suplementacdo com o 6leo de peixe per se estd associada ao
aumento nas concentracGes de albumina plasmética. A albumina é a
proteina mais abundante no plasma, correspondente a 50-60% das
proteinas séricas totais. Essas proteinas transportam muitas substancias,
entre as quais os acidos graxos. Essa ligagdo e transporte contribuem
para a solubilizacdo e distribuicdo dos acidos graxos em diferentes
tecidos (PAVICEVIC et al., 2014). Além disso, os niveis circulantes de
albumina podem ser utilizados para indicar a funcdo hepatica. Lee e
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colaboradores (2009) demonstraram que criangas com doenga hepatica
suplementadas com 6leo de peixe apresentaram reducdo nos niveis de
triacilglicerol hepatico com paralelo aumento nos niveis circulantes de
albumina. Esses autores discutem que a albumina poderia refletir uma
melhora da funcdo de biossintese hepatica, que junto a melhora no perfil
lipidico apontam para os beneficios do 6leo de peixe sobre 0s processos
hepaticos. Outro ponto a ser considerado, € que com 0 aumento da carga
de &cidos graxos a partir da suplementacdo ocorra um aumento paralelo
nas proteinas transportadoras dessas substancias.

O efeito dos n-3 sobre o perfil lipidico é bem estabelecido na
literatura. Em nosso modelo foi possivel observar que o dleo de peixe
promoveu atenuacdo das concentragdes de triacilglicerol circulante apds
45 dias de suplementacdo, sem alterar o conteldo de gordura hepética.
Esse resultado indica que o clearance de triacilglicerol pode ser devido
a maior B-oxidagdo em tecido adiposo e/ou aumento na expressdo das
lipoproteinas lipases, permitindo maior captacdo de &cidos graxos pelos
adipocitos (CONIGLIO 1992; BACKES et al., 2016), sem modular
majoritariamente as funcbes hepéaticas no grupo FruPredOp. Esse
resultado pode ser corroborado pela reducdo no contetdo proteico da
AMPK hepatica observada no grupo FruPred e pela auséncia de efeito
do 6leo de peixe sobre essa parametro, contribuindo para deposicao de
gordura hepatica. Outro ponto a ser considerado é que 0s animais
FruPredOp ndo apresentaram hiperurecemia. Embora a sintese de acido
Urico colabore para a deposicao de gordura hepatica, esse ndo parece ser
o principal fator envolvido com essa via, uma vez que mesmo sem
hiperurecemia os ratos FruPredOp ainda apresentaram aumento no
conteldo de gordura hepatica. Um estudo realizado com individuos
saudaveis submetidos ao tratamento com 6leo de peixe por 8 semanas
promoveu expressiva reducdo nos niveis circulantes de &cido Urico
quando comparado ao estado basal (HUANG et al., 2015). Os
mecanismos envolvidos na reducdo do &cido Urico pelos n-3 ndo estéo
esclarecidos e sdo escassos 0s trabalhos com essa abordagem na
literatura.

Um importante mecanismo de a¢do dos n-3 se d& por meio da
modulagdo dos fatores de transcricdo PPARs. O PPARy ¢ um potente
estimulador do estoque de &cidos graxos no tecido adiposo, uma vez que
aumenta a capacidade de estoque e o influxo de &cidos graxos nos
adipécitos (FERRE, 2004), o que pode contribuir para reducéo do
triacilglicerol plasmatico. A quantificagdo proteica do PPARy ndo foi
alterada por efeito da suplementagdo em nosso modelo. Apesar da
constatagéo da incorporagédo dos n-3, o conteido de PPARy parece nao
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ser modulado pela quantidade de n-3 incorporados. Isso pode indicar
que a contribuicio do PPARy para a reducdo do conteudo de
triacilglicerol plasmatico pode ocorrer sem 0 aumento no seu contetdo
proteico. Além disso, ndo mensuramos a ativagao do PPARYy, entdo ndo
podemos excluir a hipétese de que o efeito dos n-3 foi mediado por
maior ativagdo. De forma semelhante, a atenuacdo das concentragdes
circulantes de triacilglicerol ocorreu independentemente de aumento do
conteudo proteico do PPARy em ratos suplementados com 6leo de peixe
(1 g/Kg por 15 dias) (BARBOSA et al., 2016).

E sabido que a suplementacdo com 6leo de peixe pode aumentar
0 prejuizo lipoxidativo devido & alta quantidade de &cidos graxos
insaturados incorporados na membrana (VIGERUST et al., 2012). Os
AGPI sdo mais suscetiveis ao ataque por radicais livres do que os AGS,
potencializando a peroxidacdo lipidica (PAMPLONA, 2008). No
entanto, alguns trabalhos sugerem que os n-3 podem reduzir o estresse
oxidativo, especialmente por aumentar as defesas antioxidantes (ASSIS
et al., 2012; VALENZUELA et al., 2012). Valenzuela e colaboradores
(2012) demonstraram que a suplementacdo com n-3 na racdo de
camundongos obesos promoveu reducdo do conteddo de gordura
hepatica com concomitante aumento da resposta antioxidante. Esses
resultados sdo corroborados por Hirotani et al. (2015), a partir da
suplementacdo com EPA (1 g/Kg por 6 semanas) em camundongos
obesos. De fato, a suplementacdo com 6leo de peixe no grupo controle
(Op) foi capaz de aumentar a atividade da SOD sem alterar o contetido
de hidroperdxidos lipidicos, promovendo a manutencdo desses
marcadores de estresse oxidativo. Em um contexto de aumento da
sobrecarga de lipidios hepéatica promovida pela combinacdo FruPred
aliada ao aumento de AGPI (FruPredOp), houve incremento na
peroxidacdo lipidica e paralela reducdo na atividade antioxidante da
SOD. Nesse caso, a sinergia de ambos os tratamentos resultou na
redugdo da SOD, que ndo foi capaz de compensar 0 aumento do estresse
oxidativo. Em modelos de obesidade induzido por dieta rica em gordura
tem sido observado reducdo na atividade da SOD e da glutationa
(HIROTANI et al., 2015) assim como em modelos de esteatose hepatica
(TAKAKI; KAWAL YAMAMOTO, 2013), revelando que frente a dado
insulto os mecanismos de defesa antioxidantes ndo conseguem
compensar 0 aumento das ROS e sdo infra-regulados. Em nosso modelo,
a suplementacdo com 6leo de peixe enriquecido em n-3 ndo é o principal
responsavel pelo aumento do estresse oxidativo, mas sim pela maior
suscetibilidade em um contexto onde ja se tem aumento de substratos
para peroxidag&o de lipidios.
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A suplementagdo dos animais FruPred com 6leo de peixe também
promoveu reducdo no contetdo de glicogénio hepatico, contrapondo os
efeitos da frutose. Hein e colaboradores (2012) demonstram que o
mecanismo de restauragdo do conteldo de glicogénio hepatico mediado
por n-3 se deve a normalizacdo da atividade da glicogénio sintase (GS).
Apo6s 6 meses da ingestdo de uma dieta em rica sacarose 0S animais
apresentaram aumento no conteldo de glicogénio hepéatico e da
atividade da GS e da glicose-6-fosfatase. A partir da ingestdo de n-3 na
dieta por duas semanas foi possivel observar a restauracdo de todos
esses pardmetros alterados (HEIN; CHICCO; LOMBARDO 2012;
BIZEAU; PAGLIASSOTTI 2005).

O efeito dos n-3 sobre a sensibilidade a insulina tem sido
previamente demonstrado, no entanto esse efeito parece ser dependente
do contexto experimental, da quantidade de n-3 e do tempo de
administragdo. Quando o 6leo de peixe é substituido por um terco da
fracdo de lipidios da dieta, a Rl parece ser prevenida em modelos
experimentais com dieta rica em gordura (STORLIEN et al.,1987;
1991). Em contextos onde a RI ja esta instalada o efeito dos n-3 parece
ser menos robusto ou ausente, de acordo com o tempo de suplementacéo
(1 g/Kg por 15 dias ou 10% da dieta com EPA por 9 semanas)
(GILLAM et al., 2009; BARBOSA et al., 2016; CORPOREAU et al.,
2016). Em nosso modelo experimental, a Rl observada no grupo
FruPred ndo foi alterada por efeito do 6leo de peixe, assim como o
contetdo proteico da AKT em figado e tecido adiposo. Esses dados
indicam que a suplementacdo com 6leo de peixe utilizada em nosso
modelo nédo foi suficiente para promover a melhora da sensibilidade a
insulina, que pode ser devido a dose, tempo de administragdo ou
contexto experimental.

As acdes anti-inflamatérias do EPA e DHA tém sido bem
documentadas na literatura. Essas acdes podem ser mediadas através do
PPARY, do receptor acoplado a proteina G (GPR120) e da atenuagdo do
conteldo do receptor TLR2-6, ambas as vias promovem inibicdo do
NF«B e da JINK (KALUPAHANA et al., 2011; CALDER, 2015). Em
camundongos obesos a suplementacdo com 6leo de peixe (4, 8 ou 16
mg/Kg por 4 semanas) promoveu redugdo da expressdo do NFkBp65 e
do TLR4 em tecido adiposo e das citocinas TNFa, IL1-f e IL-2
(BASHIR et al., 2016). Esses resultados séo corroborados por uma série
de estudos in vitro com adipécitos (CALDER, 2009; 2015). Embora a
suplementacdo com n-3 pareca ter agfes anti-inflamatorias, néo
pudemos avalia-las uma vez que ndo houve qualquer alteracdo aparente
sobre 0s alvos pré-inflamatérios analisados no nosso modelo
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experimental FruPred. Vale ressaltar, que os efeitos dos n-3 destacados
na literatura parecem ser atenuadores sobre o perfil inflamat6rio em um
contexto onde a inflamacdo de baixo grau ja é consolidada (p.e.
obesidade, artrite) ou induzida (p.e. LPS).

Mddulo 111, Acompanhamento dos parémetros apés a interrupcéo dos
tratamentos

A interrupcdo dos tratamentos do modelo experimental
envolvem: 1) recuperacdo do ganho de peso corpéreo, 2) reducdo da
massa de tecido adiposo marrom, 3) normalizacdo das concentragdes de
triacilglicerol plasmético, 4) normalizacdo do conteddo de gordura
hepaética, 5) normalizacdo da hiperurecemia, 6) reducdo de marcadores
de estresse oxidativo hepéticos, 7) reducéo da insulinemia e melhora na
sensibilidade periférica & insulina com 8) normalizagdo do contetdo
proteico da AKT (figado) e da AMPK (tecido adiposo). Além desses
dados, novas caracteristicas moleculares foram encontradas, tais como o
aumento na fosforilagdo da AKT e no contelldo do GR em tecido
adiposo e do NFkBp65 em hipotalamo.

A constatacdo de que a administracdo combinada de frutose e
prednisolona impactam sobre o ganho de peso corpdreo é plausivel, uma
vez que a retirada desses insultos promoveu a recuperagdo imediata do
ganho de peso nos animais do grupo Rev. Esse parametro foi
acompanhado da reversdo entre o consumo de racao e de agua potavel e
do mesmo balango calérico inicial. No entanto, 90 dias ap6s a
interrupcdo dos tratamentos houve reducdo no balango calérico total.
Considerando o desenvolvimento e avango na idade desses animais essa
pode ser uma caracteristica inerente ao metabolismo. Thomas e
colaboradores (2002) observaram gue com a senescéncia ocorre reducéo
no consumo energético e aumento na suscetibilidade ao ganho de peso,
especialmente por aumento nos depdsitos de gordura em roedores. De
fato, o grupo Rev manteve o0 aumento da gordura abdominal total
mesmo apo6s a retirada dos tratamentos e normalizacdo do contelido
proteico da AMPK, o que pode ser um efeito da idade. O incremento no
conteudo relativo de tecido adiposo marrom do grupo FruPred, foi
normalizado nos ratos Rev. Como esse depdsito de gordura parece ndo
ser influenciado pela idade (THOMAS et al., 2002), esse resultado
indica a adaptacdo do organismo frente aos insultos e que a redugdo
nesse tecido pode contribuir, pelo menos parcialmente, para o ganho de
peso.
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A normalizacdo das concentragdes plasmaticas de triacilglicerol,
acido arico e do contetido de gordura hepética foi observada nos animais
do grupo Rev. Esses dados confirmam a inter-relagéo entre esses fatores,
promovidos pela combinagéo FruPred, que contribuem para a deposigdo
de gordura hepética. Além disso, a associacdo entre a reducdo do
contetido da AMPK hepética com a deposicédo de gordura parece ndo ser
decisiva nesse contexto, uma vez que mesmo apo6s a reversdo desses
pardmetros metabdlicos o conteddo proteico da AMPK hepaética
continua similar ao do grupo FruPred. Ainda, a associacdo da
sobrecarga hepéatica de lipidios com o aumento da formacdo de
hidroperoxidos lipidicos parece ser verdadeira, pois a partir da
normalizacdo do perfil lipidico no grupo Rev houve paralela redugdo
desses marcadores de estresse oxidativo e aumento da atividade
antioxidante da SOD, embora a catalase ainda tenha permanecido
reduzida. O contetdo de glicogénio hepatico que se mostrou elevado no
grupo FruPred também encontrou-se elevado no grupo Rev. No entanto,
apesar da maioria das caracteristicas hepaticas serem transientes, ndo
podemos descartar o fato de que esses resultados sdo em relacdo aos
animais FruPred (4 meses de idade) e ndo houve um grupo controle
paralelo ao grupo Rev (7 meses de idade), para a interpretacdo do efeito
aditivo da idade.

Modelos experimentais de SM sdo constantemente explorados na
literatura, assim como estratégias de intervencdo na tentativa de atenuar
ou reverter os efeitos adversos, porém sdo escassas as abordagens que
verificam se o modelo é transiente ou permanente. Rafacho e
colaboradores (2010) observaram que as alteracBes funcionais e
morfoldgicas das ilhotas pancreéticas induzidas pelo tratamento com
DEX (1 mg/Kg por 5 dias) foram normalizadas ap6s 10 dias do término
do tratamento. Posteriormente, esses resultados de reversibilidade da
hiperinsulinemia e hiperglicemia e paralela normalizacdo da fosforilagédo
da AKT foram corroborados por Fransson e colaborados (2013), em um
modelo de SM induzida por corticosterona na agua de beber em
camundongos. Em nosso modelo, o tratamento crdnico com frutose e
prednisolona promoveu reducdo na sensibilidade & insulina com a
resposta hiperinsulinémica compensatéria. Ap6s a interrupcdo dos
tratamentos, em especial do efeito do GC sobre a sensibilidade
periférica, a demanda pela insulina provavelmente diminuiu e entdo a
compensacgao pancreatica (a julgar pela insulinemia reduzida no grupo
Rev) foi devidamente reajustada, adaptando-se a nova demanda
metabdlica. Além disso, o contetido proteico da AKT total em figado foi
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reestabelecido (houve reducdo no grupo FruPred), o que poderia
contribuir para a melhora da sensibilidade a insulina.

Contudo, novas caracteristicas foram encontradas no grupo Rev,
como o aumento do contetido proteicos da AKT fosforilada em treonina
308 e do contetdo do GR em tecido adiposo e do NFkBp65 em
hipotdlamo. A AKT é uma cinase chave na via de sinalizacdo da
insulina, sendo fosforilada em residuos de treonina 308 pela PDK1. Para
a completa ativacdo, a AKT também precisa ser fosforilada em residuos
serina 473 e entdo, promove a regulacdo downstream da via de
sinalizacdo da insulina (MANNING; CANTLEY 2007). A reducdo na
sensibilidade a insulina dos animais FruPred ndo foi acompanhada por
alteragdes na fosforilagdo da AKT, no entanto nos animais Rev o
contetido proteico dessa cinase foi aumentada. Isso nos levou a pensar
em duas possibilidades: i) o conteldo de AKT fosforilada em animais
mais velhos pode ser maior do que em animais mais jovens, uma vez
gue ndo mantivemos um grupo controle para a idade ou ii) esse pode ser
um efeito compensatério tardio, o que permitira uma maior
sensibilidade aos efeitos da insulina. Embora ndo tenhamos realizado o
ITT nesses animais, a interpretacdo do calculo HOMA-IR demonstrou a
melhora deste parametro. Vale lembrar que a ativacdo da AKT em
tecido adiposo ndo esta envolvida apenas com respostas metabolicas,
mas também com proliferacéo e sobrevida, entdo ndo podemos descartar
a hipétese da infra-regulacdo de outras vias (MANNING; CANTLEY
2007). De forma semelhante, houve aumento no contetdo proteico do
GR, o que poderia indicar uma suprarregulacdo compensatoria tardia
apos a interrupcao do tratamento cronico. O NFkB, como discutido nas
secOes anteriores, estd envolvido com a transcricdo de citocinas pro-
inflamatdrias, exacerbadas no contexto obesogénico. A quantificagdo
das proteinas envolvidas com vias pro-inflamatérias ndo revelou
qualquer alteracio em ambos 0s grupos imediatamente ap6s o
tratamento, mas 90 dias ap6s o término do tratamento houve aumento
dessa proteina, 0 que poderia mais uma vez indicar uma resposta tardia
ao contexto de SM. Como os animais ndo apresentaram qualquer efeito
adverso tardio e como ndo quantificamos 0s niveis de citocinas nesses
animais, ndo podemos afirmar que essa alteragdo teve qualquer impacto
negativo.

Em suma, a ingestdo concomitante de frutose e prednisolona por
90 dias consecutivos promoveu um fenétipo com caracteristicas de SM,
a julgar pelo aumento na adiposidade abdominal, pela
hipertriacilgliceridemia, reducdo na sensibilidade a insulina, deposicéo
de gordura hepética, hiperurecemia e aumento de marcadores de estresse
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oxidativo. Tais alteragbes, contudo, ndo resultaram em prejuizo na
glicemia e tolerancia a glicose indicando preservacdo das funcGes
pancredticas neste contexto. No mesmo sentido, este conjunto de
alteragdes que tornam o modelo com caracteristicas de SM nao esteve
associado a suprarregulacdo de proteinas envolvidas na sinaliza¢do proé-
inflamatdria em tecido adiposo, figado e hipotalamo. A suplementacdo
tardia com o dleo de peixe enriquecido em n-3 foi capaz de atenuar
especialmente as alteracBGes observadas no triacilglicerol circulante. Ja a
interrupcédo da ingestdo de frutose e prednisolona se mostrou muito mais
eficiente no reestabelecimento da maioria das alteracdes metabolicas e
moleculares observadas por acdo da frutose e prednisolona.

9. CONCLUSAO

Concluimos que a combinacdo da ingestdo de frutose e de
prednisolona compromete o crescimento corpéreo e induz um quadro
caracteristico de SM, enquanto a suplementacdo com OP parece atenuar
algumas alteraces relacionadas ao metabolismo lipidico. Também
concluimos que as alteracGes metabélicas causadas pela combinagdo dos
insultos sdo transitdrias e normalizadas em sua maioria apés a
interrupcdo dos tratamentos. Esses achados alertam para os riscos da
associacdo de uma terapia baseada em GC e o consumo regular de
bebidas adogadas e acrescentam informagdes alentadoras acerca da
plasticidade do organismo e dos beneficios da interrupcdo dos fatores
causais dos efeitos adversos.

10. PERSPECTIVAS

Para pesquisas futuras, restam algumas perguntas que esse
trabalho ndo foi capaz de responder: i) quais as proteinas envolvidas
com o prejuizo na sinalizacdo da insulina em figado, musculo e tecido
adiposo? ii) qual o efeito da combinagdo FruPred em fémeas? Sera que
os efeitos adversos encontrados em machos podem ser generalizados?
iii) qual o impacto de iniciar a suplementacdo com 6leo de peixe no
inicio do protocolo experimental? Sera que seria capaz de prevenir a RI?
iv) qual o impacto da idade nas novas caracteristicas encontradas no
grupo Rev? Sdo por efeito da senescéncia ou de uma resposta
compensatoria tardia? v) qual o efeito da substituicdo da prednisolona
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por dexametasona? Serd que a administracdo de um GC sintético mais
potente seria capaz de promover hiperglicemia.
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