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RESUMO

O processo de interesterificacdo consiste em uma opgao tecnoldgica para a
modificacao da consisténcia de 6leos e gorduras sem a formacao de isbmeros trans.
A industria de alimentos tem utilizado as gorduras interesterificadas como alternativa
para a substituicdo das gorduras vegetais parcialmente hidrogenadas (trans), porém
0 papel deste tipo de gordura no metabolismo ainda é controverso. Este trabalho
teve como objetivo avaliar parametros metabdlicos e a homeostasia de glicose em
camundongos alimentados com dieta normocalérica e normolipidica ou hipercal6rica
e hiperlipidica enriquecida com gordura interesterificada de palma. Camundongos
Swiss com 6 semanas de vida foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos
experimentais: grupo normolipidico 6leo de palma (OP), com 10% de lipidios
provenientes do 6leo de palma ndo modificado, grupo normolipidico éleo de palma
interesterificado (OPIl), com 10% de lipidios provenientes do 6leo de palma
interesterificado, grupo hiperlipidico (HLOP), com 60% de lipidios provenientes do
oleo de palma nativo e grupo hiperlipidico interesrificado (HLOPI), com 60% de
lipidios provenientes do 6leo de palma interesterificado, os quais receberam a dieta
experimental por um periodo de 8 semanas. O 6leo de palma nao modificado e 6leo
de palma interesterificado quimicamente tiveram suas composicoes em acidos
graxos, TAG e distribuicdo regioespecifica analisadas. O grupo OPI apresentou
intolerancia a glicose durante o ipGTT e maior area sob a curva de glicose durante o
ipITT, maior ganho de peso e glicemia em jejum elevada quando comparado ao seu
controle OP ao final do periodo experimental. Foi obsevado aumento do conteldo
proteico de PEPCK e elevada expressao génica de IL-1B e IL-6 no tecido hepatico
do grupo OPI, quando comparado ao grupo OP. Os grupos hiperlipidicos HLOP e
HLOPI nao apresentaram diferengas entre si. Quase todos as alteragdo observadas
no grupo OPl ndo apresentou diferenca estatistica com relacdo aos grupos
hiperlipidicos (HLOP e HLOPI). Este estudo mostra que o consumo da gordura
interesterificada na dieta normocalérica e normolipidica teve repercussdes negativas
tanto em parametros metabdlicos, quanto na homeostasia de glicose, além de
promover o aumento de marcadores inflamatérios no tecido hepatico quando

comparada a gordura ndo modificada.



ABSTRACT

Interesterification process provides an important alternative to modify the consistency
of oils and fats without generating trans isomers. Interesterified fats have been used
as an alternative to substitute partially hydrogenated fat (mainly source of trans fatty
acids) in the food industry, the role of this fat in metabolism remains an uncertain
controversy. The aim of this work was to evaluate metabolic parameters and glucose
homeostasis in mice fed with normocaloric and normolipidic diet or hypercaloric and
high-fat diet enriched with interesterified palm oil. Six-week-old male Swiss mice
were randomly divided into four experimental groups submitted to either normolipidic
palm oil diet (OP), with 10% of lipids from unmodified palm oil, normolipidic
interesterified palm oil diet (OPI), with 10% of lipids from interesterified palm oil, high
fat diet, with 60% of lipids from unmodified palm oil (HLOP) or high fat diet with 60%
of interesterified palm oil (HLOPI) during 8 weeks. The groups received water and
food ad libitum. The fatty acids composition, triacylglycerol composition and
regioespecific distribution of dietary lipids source were analyzed. The weight gain
was measured weekly, glucose tolerance test (ipGTT) and insulin tolerance test
(ipITT) were performed after 7 weeks of diet, fasting glucose was measured and
hepatic gluconeogenic enzymes and cytokines were evaluated. The OPI group
showed higher weight gain, increased fasting glucose and impaired glucose
tolerance was observed during the ipGTT and higher area under the glucose curve
during the ipITT compared to OP group. We also observed higher protein content of
PEPCK and increased cytokine expression in liver of OPl compared to OP group.
The HLOP and HLOPI did not show any differences. The results showed that OPI
group presented similar results when compared to both high-fat diet groups. These
results indicate that substitution of palm oil for interesterified palm oil on normocaloric
and normolipidic diet could modulate negatively metabolic parameters and glucose
homeostasis, futhermore the interesterified fat upregulated cytokine gene expression

in the liver.
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1. INTRODUCAO

A obesidade € caracterizada pelo aumento da deposigcdo do tecido
adiposo, em particular, o tecido adiposo visceral que pode trazer prejuizos para a
saude (WHO, 2016) e esta acompanhada do desenvolvimento doencas associadas,
como a resisténcia a insulina (RI), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemias,
hipertensao arterial sistémica (HAS), doenga hepatica gordurosa nao alcodlica
(DHGNA), diversos tipos de céanceres, entre outras (ALBERTI et al., 2009; FAN; KIM;
WONG, 2017). O aumento da prevaléncia da obesidade e, consequentemente das
suas comorbidades, estdo entre as maiores causas de morte, e € por essa razao
que ela tem sido considerada como um dos mais importantes problemas de saude
publica no mundo (AHIMA, 2011; POPKIN; ADAIR; NG, 2012; WHO,2016).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a prevaléncia de
obesidade no mundo mais do que duplicou desde 1980 e, dados recentes apontam
que mais de 1,9 bilhdo de adultos (39% da populacdo mundial) estao acima do peso,
dentre estes, mais de 600 milhdes estdo classificados como obesos (13% da
populacdo mundial) (WHO, 2016). No Brasil, dados obtidos pelo Ministério da Saude
em 2015 através do VIGITEL (Vigilancia de Fatores de Risco e Protegdo para
Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico), mostram que individuos com sobrepeso
vem aumentando de 43% para 52,50%, ao longo de um periodo de 9 anos
(BRASIL, 2015).

De etiologia multifatorial e complexa, a obesidade é considerada uma
doenca, e esté relacionada com a interacdo de determinantes genéticos ainda pouco
conhecidos, metabdlicos, ambientais, psicossociais, comportamentais e culturais
(KOPELMAN, 2000). Dentre os fatores responsaveis pelo desenvolvimento da
obesidade, a drastica diminuicdo da atividade fisica e mudanca dos padrdes
alimentares resultam em um desequilibrio energético, desempenham um papel
relevante na patogénese e na manutencao da caracteristica epidémica desta doenca
(AHIMA, 2011; FAN; KIM; WONG, 2017; KOPELMAN, 2000; POPKIN; ADAIR; NG,
2012; VELLOSO, 2006).

A obesidade altera fungcdes metabdlicas e enddcrinas no tecido adiposo,

promovendo maior sintese e liberacdo de acidos graxos, hormdnios e moléculas pro-
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inflamatérias que contribuem para a manutencao do estado de inflamacao crénica e
de baixo grau (WEISBERG et al., 2003). Em individuos obesos e em modelos
experimentais de obesidade é observada a hipertrofia de adipdcitos, que resulta em
areas hipoperfundidas do tecido adiposo, criando ambientes de microhipoxia
(SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008). A hip6xia acarreta na ativacdo das vias da
JNK e a IKK/NF-kB e, consequentemente, aumento da expressdo de genes
relacionados com a inflamagéo, entre eles quimiocinas como, por exemplo, MCP-1
(Proteinas quimio-atrativas de monécitos 1) (WANG; WOOD; TRAYHURN, 2007; YE
et al., 2007). A sintese e subsequente liberacdo destas quimiocinas promovem o
recrutamento e aumento no niumero de mondcitos para o tecido adiposo, sendo
estes os principais responsaveis pela producéo de TNFa, IL-6 e INOS (WEISBERG
et al., 2003).

No tecido adiposo a Rl é responsavel pela falha na captacdo de glicose
via GLUT-4, aumento da lipdlise e diminuicdo da sintese de adiponectina (LUCA;
OLEFSKY, 2008; SCHINNER et al., 2005). O aumento da expressdo e a
desregulada secrecdo de citocinas provenientes do tecido adiposo pode causar
anormalidades no metabolismo de lipidios resultantes da interacdo entre o estado
inflamatorio e o desenvolvimento de RlI, levando ao aumento da lipdlise e diminuigéo
da lipogénese, contribuindo para o desenvolvimento da lipotoxicidade, que consiste
no aumento de acidos graxos circulantes e/ou o acumulo de lipidios no musculo e
figado, contribuindo para o desenvolvimento de Rl nesses tecidos (HOTAMISLIGIL;
SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993; HOTAMISLIGIL et al., 1995; TATEYA; KIM;
TAMORI, 2013).

Portanto, pode se dizer que a Rl na obesidade é uma consequéncia
decorrente da exposi¢cdao a uma sobrecarga de nutrientes em longo prazo, e diversos
e complexos mecanismos podem levar a sua manifestacdo como: a lipotoxicidade
dado pelo maior fluxo de acidos graxos (tanto provenientes da alimentacao quanto
da sintese endbégena e da lipdlise do tecido adiposo), excesso de nutrientes e
microhip6xia, estresse de reticulo endoplasmatico, secre¢cdo de citocinas e
inflamacao crénica no tecido adiposo (SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008).

Dentre as comorbidades causadas por anormalidades metabdlicas

decorrentes da obesidade e a RI, esta a doenca hepatica gordurosa nao alcodlica
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(DHGNA) (LAU; ZHANG; YU, 2017; RECCIA et al., 2017), que tem como definicao
diversas desordens caracterizadas pela esteatose hepatica em individuos que nao
fazem o uso do alcool ou na auséncia de infeccdes (SANYAL, 2002). Reconhecida
como a doenga hepatica mais comum, acometendo cerca de 30% da populagédo, a
DHGNA ¢é considerada a manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica
(MARCHESINI et al., 2003; PETTA; MURATORE; CRAXI, 2009; YOUNOSSI et al.,
2016). Estudos demonstram uma forte associacao entre a DHGNA, Rl e o DM2,
sendo que mais de 90% dos pacientes obesos com DM2 apresentam a DHGNA
(TOLMAN et al., 2007; PETERSEN et al., 2006).

A composicdo e localizagcado corporal de tecido adiposo possuem um
papel importante no conteddo hepético de gordura, sendo que ndo somente obesos
possuem esta condicdo (SEPPALA-LINDROOS et al., 2002). O acimulo de gordura
no tecido hepatico € independente da composicdo corporal sendo também
associada a hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, baixos niveis de colesterol de alta
densidade (HDL-c) e aumento da pressao arterial sistémica (SEPPALA-LINDROOS
et al.,, 2002). Além disso, hd uma associacdo entre a supressdao da producao
enddgena de glicose e a quantidade de gordura hepatica, mostrando que ha uma
estreita relacdo entre o percentual do depdsito de gordura hepatica e a sensibilidade
do figado a insulina (RYYSY et al., 2000).

O figado é principal 6rgao responsavel pelo metabolismo energético e
pela manutencdo da homeostasia da glicose, e suas fungdes metabdlicas séo
finamente controladas e orquestradas pela insulina e por outros hormdnios. A
presenga de nutrientes, hormonios e sinais provenientes do sistema nervoso central
sao os principais responsaveis pela regulagdo do metabolismo de glicose, lipidios e
aminoacidos no tecido hepatico. Ap6s curtos periodos em jejum, a producdo e
liberacao de glicose pelo figado acontece por meio da glicogendlise e a reducao do
estoque hepatico de glicogénio leva a ativagdo da gliconeogénese, via pela qual a
glicose é produzida por meio da utilizagao substratos nao-carboidratos, como o
lactato, piruvato, glicerol e alguns aminoacidos como precursores (RUI, 2014).

A gliconeogénese hepatica é a principal responsavel pela manutencao da
euglicemia durante os periodos de jejum prolongado, sendo regulada pela
disponibilidade dos substratos, ativacdo das enzimas-chave como a
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fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e a glicose-6-fosfatase (G6Pase), e
fatores de transcricdo, como FOXO1, responsaveis pela expressao destas enzimas
(RUIL, 2014).

A sinalizagao da insulina no tecido hepatico € um importante supressor da
gliconeogénese, sendo essencial para regulagdo da homeostasia e manutencao das
funcgdes fisioldgicas desempenhadas pelo érgao (MICHAEL et al., 2000; RUI, 2014).
Como representado na figura 1, a insulina se liga ao seu receptor IR, com atividade
quinase intrinseca, que se autofosforila e fosforila em residuos de tirosina os
substratos citoplasmaticos deste receptor (IRS 1/2), promovendo a ativagcao da PI3-
K, que é posicionada para fosforilar fosfoinositideos da membrana plasmatica (PIP2
- PIP3), segundos mensageiros que ativam PDK que medeia a fosforilacdo de AKT.
pPAKT fosforila e inibe a atividade constitutiva de GSK-3, resultando em aumento da
sintese de glicogénio. pAKT fosforila e inibe a transcricAo génica mediada por
FOXO, entre eles, as enzimas-chave da gliconeogénese hepatica (PEPCK e
G6Pase). Assim, o adequado controle da via gliconeogénica hepatica desempenha
um papel fundamental para a manutencdo da homeostasia de glicose (RUI, 2014).
Em camundongos, a delecdo especifica para receptores de insulina (IR) em
hepatécitos promoveu aumento da gliconeogénese hepética, resultando
hiperglicemia e intolerancia a glicose (MICHAEL et al.,, 2000), mostrando o

importante papel supressor da gliconeogénese desempenhado pela insulina.
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Figura 1. Sinalizacao da insulina em hepatocito promovendo a sintese de
glicogénio (glicogénese) e inibicao da gliconeogénese. O controle da via
gliconeogénica hepatica desempenha um papel fundamental para a manutencéo da
homeostasia de glicose. Em condic¢des fisiologicas a supressdo da producdo de
glicose hepética via glioconeogénese se da pela acdo do horménio insulina, que é
sintetizado e liberado pelas células beta pancreaticas em resposta a presenca de
nutrientes. (1) A insulina se liga ao seu receptor IR, com atividade quinase
intrinseca, que se (2) autofosforila e (3) fosforila em tirosina substratos
citoplasmaticos deste receptor (IRS 1/2), criando sitios de encaixe para PI3-K.
(4) PI3-K é posicionado para fosforilar fosfoinositideos da membrana plasmatica
PIP2 que é convertido em PIP3, um segundo mensageiro que ativa PDK e recruta
AKT para a membrana celular. (6) PDK medeia a fosforilacdo de AKT — a AKT
possui diversos alvos downstream, entre eles GSK-3 e o fator de transcricdo FOXO.
(6) pAKT fosforila e inibe a atividade constitutiva de GSK-3, resultando em aumento
da sintese de glicogénio. (7) pAKT fosforila e inibe a transcricdo génica mediada por
FOXO, entre eles, as enzimas-chave da gliconeogénese hepatica (PEPCK e
G6Pase). (= ATIVA; — INIBE) (Adaptado de RUI, 2014).
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A ativagdo e sinalizacdo de vias inflamatérias é um dos principais
mecanismos que promove o0 quadro de RI, comumente observado em obesos,
resultando em diferentes repercussées em diversos tecidos. FEINSTEIN e
colaboradores (1993) demonstraram que na presenga da citocina pro-inflamatoria
TNF-a foi observada menor fosforilagdo em residuos de tirosina em IR e em IRS-1,
resultando em menor propagacao do sinal da insulina. No contexto de obesidade e
DM2, o TNF-a € um importante mediador da RI, principalmente pela ativagdo de
proteinas (JNK e IKK) da via da sinalizagdo de TNF-a que agem diretamente sobre
substratos do receptor de insulina 1 (IRS-1) propiciando sua fosforilagcdo em
residuos de serina e consequente diminuicAo da fosforilacdo em residuos de
tirosina, o que resulta em uma atenuacdo da propagacdo de sinal da insulina
(HOTAMISLIGIL et al., 1996).

A ingestdo em curto prazo de dietas hiperlipidicas (3 dias) resulta em
acumulo de gordura hepatica e modelos animais de DHGNA podem ser obtidos para
o estudo de mecanismos de Rl no figado (PERRY et al., 2014). Neste modelo é
observada maior ativacdo de proteinas como JNK, IKK e PKCs que sao serinas
quinases, que contribuem para Rl levando a maior producdo enddgena de glicose
via gliconeogénese ao mesmo tempo em que limita a ativagdo da glicogénio sintase
(SAMUEL et al., 2004).

A inabilidade da insulina em propagar o sinal se da, principalmente, pela
ativagao de serinas quinases (JNK e IKK) por vias inflamatérias e pelo excesso de
metabdlitos de gordura, como diacilglicerois (DAGs) no tecido hepatico (PKC, uma
serina quinase), estas sao responsaveis pela inibicdo da progressédo da sinalizacédo
deste hormonio (figura 2) (CAl et al., 2005; PERRY et al., 2014). No figado ocorre a
diminuicdo da glicogénese e aumento da glicogendlise, lipdlise e gliconeogénese
(figura 2) (GROSS; WAN; BIRNBAUM, 2009; HALL et al., 2000; JOHNSON;
OLEFSKY, 2013).

No SNC, especificamente no hipotdlamo, a Rl pode comprometer a
regulacdo da ingestdo alimentar e levar a efeitos negativos sobre o controle
periférico do metabolismo lipidico e glicidico (GROSS; WAN; BIRNBAUM, 2009;
KONNER; BRUNING, 2012).
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Figura 2. Resisténcia a sinalizacao da insulina mediada por citocinas e acidos
graxos saturados livres em hepatdcito. A Rl pode ser mediada pelo aumento de
citocinas pré-inflamatérias e/ou acidos graxos livres circulantes que promovem a
ativacdo de vias inflamatérias estimulando a ativagdo das serinas quinases JNK e
IKK, que levam ao aumento da fosforilacdo em residuos de serina, o que leva
reducdo da propagacao do sinal da insulina por IR e IRS1/2. Outro mecanismo
responsavel pela atenuacao do sinal da insulina € o aumento de DAG (resultado da
degradacao de TAG), que ativa PKC, serinas quinases que atuam de forma
semelhante a JNK e IKK. O prejuizo da acdao da insulina resulta em menor
fosforilacdo e ativagdo de AKT, reduzindo a supressao da gliconeogénese hepatica
por manter FOXO1 no ndcleo e aumentando a expressao de genes relacionados a
expressao de PEPCK, G6Pase e PC (enzimas-chave da gliconeogénese hepatica).
(= ATIVA; —1INIBE). (Adaptado de GLASS; OLEFSKY, 2012; PERRY et al., 2014).
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Dentre os fatores ambientais que estdo relacionados ao aumento da
prevaléncia da obesidade, o consumo excessivo de calorias e consequente
desequilibrio do consumo de macronutrientes, como dietas hiperlipidicas, séo
capazes de favorecer o ganho de peso (AHIMA, 2011; KOPELMAN, 2000; POPKIN;
ADAIR; NG, 2012). O padrao alimentar atual da populagdo é marcado pela grande
ingestdo de alimentos processados e ultraprocessados, altamente palataveis, com
elevada densidade calédrica, ricos em agucar e gorduras, como a gordura trans,
Oleos e gorduras interesterificadas e gorduras vegetais. Por essa razao os efeitos
dos diferentes tipos de 6leos e gorduras na nutricido e saude humana tém sido
intensamente discutidos e estudados nas Ultimas décadas. Interessantemente,
estudos demonstram que ndo apenas a quantidade, mas também a qualidade de
gordura ingerida merece atencao (WANG et al., 2016).

Dois grandes estudos de coorte prospectivos demonstraram a associagao
entre a mortalidade total e causa-especifica de morte pela ingestdo de gorduras
saturadas e trans, e concluiram que reducdo do consumo de gordura saturada e
aumento da ingestao de gorduras insaturadas foi capaz de reduzir a mortalidade em
27%, mostrando as diferentes repercussdes da ingestdo dos diferentes tipos de
gorduras alimentares na saude e indicando a importancia da reducdo do consumo
de &cidos graxos saturados e trans e a substituicdo por gorduras insaturadas
(WANG et al., 2016).

Os acidos graxos insaturados podem apresentar dois tipos de
configuracdes da insaturacao: a cis, onde a cadeia de carbonos se dobra préximo
uma a outra, e a frans, que se apresenta de forma linear, similar aos acidos graxos
saturados (SEMMA, 2002). Os acidos graxos trans sao artificialmente produzidos a
partir da hidrogenacao parcial catalitica de éleos vegetais, gerando principalmente o
acido graxo elaidico (trans-9 18:2) ou naturalmente pelo processo de
biohidrogenacao realizada por animais ruminantes, levando a formagédo de CLA (“9-
cis,11-trans-octadecadienoic acid”) (BROUWER; WANDERS; KATAN, 2010). O
processo de hidrogenacdo parcial dos acidos graxos insaturados é utilizado de
forma abrangente na industria alimenticia e € o principal responsavel pela geragao
das gorduras trans consumidas (MOZAFFARIAN; ARO; WILLETT, 2009; RIBEIRO et
al., 2007).
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O processo de hidrogenacao promove a eliminacao de duplas ligacoes
através da adicdo de atomos de hidrogénio em cadeias insaturadas de acidos
graxos, quando a reacdo de hidrogenacdo é feita parcialmente, devido ao
mecanismo da reacdo, ocorre eliminacdo de algumas duplas ligacbes e uma
proporcéo significativa de duplas ligacées cis é convertida em seus respectivos
isdbmeros trans promovendo maior estabilidade oxidativa para o produto final
(ASCHERIO; WILLETT, 1997; HISSANGA; PROENCA; BLOCK, 2012; SEMMA,
2002).

Estudos experimentais, clinicos e epidemiolégicos demonstraram
evidéncias sobre os efeitos deletérios, tanto no estado nutricional, quanto no
desenvolvimento de DCVs e doencas cronicas degenerativas do consumo da
gordura trans (ASCHERIO; WILLETT, 1997; HU et al., 1997; MENSINK, RONALD P,
KATAN, 1990; MOZAFFARIAN; ARO; WILLETT, 2009; OOMEN et al., 2001). Diante
dessas evidéncias, politicas publicas foram criadas recomendando a redugédo do
consumo de acidos graxos trans (AG TRANS), além de se tornar obrigatério a
apresentacao destes na rotulagem de produtos alimentares (WHO, 2004).

No Brasil, através da resolucdo RDC n° 360 de dezembro de 2003, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determinou que os alimentos
considerados “zero trans” devem conter uma quantidade menor ou igual a 0,209 por
porcéo do alimento. Em novembro de 2012, a RDC n° 54 entrou em vigéncia e o
limite para ser considerado “zero trans” é de 0,10g por por¢do ou a cada 100g ou

100mL em preparagoes.

Dentro desta nova realidade e para se adequar as legislagdes vigentes no
pais, a industria de alimentos tem desenvolvido diversos processos tecnoldgicos
com intuito de reduzir e até mesmo eliminar os AG TRANS dos produtos
alimenticios, dentre eles, o uso de gorduras vegetais, como a gordura de palma e as
gorduras modificadas pelo processo de interesterificagdo vem ganhando destaque e
o seu uso tem aumentado (RIBEIRO et al., 2007; SILVA; GIOIELLI, 2006).

Os Oleos e gorduras sdao compostos predominantemente por
triacilglicerdis. Os triacilglicerois (TAG) sao estruturas compostas por trés acidos
graxos esterificados aos carbonos hidroxilas de uma molécula de glicerol, sendo que
este pode ser formado a partir de trés acidos graxos iguais ou a partir de uma
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mistura de diferentes acidos graxos (BERRY, 2009). A maior parte dos TAG de
ocorréncia natural € misto contendo, portanto, dois ou trés acidos graxos diferentes.
Os acidos graxos que compdem os TAG sao esterificados em trés diferentes
posicdes do glicerol, como representado na figura 3, estas regides s&o descritas por
um sistema de numeragdo esteroespecifica (sn): sn-1, sn-2 e sn-3, onde o sn-2
refere-se a posicao central e sn-1 e sn-3 referem-se as posi¢cdes externas do TAG,
sendo que frequentemente os acidos graxos insaturados estdo acilados na posicéo
sn-2, enquanto que os acidos graxos saturados estdo acilados nas posigcoes
externas do glicerol (sn-1 e sn-3) (BERRY, 2009; MAY; NESARETNAM, 2014;
RIBEIRO et al., 2007).

ACIDO GRAXO 1ou2ou3

ACIDO GRAXO 1 (sn-1)

Interesterificacdo

ACIDOGRAXO 2 (sn-2) —m— >
Quimica

ACIDO GRAXO 1ou2ou3

~FroXMmMoO—-—ro

ACIDO GRAXO 1 0u 2 ou 3

rO0O=x MO — -G

ACIDO GRAXO 3 (sn-3)

Figura 3. Representacao de um triacilglicerol e a nomenclatura
esteroespecifica (sn) e a interesterificacdo quimica. A imagem indica um
esquema de um TAG e os acidos graxos segundo a numeracgao esteroespecifica.

Os processos de interesterificacdo quimica e enzimatica sdo os mais
utilizados atualmente como alternativa tecnoldgica a hidrogenagéo parcial para a
modificacao de bleos e gorduras. A interesterificacao permite a producao de bleos e
gorduras com funcionalidades especificas devido a mudancgas nas propriedades de
fuséo e solidificagdo de 6leos e gorduras pelo rearranjo aleatério dos acidos graxos
que permanecem inalterados na molécula de glicerol, criando novas estruturas de
TAG isentos de isdmeros trans (GRIMALDI et al., 2005; RIBEIRO et al., 2009a).

Diferente do processo de hidrogenacdo parcial, a interesterificacdo nao
isomeriza as duplas-ligagcdes e nao interfere no o grau de saturagdo dos acidos
graxos (HAUMANN, 1994; NORIZZAH et al., 2004). O processo quimico é realizado

pela adicdo de um catalisador em 6leo ou gordura isentas de umidade, a uma
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temperatura de 90 — 100°C, onde a reacao ocorre por um tempo pré-determinado e
a adicao de agua permite a paralisacdo instantanea da reacado (GRIMALDI et al.,
2005; RIBEIRO et al., 2007). Para que a reacao de interesterificagdo quimica ocorra
de maneira eficiente, o seu processo deve ser otimizado, levando em consideragao
a matéria prima utilizada, o catalisador, a temperatura e o tempo de reagcéao, segundo
GRIMALDI e colaboradores (2005), as condi¢des étimas para a interesterificacéo do
6leo de palma é com 0,40% de metdxido de sddio (MeONa), por 20 minutos de
reagdo. Enquanto que o processo de interesterificacdo enzimatica é especifica por
promover a migragdo os acidos graxos presentes em sn-1 e sn-3 por meio da
utilizagdo de biocatalisadores, tais como lipases microbianas, responsaveis por
promover a troca dos acidos graxos nas moléculas de glicerol (BERRY, 2009;
RIBEIRO et al.,, 2007). Porém, o processo mais utilizado pela industria € a
interesterificagdo quimica, por ser mais viavel economicamente (NIELSEN, 2006).

A interesterificacdo leva ao aumento nos niveis de triacilgliceréis
dissaturados e trissaturados com a introducao de acidos graxos saturados (palmitico
ou estearico) na posicao sn-2 do glicerol resultando assim no aumento do ponto de
fusdo do produto, sendo portanto, uma ferramenta fundamental para a formulacéo
de gorduras isentas de isémeros frans (BERRY, 2009; MAY; NESARETNAM, 2014;
RIBEIRO et al., 2007).

Outros substitutos bastante utilizados pela industria de alimentos sdo as
gorduras vegetais, dentre elas, o éleo de palma. O 6leo de palma apresenta uma
composi¢do de 4cidos graxos saturados e insaturados bastante similar a gordura
proveniente de fonte animal, apresentando aproximadamente 50% de acidos graxos
saturados e 50% de acidos graxos insaturados. Suas caracteristicas fisico-quimicas
chamaram a atencado da industria alimenticia, pois o 6leo de palma apresenta
elevada estabilidade oxidativa, tanto em temperatura ambiente, como também em
altas temperaturas, sendo um substituto adequado das gorduras parcialmente
hidrogenadas por sua possibilidade de aplicacdo em diversos tipos de produtos
alimenticios (NOOR LIDA et al., 2002). O 6leo de palma é rico em acidos graxos
saturados de cadeia longa e é composto predominantemente por TAGs e 0s outros
componentes como DAGs, MAGs e acidos graxos livres, sendo que estes podem
compostos podem ser resultantes da biossintese de novos TAGs e/ou produtos
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provenientes da agdo de enzimas lipoliticas (SAMBANTHAMURTHI; SUNDRAM;
TAN, 2000).

As alteracbes nas moléculas de TAGs decorrente do processo de
interesterificagcdo podem ter um impacto importante no metabolismo, uma vez que as
estruturas de 2-monoacilglicerois sdo mantidas durante a digestdo e absorgéo, e
estas servem de precursores para a formacdo de novos TAG que serao
transportados pelos quilomicrons (INNIS; DYER, 1997). Em 2007 a “American Heart
Association” publicou um documento manifestando a preocupacao dos possiveis
riscos pelo aumento do consumo de dleos e gorduras enriquecidas com gorduras
saturadas, como as gorduras interesterificadas e as gorduras vegetais, que vem
sendo utilizadas como substitutos das gorduras trans (ECKEL; PAST; BORRA,
2007).

Poucos estudos avaliaram o papel das gorduras interesterificadas no
organismo, sendo que alguns resultados se apresentam bastante conflitantes e
pouco se sabe sobre as repercussdes da ingestdo da gordura interesterificada a

curto e longo prazo no metabolismo.

Estudos realizados em modelos experimentais mostraram que 0 consumo
de éleos e gorduras interesterificados quando comparados com as suas respectivas
misturas (6leo de coco, 6leo de farelo de arroz e 6leo de sésamo) promoveram a
reducdo do colesterol total, LDL-c e triglicérides, além disso, a reducdo destes
estavam associados com a modulacdo da expressdao de enzimas-chave do
metabolismo de colesterol (REENA; GOWDA; LOKESH, 2011). Por outro lado, foi
demonstrado também que a ingestdo de gordura enriquecida com acido palmitico
em sn-2, obtida por interesterificacdo quimica, induziu o desenvolvimento de
aterosclerose devido ao maior acumulo de colesterol em particulas de LDL e em
macréfagos, promovendo a ativacdo de vias inflamatérias em animais LDLr-KO
(AFONSO et al., 2016). Ainda, um estudo com humanos mostrou que a introducao
do acido graxo saturado na posi¢cao sn-2 da molécula de glicerol pode prejudicar o
metabolismo de LDL-c (SUNDRAM; KARUPAIAH; HAYES, 2007).

O consumo de gordura interesterificada por camundongos fémeas
(C57/BL) durante a gravidez e lactacdo promoveu mudancas no desenvolvimento e
metabolismo do tecido adiposo, resultando no aumento da deposicao do tecido
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adiposo visceral da prole e assim, predispondo ao desenvolvimento de obesidade na
vida adulta quando comparado aos grupos que receberam 6leo de soja, 6leo de
palma ou gordura trans (MAGRI et al., 2015). Outro grupo mostrou que consumo de
gordura interesterificada durante estagios iniciais do desenvolvimento de roedores
promoveu a modificacdo da composicao de acidos graxos do hipocampo (aumento
de acidos graxos saturados e diminuicdo de DHA), piora da memoria pela
modulag&do no sistema antioxidante, favorecendo dano oxidativo no hipocampo em
prole de maes que receberam suplementacdo com gordura interesterificada durante
o periodo de acasalamento, gestacao e lactacao (D’AVILA et al., 2017)

Em estudos prévios do nosso grupo foram analisados diferentes grupos
experimentais de roedores alimentados com dieta controle ou hiperlipidica rica em
gordura interesterificada por processo quimico. Nossos resultados mostraram maior
ganho de peso corporal, maior glicemia de jejum, intolerancia a glicose, aumento da
expressdo de citocinas pro-inflamatérias e marcadores de estresse de reticulo
endoplasmatico no tecido hepatico de animais que receberam dieta controle
(normocalérica e normolipidica, aproximadamente 10% do valor cal6rico total) onde
a fonte de gordura dietética era o 6leo de soja interesterificado quando comparado
ao seu controle, que recebeu dieta com 6leo de soja ndo modificado (MIYAMOTO et
al, submetido e em analise The Journal of Nutritional Biochemistry).

Ainda ndo se tem uma estimativa da participagdo das gorduras
interesterificadas na alimentacdo da populagdo, porém o seu consumo tende a
aumentar substancialmente devido as legislagdes que vetaram o uso de gordura
trans pela industria de alimentos. Em junho de 2015, o érgao do Departamento de
Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos, FDA (Food and Drug
Administration), baseada em evidéncias cientificas determinou que as gorduras
parcialmente hidrogenadas seriam desclassificadas como “generally recognized as
safe” (GRAS), portanto estes componentes ndo seriam mais considerados seguros
para o consumo. O 6érgao ainda determinou que as industrias alimenticias
americanas tenham um prazo de até 18 de junho de 2018 para se adequar e
reformular os seus produtos para que o uso de gorduras parcialmente hidrogenadas
sejam completamente eliminadas. Na Europa, paises como a Dinamarca e Suica ja
possuem leis que proibem a utilizacdo de gordura frans pela industria de alimentos.
No Brasil, em maio de 2017, o Projeto de Lei do Senado n® 478, de 2015 que
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determina que os alimentos n&o poderao conter gordura frans e estabelece o
incentivo as pesquisas com intuito de formulacao de gorduras para a substituicdo de
gordura trans e gordura saturada dos alimentos foi sancionada. Assim, as industrias

brasileiras tém um prazo de 3 anos para se adequar a nova legislagao.

Sendo assim, a industria alimenticia tera que buscar novas alternativas
tecnoldgicas como substitutos das gorduras trans nos alimentos e este cenario
implicard na maior utilizacdo para a producédo de alimentos, consequentemente, o

maior consumo de gorduras interesterificadas pela populacao.

Diante desta nova realidade, o aumento da ingestdo de gordura
interesterificada pela populacéo promovida pela substituicdo dos acidos graxos trans
pela industria de alimentos e da escassez de estudos sobre os efeitos desses novos
componentes da dieta moderna, torna-se importante entender as respostas do
organismo a ingestao dietética de gorduras interesterificadas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar os parametros metabdlicos, moleculares e a producao hepatica de

glicose em camundongos alimentados com dieta rica em gordura interesterificada.

2.2. Objetivos especificos

. Analise quimica das fontes lipidicas dietéticas utilizadas;

o Avaliar parametros metabodlicos periféricos de animais em resposta ao

consumo de gordura interesterificada;

o Avaliar a atuacao das gorduras interesterificadas em parametros bioquimicos

Séricos;

. Avaliar a modulag&o da via gliconeogénica no figado de animais alimentados

com dieta rica em gordura interesterificada;

. Avaliar ativagdo de proteinas de vias inflamatérias no figado de animais

alimentados com dieta rica em gordura interesterificada;

. Extracdo e avaliagdo do perfil de acidos graxos do tecido hepatico de animais
alimentados com dieta rica em gordura interesterificada.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Desenho experimental

Todos os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Estadual de Campinas (n®
3853-1), conforme o certificado apresentado no Anexo .

Camundongos machos da linhagem Swiss provenientes do Centro de
Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP) foram
obtidos com quatro semanas de vida. Os animais passaram por um periodo de
aclimatacao de duas semanas, no qual receberam dieta controle e ao completar seis
semanas de vida foram separados aleatoriamente em quatro grupos experimentais:
dieta controle normocalérica e normolipidica (OP), com 10% do valor calérico
proveniente de lipidios (6leo de palma refinado ndo modificado), dieta controle
interesterificadanormocalérica e normolipidica (OPl) com 10% do valor calérico
proveniente de lipidios (6leo de palma refinado interesterificado), dieta hiperlipidica
(HLOP) com 60% do valor cal6rico proveniente de lipidios (6leo de palma refinado
ndao modificado) e dieta hiperlipidica interesterificada (HLOPI) com 60% do valor
caldrico proveniente de lipidios (6leo de palma refinado interesterificado), conforme
ilustrada na figura 4. Todas as dietas foram preparadas e adaptadas a partir da
AIN93-M (REEVES; FORREST; FAHEY, 1993) recomendada para roedores. A
composicdo das dietas oferecidas esta listada na tabela 1. Os animais foram
mantidos em ambiente com temperatura de 22°C + 2°C, com 12 horas de ciclo
claro/escuro, em gaiolas individuais de polipropileno onde receberam agua e dieta
ad libitum por todo o periodo experimental de 8 semanas. A ingestao alimentar e o
peso corporal dos animais foram monitorados durante todo o periodo. Ao final dos
periodos experimentais (8 ou 16 semanas), os animais foram submetidos a
eutanasia ap6s um periodo de 12 horas em jejum.



DIETA CONTROLE
(10% VET em lipidios)
(normocalérica, normolipidica)

oP

Aclimatacgdo (2 semanas)
Dieta:

6 semanas de idade

Camundongos machos da linhagem Swiss
4 semanas de idade

DIETA HIPERLIPIDICA
(60% VET em lipidios)

31

Figura 4. Delineamento experimental. OP: dieta controle contendo 10% do VET de
6leo de palma nao modificado; OPI: dieta controle contendo 10% do VET de éleo de
palma interesterificado; HLOP: dieta hiperlipidica contendo 60% do VET de éleo de
palma nao modificado; HLOPI: dieta hiperlipidica contendo 60% do VET de 6leo de

palma interesterificado.

Tabela 1. Composicao das dietas (OP, OPI, HLOP, HLOPI)

NORMOCALORICA

NORMOCALORICA
NORMOLIPIDICA

HIPERCALORICA

HIPERCALORICA
HIPERLIPIDICA

NORMOLIPIDICA \\repesreRiFicapa  HIPERLIPIDICA  \\rp o STERIFICADA
OoP OPI HLOP HLOPI
INGREDIENTES AIN ADAP (g) AIN ADAP INTER (g) HL SAT 60% (g) HL INTER 60% (g)
Amido 410,7 410,7 20 20
Caseina 110 110 161 161
Farinha de Trigo 200 200 240 240
Maltodextrose 115 115 39,1 39,1
Sacarose 25 25 100 100
Oleo de palma T — 340 e
Oleo de palmainter. - T — 340
Fibras (celulose) 50 50 50 50
Mix minerais 35 35 35 35
Mix vitaminas 10 10 10 10
L-cistina 1,8 1,8 2,4 2,4
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5
TOTAL 1000 1000 1000 1000
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3.2. Formulacao da gordura de palma interesterificada

Para a composicdo das dietas controle e hiperlipidica (OP e HLOP
respectivamente) foi utilizado éleo de palma puro (100%). O éleo de palma foi
produzido e refinado pela industria Agropalma - SA. Para a composi¢cdo da dieta
interesterificada (OPl e HLOPI), foi utilizado éleo de palma randomizado via
interesterificacdo quimica. Esta fracdo lipidica foi estabelecida a fim de que a
totalidade da composicao em acidos graxos fosse mantida inalterada com respeito a
composicao das gorduras das dietas.

O dleo de palma interesterificado quimicamente foi obtido em laboratério,
com utilizagdo de metdéxido de sddio como catalisador, na propor¢cao de 0,4% em
relagdo a fase lipidica. A reagdo foi realizada a 90°C, durante 20 minutos e
posteriormente, foi adicionada agua para inativacao do catalisador. Em seguida, o
6leo interesterificado foi lavado com agua a 90°C e submetido a secagem a vacuo
por 20 minutos (GRIMALDI et al., 2005; RIBEIRO et al., 2007). O esquema da
interesterificacdo quimica estd apresentado na figura 5. O sistema reacional para
interesterificacdo quimica foi composto por um reator de vidro com parede dupla,
modular e volume de 3000 mL (HEL Group, Borehamwood, Inglaterra), com
impelidor tipo hélice conectado a um motor de alto torque, RZR 2102 (Heidolph
Instruments, Schwabach, Alemanha). Ao reator foi acoplado um banho termostatico
da marca Julabo Labortecnic GmbH, modelo F25 (Selbach, Alemanha), com

programador de temperatura na faixa de 5 a 100 © C e resolugéo de 0,01 © C.

O dbleo de palma e o 6leo de palma interesterificado foram mantidos sob

congelamento até o momento do preparo das dietas.
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Aguecimento 90— 100 °C/20 min Fase oleosa Oleo de palma (OP)

lAdigéo de 0,4% do catalisador quimico (MeONa)

‘ Reacdo sob pressdo reduzida (100 °C/20min) ‘

Y

Adicdo de aguaa 90 °C ‘ Paralisacao da reacdo pela inativagdo do catalisador ‘

v

‘ Lavagem com agua quente (90 °C) ‘

Y

‘ Secagem sob pressao reduzida ‘

v

Fase oleosa
interesterificada

Oleo de palma interesterificado (OPI)

Figura 5. Esquema da reacao de interesterificacao quimica do éleo de palma.

3.3. Caracterizacao quimica das fontes lipidicas das dietas
3.3.1. Composicao em acidos graxos

A analise da composicdo em acidos graxos foi realizada utilizando
cromatdgrafo em fase gasosa com coluna capilar — CGC Agilent 6850 Series GC
System, apds esterificagdo utilizando o método de Hartamn e Lago, 1973. Os
ésteres metilicos de acidos graxos foram separados de acordo com o método AOCS
Ce 1f-96 (AOCS, 2009) em coluna capilar DB — 23 Agilent (50% cyanopropyl-
methylpolysiloxano), com as seguintes dimensdes: 60m, didmetro interno: 0,25 mm e
0,25 mm de espessura filme. Condigbes de analise: temperatura do forno: 110°C por
5min, 110°C-215°C (5°C/min), 215°C por 24 min; temperatura do detector: 280°C;
temperatura do injetor 250°C; gas de arraste: hélio; razao split1:50; volume injetado:
1,0 uL. A composicao qualitativa foi determinada por comparacdo dos tempos de
retencao dos picos com os dos respectivos padrdes de acidos graxos. A composicao
quantitativa foi realizada por normalizagdo de é&rea, sendo expressa como

porcentagem em massa.
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3.3.2. Distribuicao regioespecifica

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de alta resolucao de
carbono-13 ('*C RMN) das cadeias acila dos triacilglicerdis foi utilizada como método
quantitativo para analise regioespecifica. Amostras de 250 mg foram dissolvidas em
0,5 mL de cloroférmio deuterado em tubos de RMN de 5 mm NMR. Os espectros
foram obtidos em Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
BrukerAdvance DPX 300 (Silberstreifen, Rheinstetten, Germany). A determinagéao do
13C foi feita na frequéncia de 75,8 MHz, com probe multinuclear de 5 mm e operacéo
a 30°C, segundo a metodologia de Vlahov (1998).

3.3.3. Composicao triacilgliceridica

A andlise da composicao em triacilglicerdis foi realizada em cromatdgrafo
em fase gasosa CGC Agilent 6850 Series GC System, utilizando coluna capilar DB-
17HT AgilentCatalog 122-1811 (50%-fenilmetilpolisiloxano), com 15 metros de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,15um de filme. Condi¢des de analise:
injecao split, razao de 1:100; temperatura da coluna: 250°C, programada até 350°C
a razao de 5°C/ min; gas de arraste: hélio, em vazao de 1,0 mL/min; temperatura do
injetor: 360°C; temperatura do detector: 375°C; volume injetado: 1,0uL; concentracéao
da amostra: 100mg/5mL de tetrahidrofurano. A identificagdo dos triacilglicerois
individuais foi realizada através da comparacédo dos tempos de retencdo, segundo
os procedimentos de Antoniosi Filho, Mendes e Lancas (1995).

3.3.4. Classes de lipidios

Foi determinada por cromatografia de exclusdo por tamanho (HPSEC), em
cromatografo liquido Perkin Elmer 250; detector de indice de refragdo SiconAnalytic;
Coluna 1: Jordi Gel dvb 300 x 7,8 mm, 500 A; Coluna 2: Jordi Gel dvb 300 x 7,8 mm,
100 A. Condigdes de andlises: as amostras foram diluidas na proporcdo de 1:100
(v/v) em tetrahidrofurano; fase mével: tetrahidrofurano (grau HPLC); fluxo: 1 mL/min;
volume injetado: 20.0 uyL (DOBARGANES; VELASCO; DIEFFENBACHER, 2000).
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3.4. Parametros metabodlicos

Os parametros metabdlicos foram avaliados pelo acompanhamento do
ganho de peso semanal e ingestdo alimentar foi obtida pela média em 24
horasdurante todo o periodo experimental. Os valores de glicemia foram
mensurados usando monitor de glicose (Accu-CheckPerforma, Roche). A
sensibilidade ao hormoénio insulina e a tolerancia a glicose foram avaliadas pela

execucao dos testes de tolerancia a glicose (ipGTT), tolerancia a insulina (ipITT).

3.4.1. Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT)

Todos os grupos experimentais passaram pelo ipGTT apds 7 semanas de
consumo da dieta. Para realizagdo do ipGTT, os camundongos foram mantidos em
jejum por 12 horas overnight, realimentados por 2 horas e um segundo jejum de 4
horas foi realizado apés a realimentagéo. Este protocolo foi seguido a fim de manter
0s animais por um periodo padrao de jejum (4 horas). Por meio de corte na
extremidade da cauda do animal foi efetuada uma primeira coleta de sangue para a
dosagem de glicose, o que equivale ao tempo zero (t0) do teste. Em seguida, foi
realizada a injecdo de uma solucao de glicose a 25% (1 g/Kg de peso corporal),
administrada intraperitonealmente, com posteriores coletas de amostras sanguineas

nos tempos 15, 30, 60, 120 minutos, para as dosagens de glicose.

3.4.2. Teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (ipTT)

Todos os grupos experimentais passaram pelo ipITT apds 7 semanas de
consumo da dieta. Para realizagdo do ipITT, os camundongos foram mantidos em
jejum por 12 horas overnight, realimentados por 2 horas e um segundo jejum de 4
horas foi realizado ap6s a realimentagéo. Este protocolo foi seguido a fim de manter
0s animais por um periodo padrao de jejum (4 horas). O teste foi realizado ao final
do periodo experimental dos protocolos descritos. O alimento de ambos os grupos
foi retirado oito horas antes do teste e a primeira coleta de sangue equivalera ao
tempo 0 do teste. Apds essa coleta, a insulina (1,5 UI/Kg de peso corporal) foi
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injetada intraperitonealmente e amostras de sangue foram coletadas pela cauda nos
tempos 0, 5, 10, 15 e 20 minutos para a determinagao da glicose sérica.

3.5. Extracao dos tecidos

Os animais foram anestesiados através da administragcéo intraperitonial
de Ketamina (100 mg/kg), Xilazina (10 mg/kg) e Diazepam (5 mg/kg) e a perda dos
reflexos pedal e corneanoforam utilizados como controle da anestesia. Os tecidos de
interesse foramextraidos e em seguida congelado a -80° C ou, entao,
imediatamente homogeneizado em aproximadamente 10 volumes de tampao de
solubilizagdo (1% Triton X-100; 100 mM Tris, pH 7.4; contendo 100 mM de
pirofosfato de sddio; 100 mM de fluoreto de sédio; 10 mM de vanadato de sédio; 2
mM PMSF e 0.1 mg de aprotinina/ml) a 4° C com “Polytron PTA 20S Generator”
(Brinkmann Instruments mode PT 10/35) com velocidade maxima por 30 s. O extrato
foi centrifugado a 8 x 10%g, a 4° C em um rotor “Beckman 70.1”, por 30 min para
remover material insolivel e o sobrenadante foi utilizado para a preparacao de

extrato total protéico (ET).

3.6. Analises bioquimicas do soro

O sangue foi coletado por puncao cardiaca e amostra foi deixada em
temperatura ambiente por 2 horas para a retencdo do coagulo. As amostras foram
centrifugadas a 25° C, 1.000 RPM por 30 minutos para separa¢do do plasma. As
concentragdes plasmaticas de colesterol total (CT) e triglicérides (TG) foram
avaliadas por KITs comerciais (Laborlab, Brazil) de ensaio enzimatico e
quantificadas segundo as instru¢des do fabricante.

3.7. Extracao e determinacao do conteudo lipidico do tecido hepatico

A extracdo dos lipidios totais do tecido hepatico foi realizada segundo o
protocolo de FOLCH, 1957, onde foram homogeneizados em uma solucdo de
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cloroférmio:metanol (2:1, v/v) e posteriormente preservados a 20° C até a andlise
quimica, de acordo com o protocolos descrito posteriormente no item 3.3.1.

3.7.1. Determinacao de triglicerideos totais e colesterol hepatico

Apoés filtracdo e secagem em estufa, o lipidio foi ressuspendido em
isopropanol e em seguida foi feita a determinacao de colesterol e triacilglicerol por
kits comerciais da marca BioClin.

3.8. Extracao e determinacao do glicogénio hepatico

O tecido hepatico foi colocado em solu¢cdo de KOH a 30% para digestéo.
Em seguida foi feita a espectrofotometria para a determinagdo do glicogénio
segundo o protocolo de LO et al., 1970.

3.9. Western blotting

Apé6s rapida fervura (5 min/100°C) dos extratos totais protéicos em
tampao de Laemmli, as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida para
separacao por eletroforese (SDS-PAGE). As proteinas separadas em SDS-PAGE
foram transferidas para membrana de nitrocelulose em aparelho de transferéncia da
BIO-RAD. A membrana de nitrocelulose foi incubada “overnight” com anticorpo
especifico (G6Pase, PEPCK). A ligacao do anticorpo a proteinas nao-especificas foi
minimizada pela pré-incubagcdo da membrana de nitrocelulose com tampéo de
bloqueio (5% de leite em p6 desnatado; 10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L de NaCl;
0.02% de Tween 20) por 2 horas. O sinal foi detectado através de
quimiluminescéncia utilizando kit da Amersham e seguindo as orientacbes do
fabricante. As bandas identificadas na autorradiografia foram quantificadas através
de densitometria Optica.
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3.10.RT-qPCR

Posteriormente a extracdo dos tecidos as amostras foram descongeladas
em gelo, homegenizadas em Trizol com “Polytron PTA 20S Generator”
(Brinkmanninstrumentsmode PT 10/35) com velocidade maxima por 30s e foram
aguardados 5 minutos em temperatura ambiente para completar a dissociacao do
material. As amostras foram transferidas para eppendorfs com cloroférmio e apés 3
minutos estas foram centrifugadas por 15 minutos a 4°C, 10500 RPM. A fase aquosa
foi transferida para novos eppendorfs, onde foi adicionado o isopropanol e apds
descanso de 5 minutos a temperatura ambiente as amostras foram centrifugadas por
10 minutos a 4°C, 10500 RPM, o sobrenadante foi descartado. Adicionado 1mL de
etanol 75% e centrifugado por 10 minuto a 4°C, 8400 RPM. O sobrenadante foi
novamente descartado e foi adicionado 1mL de etanol 100%, o
eppendorffoicentrifugado por mais 10 minutos, 4 °C, 8400 RPM. Apés o descarte do
etanol, 30 yL de agua ultrapura foiadicionada e agitado até a dissolugéo total do

pellet.

As amostras foram armazenadas a -20°C por 24h para que entdo a
quantificacdo (Nanodrop) fosse realizada. A sintese de cDNAfoi realizada com 3ug
do total de RNA usando o Hight-CapacitycDNA Reverse Transcription Kit
(AppliedBiosystems). Aliquotas de 3,0 ng de RNA foram submetidas a transcricéo
reversa utilizando-se primershexaméricos randémicos e SuperscritMaloney MLV
transcriptase reversa. As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas
utilizando-se o sistema TagManTM (AppliedBiosystems). Os valores da expressao
génica foram obtidos pela analise dos resultados no programa 7500 System SDS
Software (AppliedBiosystems).

3.11.Forma de analise estatistica

Todos os resultados foram apresentados em média + erro padrao da
média. Para andlise estatistica, primeiramente aplicamos o teste de Levene para
verificar as homogeneidades das variancias. Para a comparacdo de médias entre
dois grupos (OP x OPI ou HLOP x HLOPI), foi aplicado o teste t de Student para

amostras independentes. A analise de varidncia uma via (One-way ANOVA) ou duas
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vias (Two-way ANOVA) foi utilizada quando necessario, seguida do pos-teste LSD
para comparacao multipla de médias. Em todos os casos o nivel de significancia
para rejeicdo da hipétese de nulidade foi de 5% (p<0,05). Os dados foram
analisados e montados utilizando o programa "GraphPadPrism", versdo 5.0
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacao das gorduras dietéticas — 6leo de palma e 6leo de palma
interesterificado

O o6leo de palma nido modificado € 6leo de palma interesterificado foram
utilizados na dieta para roedores com o objetivo de estudar o efeito isolado da
interesterificacdo em parametros metabdlicos e na gliconeogénese hepética. Essas
bases lipidicas foram adicionadas na dieta dos animais dos grupos controle (OP e
OPI) e do grupo hiperlipidico (HLOP e HLOPI) nas proporcdes de 10 e 60%,

respectivamente.

Como mostrado na tabela 2, a analise de composicdo do 6leo de palma
nao modificado (OP) utilizado para o tratamento dos animais apresenta uma razao
balanceada de &cidos graxos saturados e insaturados (~50:50). A base OP
apresenta também quantidades similares de acidos graxos saturados e insaturados,
sendo que as quantidades de monoinsaturados e poliinsaturados foram de
aproximadamente 41% e 9%, respectivamente. Entre os acidos graxos saturados
destacam-se os acidos palmitico (42%) e o estearico (5%) e com relacao aos acidos
graxos insaturados destacam-se o acido oleico (40%) e linoleico (9%), estes dados
estdo de acordo com a literatura (NOOR LIDA et al., 2002; SAMBANTHAMURTHI;
SUNDRAM; TAN, 2000).

O dleo de palma foi submetido ao processo de interesterificacdo quimica,
uma reacao que resulta na formagdo de novos TAGs a partir da matéria prima
utilizada de forma totalmente randomizada, sem alteracdo do perfil de &cidos graxos.
Como mostrado na tabela 2 ap6s este processo o éleo de palma interesterificado
(OPI) apresenta um perfil de acidos graxos similar ao éleo de palma ndao modificado
(OP), o que permitiu a avaliagdo do efeito da modificacdo da estrutura do TAG
evitando assim outras variaveis e fatores de interferéncia como, por exemplo o perfil
de acidos graxos e proporcao relativa de acidos graxos saturados, monoinsaturados
e poliinsaturados.

A molécula de TAG é composta por trés acidos graxos esterificados ao

glicerol nos grupos do carbono hidroxil em trés diferentes posi¢des: sn-1, sn-2 e sn-
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3, sendo as posi¢cdes sn-1,3 externas e equivalentes e a posicdo sn-2 interna. A
tabela 3 traz a composicao em triacilglicerois do OP e do OPl em porcentagem,
porém nao € identificada a posigdo do acido graxo no glicerol. Podemos observar
que o OP é constituido predominantemente por TAGs (90%) e outros compostos
minoritarios como acidos graxos livres, monoacilglicerois (MAG) e quantidades
apreciaveis de diacilglicerois (DAG) (tabela 3). Como mostrado anteriormente por
Noor Lida e colaboradores (2007), os nossos resultados corroboram que o 6leo de
palma é composto majoritariamente pelos TAGs trissaturados PPP (~9%),
dissaturado POP (~32%) e monossaturado POO (~24%) (tabela 3).

Posteriormente, para avaliarmos a eficiéncia da reacdo de
interesterificagdo quimica da fonte dietética de gordura, analisamos a distribuicao
regioespecifica das fontes dietéticas 6leo de palma nao modificado (OP) e do 6leo
de palma interesterificado (OPI). A tabela 4 mostra que OP apresenta 77,6% do total
acidos graxos saturados em sn-1,3 e apenas 18,1% dos acidos graxos saturados em
sn-2. Ademais, OP apresenta quantidade elevada de acidos graxos insaturados em
sn-2 (81,9%) e 22,4% de acidos graxos insaturados em sn-1,3. Apds a
interesterificagdo quimica houve uma modificagdo no padrdo natural de
posicionamento dos &cidos graxos na cadeia de glicerol, principalmente com relagéo
ao acido graxo saturado em sn-2 que aumentou na ordem de 3,2 vezes (11,9% para
38%), como evidenciado na tabela 5, que mostra a posicao dos acidos graxos (em
%) corrigida em relacdo a composicao em acidos graxos saturados e insaturados da

amostra.

Esses resultados mostram claramente um aumento de &acidos graxos
saturados e diminuicao de acidos graxos insaturados na posicao central do TAG (sn-
2) apoOs a interesterificagdo quimica, sendo que esta modificagdo poderia ser
importante para explicar os resultados apresentados a seguir.
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Tabela 2. Composicao de acidos graxos do éleo de palma (OP) e do 6leo de palma
interesterificado (OPI) oferecidos nas dietas controle e hiperlipidica.

Acido graxo OP (%) OPI (%)
C 10:0 (Caprico) 0,046 0,033
C 12:0 (Laurico) 0,549 0,404
C 14:0 (Miristico) 1,316 0,922
C 15:0 (Pentadecanoico) 0,057 0,053
C 16:0 (Palmitico) 41,935 41,436
C 16:1 (Palmitoleico) 0,173 0,160
C 17:0 (Margarico) 0,109 0,109
C 17:1 (cis-9-heptadecendico) 0,033 0,026
C 18:0 (Estearico) 5,181 4,956
C 18:1 (Oleico) 40,732 41,739
C 18:2 trans (Linoelaidico) 0,100 0,150
C 18:2 (Linoleico) 8,770 9,065
C 18:3 (Linolénico) 0,251 0,227
C 20:0 (Araquidico) 0,428 0,412
C 20:1 (Gadoleico) 0,153 0,150
C 22:0 (Behénico) 0,074 0,077
C 24:0 (Lignocérico) 0,093 0,080
Total (%) 100 100
AG SAT 49,787 48,483
AG MONO 41,092 42,075
AG POLI 9,121 9,442
Total (%) 100 100

'A composicdo em acidos graxos estd apresentada em porcentagem de &rea e o
valor obtido representa a média de duas analises.
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Tabela 3. Composicao em triacilglicerois e quantidade relativa de triacilglicerois,
diacilglicerois, monoacilglicerois e acidos graxos livres do 6leo de palma (OP) e do

6leo de palma interesterificado (OPI) oferecidos nas dietas controle e hiperlipidica.

Triacilglicerol (%) OP (%) OPI (%)
MPP 0,696 0,639
LaOP 0,172 0,132
PPP 9,286 7,020
MOP 1,677 1,655
MLP 0,398 0,320
PPS 1,836 1,252
POP 32,326 33,392
PLP 6,585 7,047
POS 6,069 6,067
POO 24,145 24,544
POL 6,763 7,352
PLL 0,747 1,188
SO0 2,592 2,689
000 3,510 3,586
oLo 1,040 0,964
OLL 1,331 1,270
N.L 0,828 0,881
Total (%) 100 100
MAG+AGL 0,701 0,934
DAG 9,051 7,032
TAG 90,248 92,034
Total (%) 100 100

La: acido laurico; M: acido miristico; P: acido palmitico; S: acido estearico; O: acido
oleico; L: acido linoleico, N.I. = ndo identificado.
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Tabela 4. Posicdo dos acidos graxos obtidos pela analise de distribuicao

regioespecifica do 6leo de palma (OP) e do 6leo de palma interesterificado (OPI)

oferecidos nas dietas controle e hiperlipidica.

Posicao do acido graxo OP (%) OPI (%)
Saturados sn-1,3 77,6 24,2
Insaturados sn-1,3 22,4 75,8
Total (%) 100,0 100,0
Saturados sn-2 18,1 65,9
Insaturados sn-2 81,9 34,1
Total (%) 100,0 100,0

Tabela 5. Posicdo dos acidos graxos obtidos pela analise de distribuicao

regioespecifica corrigidos pela quantidade de acidos graxos saturados e insaturados

na amostra segundo a composicdo em acidos graxos do 6leo de palma (OP) e do

6leo de palma interesterificado (OPI) oferecidos nas dietas controle e hiperlipidica.

Posicao do acido graxo OP (%) OPI (%)

Saturados sn-1,3 37,9 10,4
49,8 48,5

Saturados sn-2 11,9 38,0

Insaturados sn-1,3 11,5 36,4
50,2 51,5

Insaturados sn-2 38,7 15,1

Total (%) 100,0 100,0 100,0 100,0
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4.2. Ganho de peso corporal e adiposidade apés 8 semanas de dieta

Os animais com 6 semanas de vida foram separados aletoriamente
dentro dos quatro grupos experimentais (OP, OPI, HLOP e HLOPI), iniciando com a
mesma média de peso corporal similar e foram expostos ao consumo das dietas
experimentais por um periodo de 8 semanas. Como esperado, 0S Qrupos
hiperlipidicos HLOP e HLOPI apresentaram maior ganho de peso e maior
adiposidade medido pelo tecido adiposo branco epididimal quando comparado ao
grupo controle OP e OPI (Two-way ANOVA p<0,001), mostrando que a aumento da
quantidade de lipidios na dieta foi capaz de promover o aumento do peso corporal
principalmente na forma de gordura (figura 6B e 6C).

Ap6s 2 semanas de dieta, os grupos hiperlipidicos (HLOP e HLOPI)
apresentaram aumento significativo do peso corporal com relagdo ao grupo OP até o
final do periodo experimental (figura 6A). Interessantemente, no acompanhamento
do ganho de peso semanal durante o periodo experimental, o grupo OPIl, mesmo
recebendo uma dieta isocalérica e normolipidica, ndo apresentou diferenca
estatistica na semana 4 quando comparado aos grupos hiperlipidicos (HLOP e
HLOPI) (figura 6A) e ao final do periodo experimental de 8 semanas de dieta o
grupo OPI apresentou maior ganho de peso corporal (11 £ 0,96) comparado ao seu
controle OP (8,20 + 0,50) (figura 6B), ndo sendo observada diferenca na

adiposidade entre os grupos OP e OPI (figura 6C).
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Figura 6. Ganho de peso corporal semanal e adiposidade apés 8 semanas de
dieta. (A) Curva do ganho de peso corporal (em g) semanal. (B) Delta do ganho de
peso corporal (em g) apdés 8 semanas de dieta. (C) Peso relativo do tecido adiposo
branco epididimal e retroperitoneal. OP: dieta controle com 10% de 6leo de palma
nativo; OPI: dieta controle com 10% de 6leo de palma interesterificado; HLOP: dieta
hiperlipidica com 60% de 6leo de palma nativo; HLOPI: dieta hiperlipidica com 60%
de bleo de palma interesterificado. Dados apresentados em média + erro padréo da
média (n = 15 — 17). § Two-way ANOVA efeito da quantidade de lipidios da dieta.*
Test-t de Student OPxOPI ou HLOPxHLOPI.
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4.3. Analises bioquimicas

As concentracdes plasmaticas de triglicérides (figura 7A) e de colesterol
total (figura 7B) n&o apresentaram diferencas significativas entre os grupos que
consumiram dieta com 6leo de palma nao modificado (OP e HLOP) e 6leo de palma
interesterificado (OPI e HLOPI) independente da quantidade de lipidios ingerida.
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Figura 7. Analise de triglicérides e colesterol total plasmaticos.(A)Triglicérides
plasmaticos (mg/dL). (B) Colesterol total plasmatico (mg/dL). OP: dieta controle com
10% de Oleo de palma nativo; OPI: dieta controle com 10% de Oleo de palma
interesterificado; HLOP: dieta hiperlipidica com 60% de 6leo de palma nativo;
HLOPI: dieta hiperlipidica com 60% de 6leo de palma interesterificado. Dados
apresentados em média + erro padrao da média (n = 6 — 7).
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4.4. Avaliacao da homeostasia de glicose

Ao final do periodo experimental de 8 semanas foi feita a mensuracao da
glicemia em jejum. O grupo OP (166 * 6,27 mg/dL), que recebeu uma dieta controle
e normocalorica, apresentou média de glicemia em jejum menor em relagcdo aos
grupos OPlI (215 * 1540 mg/dL), HLOP (247 + 17,70 mg/dL) e
HLOPI (219 + 13,60 mg/dL) (figura 8). Interessante observar que o grupo OPI, que
recebeu a gordura interesterificada em quantidades recomendadas (normolipidica),
apresentou a glicemia em jejum tdo aumentada quanto aos grupos HLOP e HLOPI
(figura 8).
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Figura 8. Analise da glicemia em jejum. Glicemia em jejum ap6s 8 semanas de
dieta.OP: dieta controle com 10% de éleo de palma nativo; OPI: dieta controle com
10% de 6leo de palma interesterificado; HLOP: dieta hiperlipidica com 60% de 6éleo
de palma nativo; HLOPI: dieta hiperlipidica com 60% de Oleo de palma
interesterificado. Dados apresentados em média + erro padrao da média (n =6 — 7).
A significancia estatistica esta representada por letras diferentes obtida por Two-way
ANOVA seguido pelo pés-teste LSD para comparagéo entre grupos.
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Para avaliar o efeito da dieta enriquecida com gordura interesterificada na
tolerancia a glicose, o ipGTT foi realizado na 72 semana do periodo experimental
proposto. Apds a mensuracédo da glicemia em jejum (tempo 0), os animais foram
desafiados com uma solugao de glicose 25% (1 g/kg) e a glicemia foi acompanhada
nos tempos 15, 30, 60 e 120 minutos apds a infusédo de glicose (figura 9A).

O grupo experimental que recebeu dieta normocalérica e normolipidica
com 10% de gordura interesterificada (OPIl) apresentou uma curva de glicemia
durante 0 ipGTT sem diferenca significativa em relacao aos grupos que receberam a
dieta hiperlipidica (HLOP e HLOPI) (figura 9A). Adicionamelmente, foi observado
aumento significativo da glicemia durante o tempo 30’ e uma dificuldade na redugao
desta glicemia no tempo 60’ dos grupos OPI, HLOP e HLOPI em relagdo ao OP
(figura 9A).

A area sob a curva (AUC) de glicemia dos grupos experimentais foi
calculada e, como o esperado, o grupo OP (31967 + 1914 AUC mg/dL 120min)
apresentou diminuigcao significativa da AUC durante o ipGTT quando comparado ao
OPI (48775 £ 4438 AUC mg/dL 120 min) (figura 9B).
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Figura 9. Gordura interesterificada e avaliacao de tolerancia a glicose. (A)
Curva de glicemia durante o ipGTT. (B) Andlise da area sob a curva de glicose
durante o ipGTT. OP: dieta controle com 10% de 6leo de palma nativo; OPI: dieta
controle com 10% de dleo de palma interesterificado; HLOP: dieta hiperlipidica com
60% de 6leo de palma nativo; HLOPI: dieta hiperlipidica com 60% de éleo de palma
interesterificado. Dados apresentados em média + erro padrdo da média (n =6 — 7).
* Test-t de Student OPxOPI ou HLOPxHLOPI.
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Para avaliar o efeito da dieta enriquecida com gordura interesterificada na
sensibilidade a insulina, o ipITT foi realizado na 72 semana do periodo experimental
proposto. Apds a mensuragédo da glicemia em jejum (tempo 0), os animais foram
desafiados com insulina (1,5 Ul/kg) e a glicemia foi acompanhada nos tempos 5, 10,
15 e 20 minutos apéds a infuséo (figura 10A).

O grupo experimental OP, que recebeu dieta normocalérica e
normolipidica com a gordura ndo modificada, apresentou glicemia significativamente
menor nos tempos 10°, 15’ e 20’ quando comparado aos grupos HLOP e HLOPI
durante o ipITT (figura 10A). A area sob a curva (AUC) de glicemia obtida durante o
ipITT dos grupos experimentais foi calculada e, conforme a curva de glicemia
durante o ipITT, o grupo OP (3303 + 509 AUC mg/dL 120min) apresentou diminuicao
significativa da AUC durante o ipITT quando comparado ao OPI (4074 £ 1036 AUC
mg/dL 120 min) (figura 10B). E importante destacar que tanto a quantidade (OP e
OPI x HLOP e HLOPI, Two-way ANOVA p<0,01), quanto a qualidade de lipidios da
dieta (OP e HLOP x OPIl e HLOPI, Two-way ANOVA p<0,0001) teve uma grande
influéncia no aumento da curva de glicemia e, consequentemente, na AUC durante o
ipITT.
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Figura 10. Gordura interesterificada e avaliacao de tolerancia a insulina. (A)
Curva de glicemia durante o ipITT. (B) Andlise da area sob a curva de glicose
durante o ipITT. OP: dieta controle com 10% de 6leo de palma nativo; OPI: dieta
controle com 10% de éleo de palma interesterificado; HLOP: dieta hiperlipidica com
60% de 6leo de palma nativo; HLOPI: dieta hiperlipidica com 60% de 6leo de palma
interesterificado. Dados apresentados em média + erro padrao da média
(n =7 —14). A significancia estatistica esta representada por letras diferentes obtida
por Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste LSD para comparacao entre grupos. *
Test-t de Student OPxOPI ou HLOPxHLOPI.
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4.5. Avaliacao da expressdao génica de enzimas-chave da gliconeogénese
hepatica

A regulagdo da via gliconeogénica desempenha um papel fundamental
para a manutencdo da homeostasia de glicose. Apds observarmos um aumento na
glicemia em jejum e intolerdncia a glicose dos animais que receberam a dieta
controle com éleo de palma interesterificado ou os grupos hiperlipidicos HLOP e
HLOPI, a expressao génica das enzimas-chave PEPCK e G6Pase, responsaveis
pela regulacéo da gliconeogénese hepatica foi avaliada.

Nao foram observadas diferengas estatisticas entre os grupos estudados
na expressao génica de PEPCK (figura 11A) e de G6Pase (figura 11B) no tecido
hepatico ap6s 8 semanas do consumo da dieta.
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Figura 11. Gordura interesterificada e a expressao génica de enzimas-chave da
gliconeogénese hepatica. (A) Expressao génica relativa de PEPCK. (B) Expressao
génica relativa de G6Pase. OP: dieta controle com 10% de 6leo de palma nativo;
OPI: dieta controle com 10% de 6leo de palma interesterificado; HLOP: dieta
hiperlipidica com 60% de 6leo de palma nativo; HLOPI: dieta hiperlipidica com 60%
de Oleo de palma interesterificado. Dados apresentados em média + erro padrao da
média (n = 6 — 7). A significAncia estatistica esta representada por letras diferentes
obtida por Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste LSD para comparagdo entre
grupos.
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4.6. Determinacao do conteudo proteico de enzimas-chave da gliconeogenése
hepatica

Com o intuito de estudarmos o efeito da qualidade de lipidios ingerida
(gordura ndo modificada ou gordura interesterificada) e ndo a quantidade (dieta
normolipidica ou hiperlipidica) no conteudo proteico de PEPCK e G6Pase, os
estudos foram conduzidos utilizando os grupos OP e OP| ou HLOP e HLOPI.

Embora a expressao génica da enzima PEPCK nao apresentar diferenca
entre os grupos avaliados, o contetdo proteico de PEPCK no controle OP mostrou-
se significativamente reduzido em relagcdo ao controle OPIl (p<0,001), como
apresentado na figura 12A. Ao avaliarmos grupos HLOP e HLOPI, nao foi
observada diferenga significativa no conteudo de PEPCK (figura 12B).

Além disso, conforme o resultado obtido da expressao génica de G6Pase,
o conteudo proteico de G6Pase nao apresentou diferenca entre os grupos controles

(figura 13C) e entre os grupos hiperlipidicos (figura 12D).
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Figura 12. Gordura interesterificada e o conteudo proteico das enzimas-chave
da gliconeogénese hepatica. (A) Contetdo de PEPCK no tecido hepético de
animais controles. (B) Conteudo de PEPCK no tecido hepatico de animais do grupo
hiperlipidico. (C) Conteudo de G6Pase no tecido hepatico de animais controles. (D)
Conteudo de G6Pase no tecido hepéatico de animais hiperlipidicos. OP: dieta
controle com 10% de éleo de palma nativo; OPI: dieta controle com 10% de 6leo de
palma interesterificado; HLOP: dieta hiperlipidica com 60% de éleo de palma nativo;
HLOPI: dieta hiperlipidica com 60% de 6leo de palma interesterificado. Dados
apresentados em média * erro padrao da média (n = 6 — 7). * Test-t de Student
OPxOPI ou HLOPxHLORPI.
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4.7. Determinacao do conteudo de glicogénio, triglicérides e colesterol
hepatico

Para avaliarmos a composicao do tecido hepatico, foram quantificados o
conteudo de glicogénio, triglicérides e colesterol (figura 13).

O conteudo de glicogénio hepatico em OP (1,10 + 0,40) apresentou-se
significativamente reduzido quando comparado aos grupos OPI (1,90 + 0,40 p<0,01),
HLOP (1,77 = 0,39 p<0,05) e HLOPI (1,79 + 0,51p<0,05) (figura 13A). Embora o
grupo OPI estivesse recebendo uma dieta normocalérica e normolipidca, o contetdo
de glicogénio neste mostrou-se similar aos grupos hiperlipidicos (figura 13A). Além
disso, a qualidade de lipidios ingerida parece ser um importante fator para o
aumento do glicogénio hepatico (OP e OPI x HLOP e HLOPI, Two-way ANOVA
p<0,05).

Assim, como no perfil sérico, ndo foi observada diferenca estatistica no
conteudo de triglicérides (figura 13B) e colesterol (figura 13B) hepatico entre os
grupos avaliados. Porém €& observada uma tendéncia na reducdo de triglicérides
(OPxOPI p=0,08) e colesterol (OPxOPI p=0,06) do grupo OP em relagcao aos grupos
OPI. Mostrando novamente, que a qualidade de lipidios ingeridos pode ter um efeito

importante no acumulo de destes componentes no tecido hepatico.
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Figura 13. Conteudo de glicogénio, triglicérides e colesterol hepatico. (A)
Glicogénio hepatico em g/100g de tecido. (B) TG hepatico em mg/g de tecido. (C)
Colesterol hepatico em mg/g de tecido. OP: dieta controle com 10% de 6leo de
palma nativo; OPI: dieta controle com 10% de 6leo de palma interesterificado;
HLOP: dieta hiperlipidica com 60% de o6leo de palma nativo; HLOPI: dieta
hiperlipidica com 60% de 6leo de palma interesterificado. Dados apresentados em
média * erro padrdo da média (n = 6 — 7). A significancia estatistica esta
representada por letras diferentesobtida por Two-way ANOVA seguido pelo pos-
teste LSD para comparagao entre grupos.
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4.8. Analise quimica do perfil de acidos graxos que compoem o tecido

hepatico

A fim de avaliarmos o papel do consumo de gordura interesterificada na
composicao de acidos graxos que compdem o tecido hepatico, amostras foram

processadas e analisadas por cromatografia gasosa.

O perfil de acidos graxos no tecido hepatico ndo apresentou diferencas
significativas dentre as amostras estudadas (OP, OPI, HLOP e HLOPI). No entanto,
como esperado, os grupos hiperlipidicos (HLOP e HLOPI) apresentam maior
conteudo de AG SAT e diminuicdo do conteudo de AG MONO em relagdo aos
grupos controles (OP e OPI).
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Tabela 6. Composicdo de acidos graxos do tecido hepatico dos grupos OP, OPI,
HLOP e HLOPI.

Acido graxo OP (%) OPI (%) HLOP (%) HLOPI (%)
C12:0 0,229 0,162 0,187 0,139
C14:0 0,715 0,605 0,541 0,565
ci0 0 - 0,061 0,102 0,079
C 16:0 21,562 23,131 27,661 27,309
C 16:1 5,170 5,562 3,069 3,598
Cc17:0 0,092 0,091 0,134 0,143
C17:1 0,084 0,112 0,066 0,143
C 18:0 4,193 3,661 4,749 4,181
C 18:1 52,470 54,397 47,706 51,807
c18:2trans - 0,138 0,113 0,092
C 18:2 4,702 4,085 9,329 7,134
C 18:3 0,103 - 0,180 0,107
C 20:0 0,215 0,235 0,429 0,386
C 20:1 1,189 0,998 1,070 1,219
C 20:4 7,894 5,838 3,757 2,383
C 22:0 0,283 0,175 0,144 0,125
C 22:6 0,882 0,676 0,666 0,501
C 24:0 0,216 0,073 0,094 0,090
TOTAL (%) 100 100 100 100
AG SAT 27,505 28,195 34,043 33,016
AG MONO 58,913 61,068 51,911 56,767
AG POLI 13,582 10,599 13,934 10,125

TOTAL (%) 100 100 100 100
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4.9. Avaliacao da expressao génica de citocinas no tecido hepatico

Apés verificarmos 0 aumento no ganho de peso e alteracao da glicemia
em jejum dos animais, a expressao de citocinas pré-inflamatorias (IL-13, IL-6 e TNF-

a) e anti-inflamatoria (IL-10) foram avaliadas.

O consumo de gordura interesterificada em quantidades normais (OPI)
promoveu 0 aumento da expressao génica de /I-18 (figura 14A) e /-6 (figura 14B)
quando comparado ao seu controle OP. Interessantemente, nestes mesmos
resultados observamos uma similaridade no conteudo de transcritos do grupo OPI
com os grupos hiperlipidicos (figura 14A e 14B). Nao foi observada diferenca
significativa na expressao de //-10 entre os grupos (figura 14C). Na figura 14D,
observamos um aumento na expressao de Tnf-a em HLOPI quando comparado ao
HLPO.
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Figura 14. Gordura interesterificada e a expressao génica de citocinas no
tecido hepatico apos 8 semanas de dieta. (A) Expressao génica relativa de IL-1.
(B) Expressao génica relativa de IL-6. (C) Expressao génica relativa de IL-10. (D)
Expresséo génica relativa de TNF-a. OP: dieta controle com 10% de dleo de palma
nativo; OPI: dieta controle com 10% de éleo de palma interesterificado; HLOP: dieta
hiperlipidica com 60% de 6leo de palma nativo; HLOPI: dieta hiperlipidica com 60%
de bleo de palma interesterificado. Dados apresentados em média + erro padréo da
média (n = 6 — 7). A significAncia estatistica esta representada por letras diferentes
obtida por Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste LSD para comparagdo entre
grupos. * Test-t de Student OPxOPI ou HLOPxHLOPI.
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4.10. Resultados suplementares — 16 semanas de dieta

ApGs avaliarmos os dados obtidos com 8 semanas, verificamos que a
dieta controle normocalérica e normolipidica feita com a gordura de palma
interesterificada (OPI), foi capaz de alterar parametros metabdlicos e alterar a
homeostasia de glicose, pelo menos em parte pela modulagdo de enzimas da via
gliconeogénica hepatica, além de promover o aumento da expressdo de citocinas
pré inflamatdérias no figado quando comparada a dieta controle, feita com o
respectivo 6leo ndo modificado (OP). Ademais, muitas das alteracdes observadas no
grupo OPI se assemelhou aos grupos hiperlipidicos. Sendo assim, os grupos OP
(controle negativo), OPl e HLOP (controle positivo) foram mantidos por mais 8
semanas de dieta além do periodo proposto inicialmente, totalizando 16 semanas.
Como os resultados como 8 semanas de dieta ndo mostraram diferenca significativa
entre os grupos hiperlipidicos (HLOP e HLOPI), apenas o grupo HLOP foi mantido
como um controle positivo. Este protocolo objetivou avaliarmos a exposicao em
longo prazo a gordura interesterificada em uma dieta normocalérica e normolipidica.
Alguns experimentos foram conduzidos e resultados parciais estdo expostos a

sequir.

Como apresentado na figura 15A e 15B, ndo é observada diferenca no
ganho de peso entre os grupos OP e OPI, enquanto que o grupo HLOP manteve a
diferenca de peso com relacdo aos grupos normocaléricos. Interessantemente, o
grupo OPI continuou apresentando maior glicemia de jejum (figura 16A) e piora da
tolerancia a glicose de acordo com a curva de glicose durante o ipGTT (figura 16B)
e aumento da area soba curva de glicose durante o ipGTT (figura 16C), quando
comparado ao seu controle OP.
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Figura 15. Ganho de peso corporal semanal e adiposidade apds 16 semanas de
dieta. (A) Curva do ganho de peso corporal (em g) semanal. (B) Delta do ganho de
peso corporal (em g) apds 16 semanas de dieta. (C) Peso relativo do tecido adiposo
branco epididimal. OP: dieta controle com 10% de éleo de palma nativo; OPI: dieta
controle com 10% de 6leo de palma interesterificado; HLOP: dieta hiperlipidica com
60% de 6leo de palma nativo. Dados apresentados em média + erro padrdao da
média (n = 5 — 6). A significancia estatistica esta representada por letras diferentes

obtida por One-way ANOVA seguido pelo pés-teste LSD para comparagdo entre
grupos.
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Figura 16. Glicemia de jejum e avaliacao de tolerancia a glicose apo6s 16
semanas de dieta. (A) Glicemia de jejum apds 16 semanas de dieta. (B) Curva de
glicemia durante o ipGTT. (C) Andlise da area sob a curva de glicose durante o
ipGTT. OP: dieta controle com 10% de 6leo de palma nativo; OPI: dieta controle com
10% de 6leo de palma interesterificado. Dados apresentados em média + erro
padrao da média (n =5 — 6). * Test-t de Student OPxOPI.
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5. DISCUSSAO

Os efeitos dos diferentes tipos 6leos e gorduras no metabolismo tém sido
amplamente explorados na literatura. Estudos indicam uma forte correlagdo entre o
tipo de gordura ingerida e diferentes repercussoes na saude (WANG et al., 2016)
mostrando principalmente, a importdncia da substituicio dos &acidos graxos
saturados e acidos graxos frans por acidos graxos insaturados, como estratégia para

a diminuicdo do consumao.

O consumo &cidos graxos saturados € capaz de modular respostas
inflamatdrias em tecidos metabolicamente ativos como figado (CAIl et al., 2005;
MORINAGA et al.,, 2015; OBSTFELD et al.,, 2010), adiposo (HOTAMISLIGIL;
SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993; HOTAMISLIGIL et al., 1995), musculo (FINK et al.,
2014; VARMA et al., 2009) e hipotalamo (DE SOUZA et al., 2005; MILANSKI et al.,
2009; THALER et al., 2011), pela ativacdo de respostas inflamatérias por meio de
receptores do sistema imune inato e de citocinas, contribuindo para a manutencao
da condicdo de inflamacao cronica e de baixo grau encontrada em individuos em
sobrepeso e obesos. Evidéncias mostram claramente a relagdo entre o consumo de
produtos industrializados contendo gordura trans e o risco do desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (MOZAFFARIAN; ARO; WILLETT, 2009).

Cerca de 90% dos AG TRANS consumidos na dieta sdo provenientes da
hidrogenacao parcial de 6leos feita pela industria para a sua aplicacdo em diversos
tipos de alimentos (SCHEEDER, 2007). Diversos estudos mostram os efeitos
deletérios das gorduras parcialmente hidrogenadas (ASCHERIO; WILLETT, 1997;
HU et al.,, 1997; MENSINK, RONALD P, KATAN, 1990; MOZAFFARIAN; ARO;
WILLETT, 2009; OOMEN et al., 2001). Diante dessas evidéncias, diversas medidas
foram tomadas com intuito eliminacdo dos AG TRANS dos produtos alimenticios,
entre eles as mais recentes sao as determinacdes do érgdo americano FDA de
junho de 2015 e a aprovagdo em maio de 2017 do Projeto de Lei do Senado n® 478,
de 2015, no Brasil.
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A industria de alimentos para se adequar a legislacao vigente no pais tem
se utilizado de diversas alternativas para substituicAio da gordura trans nos
alimentos, entre elas, as gorduras interesterificadas consiste em alternativa
tecnologica, uma vez que viabiliza a producdo de dleos e gorduras com
funcionalidades especificas pela alteracao fisico-quimica dos TAG e sem a formacéao
de isébmeros trans (HAUMANN, 1994).

Neste estudo, o 6leo de palma (OP e HLOP) foi utilizado como fonte
dietética de lipidios e para que pudéssemos evitar outras possiveis variaveis, como
a composicao diferenciada em &acidos graxos e a desproporcionalidade da
quantidade de AG SAT, AG MONO e AG POLI, a mesma matéria prima foi utilizada
para obtermos a fracao lipidica interesterificada (OPI e HLOPI), a fim de mantermos
o perfil de acidos graxos e a proporcdo de AG SAT, AG MONO e AG POLI
(tabela 2).

A distribuicdo de &cidos graxos nos TAG naturais ndo ocorre de maneira
randomizada. A distribuigcdo regioespecifica de acidos graxos em 0leos e gorduras
naturais se da por: acidos graxos saturados quase que exclusivamente nas posicoes
sn-1 e sn-3 e 0s &cidos graxos insaturados, preferencialmente, na posicdo sn-2
(MENAA et al, 2013; RIBEIRO et al.,, 2009b). O éleo de palma apresenta
caracteristica semi-sélida a temperatura ambiente e estas propriedades fisicas
podem ser atribuidas pela quantidade proporcional de acidos graxos saturados e
insaturados (50:50) e pela sua composicao trigliceridica, principalmente pela
presenca de TAG trissaturados (PPP), dissaturados (POP) e monossaturado (POO)
(GRIMALDI et al.,, 2005; NOOR LIDA; KALYANA; NOR AINI, 2007). Nossos
resultados confirmaram as mesmas caracteristicas na composi¢éo do éleo de palma
(tabelas 2 e 3)

A interesterificacdo quimica permite uma randomizagdo completa dos
acidos graxos nas moléculas de glicerol, sendo observada a maior incidéncia de
acidos graxos saturados na posicdao sn-2, enquanto que os acidos graxos
insaturados tendem a diminuir em sn-2 e migrarem para sn-1 e sn-3 (MENAA et al.,
2013; RIBEIRO et al., 2009b). Conforme o esperado, nossos resultados mostram
que apos a reacgao de interesterificagdo quimica, a quantidade de saturados em sn-2
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passou de 18,1% para 65,9% e de insaturados em sn-1,3 de 22,4% aumentou para
75,8% (tabela 4).

Umas das maiores dificuldades que enfrentamos para comparar e
analisar os resultados dos trabalhos que estudam os efeitos das gorduras
interesterificadas sdo a utilizacdo de diferentes desenhos experimentais e/ou
metodologias, sendo frequente o uso de dietas nao-pareadas em termos de
composigdo em 4cidos graxos e teor relativo de acidos graxos saturados, acidos
graxos monoinsaturados e acidos graxos poliinsaturados, dificultando o isolamento

do efeito da interesterificacao per se.

Além da dieta normocalérica e normolipidica (OP e OPIl) as mesmas
bases lipidicas (6leo de palma e éleo de palma interesterificado) foram utilizadas em
quantidades suprafisioldgicas (HLOP e HLOPI) com objetivo de avaliar nao somente
a qualidade da gordura da dieta, mas também se a interesterificagdo poderia
potencializar o efeito ja conhecido que as dietas hiperlipidicas exercem no
metabolismo. Portanto, além da interesterificacdo incluimos no estudo o efeito da
proporcao de lipidios em relagdo ao valor energético total (VET) da dieta (OP e OPI
10% do VET e HLOP e HLOPI 60% do VET).

Nossos primeiros resultados sobre os parametros metabdlicos mostram
que, apds 8 semanas de dieta, os dois grupos hiperlipidicos apresentaram maior
ganho de peso corporal e maior quantidade de tecido adiposo branco epididimal
quando comparados aos grupos normocaléricos (OP e OPI). Observamos que o
consumo da dieta OPI levou ao aumento do ganho de peso corporal, aumento da
glicemia em jejum e maior area sob a curva de glicose durante o ipGTT e ipITT nos
animais em comparagcdo a dieta controle OP. Interessantemente, quando
comparamos o OPIl com os grupos que receberam dieta hiperlipidica, a glicemia de
jejum, area sob a curva de glicose durante o ipGTT e o conteldo de glicogénio
hepatico nao apresentaram diferencas estatisticas, ou seja, para alguns
parametros analisados o grupo OPI foi similar aos grupos hiperlipidicos, mostrando
que em algumas situagcdes a qualidade de dieta recebida (10% do VET em gordura
interesterificada) foi tdo deletéria quanto a dieta hiperlipidica (60% do VET em
lipidios).
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Além disso, dados prévios do nosso grupo mostram que o consumo de
dieta controle, normocalérica e normolipidica com 10% do VET em lipidios
provenientes do 6leo de soja interesterificado quando comparado ao consumo do
0leo de soja ndo modificado provocou aumento do ganho de peso, da glicemia de
jejum e piora na tolerancia a glicose durante o ipGTT, bem como elevada expressao
de marcadores de estresse de reticulo endoplasmatico e citocinas pré-inflamatérias
no figado de ratos wistar, resultados bastante semelhantes ao grupo hiperlipidico
(60% do VET em lipidios) (MIYAMOTO et al, submetido e em andlise The Journal of

Nutritional Biochemistry).

Nossos resultados associados a outros estudos ja publicados trazem a
preocupacao com o aumento da utilizacdo desse tipo de gordura modificada na
producdo de alimentos. Estudo com modelos experimentais de programacéao
metabdlica mostrou que prole de méaes que receberam dieta com gordura
interesterificada ou 6leo de palma durante a gestacao e lactacao apresentou maior
deposicao de tecido adiposo visceral na vida adulta quando comparado aos grupos
que receberam 6leo de soja, 6leo de palma ou gordura trans (MAGRI et al., 2015).
Outro estudo utilizou camundongos knockout para o receptor hepatico de LDL, como
modelo de aterosclerose, que foram alimentados com gordura interesterificada
enriquecida com &cido palmitico ou estedrico em sn-2 ou ainda, outras fontes de
lipidios naturais ricos em: poliinsaturados, trans ou palmitico/estearico (mistura
controle da interesterificacdo) para avaliar o efeito na lesdo aterosclerética. Foi
observado que a gordura interesterificada enriquecida com &cido palmitico na
posicao sn-2 do TAG promoveu aumento no ganho de peso corporal e aumento da
area lesionada em artérias, quando comparado aos grupos que receberam dieta
enriquecida com poliinsaturados ou acido estearico em sn-2 (AFONSO et al., 2016).

O figado é principal 6rgao responsavel pelo controle da homeostasia de
glicose e a regulacdo da via gliconeogénica desempenha um papel fundamental
para a manutencao da glicemia em longos periodos em jejum, sendo que a falta na
regulacao da gliconeogénese hepatica promove um aumento da producao endégena
de glicose, o que resulta na hiperglicemia em jejum (GASTALDELLI et al., 2004;
MAGNUSSON et al., 1992). Apés curtos periodos em jejum, a producédo de glicose
acontece pela quebra do glicogénio hepatico até que seus estoques diminuam

sendo que, posteriormente, outros substratos nao-carboidratos serdo utilizados na
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via gliconeogénica hepatica como por exemplo, lactato, glicerol e alguns
aminoacidos. Estudo recente mostra que animais alimentados com dieta
hiperlipidica apresentaram aumento do glicogénio hepatico devido a elevada da
expressao de PTG (glycogenic scaffolding protein) (LU et al., 2014).

ApoGs observarmos o aumento da glicemia de jejum, foram avaliadas a
expressao génica e o conteudo proteicos da enzimas-chave responsaveis pelo
controle da gliconeogénese hepatica, a PEPCK e a G6Pase. Apesar da dieta néo ter
promovido diferengas na expressao génica de Pepck e G6Pase, o conteudo proteico
de PEPCK no tecido hepatico mostrou-se significativamente elevado no grupo OPI
(3 vezes maior) quando comparada ao grupo OP. Estes resultados sugerem que o
aumento da glicemia de jejum em resposta ao consumo de dieta normocaldrica e
normolipidica com gordura de palma interesterificada poderia estar relacionada com
0 aumento do conteudo de enzima responsaveis pelo controle da gliconeogénese.
Porém, outros marcadores deveriam ser considerados para avaliar essa relacéo,
uma vez que o controle da via gliconeogénica é muito mais complexa. Podemos citar
como exemplo, a piruvato carboxilase (PC) (MCCLURE; LARDY; KNEIFEL, 1971) e
frutose-1,6-bifosfatase (FBPase) (MEEK; NIMMO, 1984), que também sao enzimas-
chave da via, como outros pontos de regulacdo, além da concentracdao de
precursores como aminoacidos (KREBS et al., 2003) e/ou glicerol (PREVIS; CLINE;
SHULMAN, 1999). Além disso, ha evidéncia de que a hiperglicemia em jejum em
pacientes com DM2 n&o estava associada com o aumento da expressao génica e no
conteudo proteico de PEPCK e G6Pase, e que a ndo modificagdo do conteudo
destes marcadores nao estdo necessariamente correlacionados com a hiperglicemia
observada em pacientes com DM2 (SAMUEL et al., 2009).

Nossos resultados mostraram que 0 aumento na expressao de citocinas
pré inflamatérias IL-1b e IL-6 no grupos OPIl quando comparados ao grupo OP
poderiam ter uma contribuicdo importante na modulacdo dos reguladores da
gliconeogénese. No figado, a insulina é o principal inibidor da gliconeogénese, por
meio da inativacdo do fator de transcricao (FOXO1) dos genes gliconeogénicos
(PEPCK, PC e G6Pase) (RUI, 2014). A sobrecarga de nutrientes, principalmente
acidos graxos e inflamacao crénica no tecido hepatico podem promover a Rl e assim
resultar no aumento enzimas-chave da gliconeogénese hepatica (CHEN et al., 2015;
PERRY et al., 2014).
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O processo de interesterificacdo leva ao aumento no ponto de fusao do
produto, mediante a introdugcédo de acidos graxos saturados (palmitico ou esteérico)
na posicao sn-2 do glicerol, resultando em aumento nos niveis de triacilglicerdis
dissaturados e trissaturados (BERRY, 2009; RIBEIRO et al., 2009a). Tais alteracdes
estruturais no TAG podem ter um impacto importante no metabolismo, uma vez que
as estruturas de 2-monoacilglicerois sdo mantidas durante a digestao e absorcao, e
estas servem de precursores para a formagdo de novos TAG que serdo
transportados pelos quilomicrons (INNIS; DYER, 1997; INNIS, 2011). Estudos em
animais e humanos (bebés recém-nascidos) mostram a preferéncia da absorcéo de
acidos graxos de cadeia longa posicionados em sn-2 (CARNIELLI et al., 1995;
MATTSON; VOLPENHEIN, 1962; TOMARELLI et al., 1968).

As lipases pancreaticas hidrolisam preferencialmente os &cidos graxos
presentes nas posi¢cdes externas do TAG, sn-1 e sn-3, liberando dois acidos graxos
livres e um 2-monoacilglicerol (2-MAG), e os acidos graxos saturados posicionados
em sn-2, sdo mais eficientemente absorvidos. Os 2-MAG sdo moléculas anfipaticas,
pois sdo constituidas por uma parte polar (glicerol) e apolar (acido graxo) e esta
caracteristica parece ser vantajosa para a absorcdo de AG SAT posicionados em
sn-2 quando comparados com aqueles posicionados em sn-1 ou sn-3 (CARNIELLI
et al.,, 1995; INNIS; DYER, 1997; INNIS, 2011; MATTSON; VOLPENHEIN, 1962;
TOMARELLI et al., 1968).

Sendo assim, os resultados apresentados sugerem que a composicao
posicional dos &cidos graxos nos TAGs parece ter uma influéncia na sua
digestibilidade, absorcdo e metabolismo, repercutindo nas suas propriedades
nutricionais, o que poderiam explicar os efeitos nos parametros metabdlicos e na
homeostasia glicémica.
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6. CONCLUSAO

Estes resultados sugerem que a alteracdo da fonte dietética e,
consequentemente, a qualidade de lipidios (TAG natural por TAG modificado) numa
dieta normocalérica e normolipidica, como no caso do nosso estudo, a substituicdo
da gordura de palma ndao modificada (OP) pela gordura de palma interesterificada
(OPI) resultaram em alteragbes importantes tanto em parametros metabdlicos,
quanto em prejuizo homeostasia da glicose no grupo OPI. Os resultados descritos
neste trabalho sdo, provavelmente, devido a nova composicao triacilgliceridica com
alteracées no posicionamento dos acidos graxos na molécula de glicerol apds a
interesterificacdo quimica. No entanto, outros trabalhos sdo necessarios para
explicar os mecanismos moleculares envolvidos no efeito da gordura

interesterificada no metabolismo.
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Certificamos que o projeto intitulado "Avaliacdo da producédo hepatica de glicose em

camundongos alimentados com dieta rica em gordura interesterificada", protocolo n°

3853-1, sob a responsabilidade de Profa. Dra. Marciane Milanski Ferreira / Josiane Erica
Miyamoto, que envolve a produgéo, manutengéo e/ou utilizagéo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica ou
ensino, encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE
2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais e do DECRETO N°
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Abstract

Background: Interesterified fats have largely replaced trans fat in the food industry as an economically viable alternative. Generating interest to study their health effects. Objective: To evaluate the dietary
sources of lipids and their role on metabolic parameters as well as intracellular stress pathways in livers of rats fed with interesterified fat. Methods: Male Wistar rats S5 weeks old were submitted to either
control diet (SO), containing 10% fat (soybean oil), control interesterified diet (I1SO), containing 10% interesterified fat or high fat diet (HFD) containing 0% fat rich in saturated fatty acids for 8 or 16
weeks. Metabolic parameters and hepatic gene expression were evaluated. Results: The HFD consumption led to increased body mass, adiposity and impaired glucose tolerance compared to SO and ISO
at both time points of diet. The 1SO group showed an increased body mass gain, retroperitoneal WAT mass and fasting glucose, and impaired glucose tolerance during ipGTT at 16 weeks compared to
SO. Also, at 8 weeks, hepatic gene expression of Atf3 and Tnf was increased in the 1SO group compared to the SO group. Conclusion: The replacement of natural fat with interesterified fat on a
normocaloric and normolipidic diet negatively modulated metabolic parameters and resulted in impaired glucose tolerance in rats.
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