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RESUMO

A obesidade 14 ¢ considerada uma epidemia mundial independente de condigDes
econbmicas e sociais. O risco aumentado de mortalidade e morbidade associado 2 obesidade tem
sido alvo de muitos estudos que tentam elucidar os aspectos da sindrome X como conseqiiéneia
da obesidade. Deste modo, o objetivo deste estudo fol desenvolver uma racfio hiperlipidica,
baseada na ingestfo alimentar de mulheres obesas brasileiras, capaz de desencadear obesidade
em raias TBmeas sauddveis. Na preparacso da racio foi utilizado: banha de porco como fonte de
gordura (38,7% do VCT), caseina comeo fonte de proteina (17,1% do VCT) e amido como fonte
de carboidrato (44.2%do VCT). Apos 40 dias de alimentag@io hiperlipidica, ratas wistar
apresentaram o mesmo peso corporal comparado com o grupo que ingeriu raciio controle, no
entanto, 0 grupo experimental apresentou maior quantidade de gordura na carcaga e também
maior tecido adiposo marrom comparado com ¢ grupo controle. Quando a ragio hiperlipidica foi
mantida por mais 20 dias, ¢ depois por mais 80 dias, as evidencias de actmulo de gordura foram
ainda maiores. Foi possivel identificar também prejuizo na tolerdncia 2 glicose durante teste oral
de toleréncia 4 glicose realizado apés 40, 60 e 120 dias de alimentagfo hiperlipidica comparado
com confrole. Os animais alimentados com dieta hiperlipidica por 60 dias apresentaram
hiperinsulinemia (29,7%) e hiperglicemia (9,3%) quando comparado com os valores encontrados
no grupe controle. Deste modo, foi possivel concluir que a racgo desenvolvida neste estudo 1ol
eficiente em desencadear o guadro de obesidade com prejuizo na tolerdncia 4 glicose em ratas

saudaveis.
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ABSTRACT

Obesity has been reporied as a worldwide epidemic, independent of economic and social
conditions. The possible causes of increased mortality and morbidity associated with obesity
have been focused by many studies that attempt to understand the X syndrome, one of the
consequences of obesity. The aim of the present study was 1o develop a high fat diet based on the
dietarv intake of Brazilian obese women, which would be able to induce dietary obesity in
healthy fernale rats. The diet was formulated with lard as fat source (38,7% of calories), casein as
protein source (17,1% of calories) and starch as carbohydrate source (44,2% of calories). After
40 days of high fat diet consumption, young female Wistar rats presented the same body weight
compared with the control group, but higher carcass fat content. Brown adipose tissue weight
was also increased in these animals, as compared with controls. Evidence of fat accumulation
was higher when the diet was sustained for 60 and 120 days. We could also identify impairment
in glucose tolerance with the oral glucose test tolerance after 40, 60 and 120 days in the animals
on the high fat diet. These rats presented hyperinsulinemia (29,7%) and hyperglycemia (9,3%)
after 60 days, as compared with controls. The diet developed in this study was therefore efficient

in inducing obesity and glucose intolerance and healthy female rats.



L. INTRODUCAO

Evidéncias sugerem que a prevaléncia do sobrepeso e da obesidade tem aumentado em
taxas alarmantes incluindo paises desenvolvidos e subdesenvolvidos. e acordo com a
classificagfio estabelecida pela Organizacdo Mundial de Satde (WHO 1998), 54 % dos adulios
nos Estado Unidos estio sobrepeso (Indice de Massa Corporal - IMC > 25 kg/m®) e 22% estio
obesos (IMC > 30 kg/m?). O primeiro, segundo ¢ terceiro “Natiopal Health and Nurition
Examination Surveys” (NHANES-I, NHANES-IT e NHANES Il apud Kuczmarski et al 1994),
conduzidos nos Estados Unidos de 1971-1974, 1976-1980 ¢ 1988-1991, respectivamente,
mostraram que apesar dos 33 bilhdes de dolares movidos pela industria de “comeo perder peso”, o
ngmero de casos de obesidade vem aumentando significativamente sem diferencas raciais ou
sociais. Em 1976-1980 a estimativa feita pelo NHANES mostrou que 25,4% dos adultos entre
20-74 anos apresentavam sobrepeso (IMC > 27,5 kg/m?), enquanto a estimativa realizada em
1988-1991 aumentou para 33,3% (Kuczmarski et al 1994).

A obesidade € considerada uma epidemia mundial (WHO 1998; Popkin e Doak 1998).
No caso do Brasil, as mudancas demogréficas, sdcio-econdmicas e epidemioldgicas ao longo do
tempo permitiram que ocorresse a denominada ftransicio nos padrbes nutricionals, com 2
diminui¢fo progressiva da desnutricio e o aumento da obesidade (Monteiro et al 1995a e b;
Francischi et al 2000 e 2001a). Isso se torna um problema de satde pablica uma vez que as
conseqiiéncias da obesidade para a saide s8c muitas, ¢ variam do risco aumentado de morte
prematura 2 severas doencas nfo letais, mas debilitantes que afetam diretamente a qualidade de
vida destes individuos (Tabela 1). A cbesidade ¢ fregiientemente associada com hiperlipidemia
(O’dea 1991; DeFronzo ¢ Ferrannini 1991; McNamara et al 1992) ¢ diabetes mellitus ndo
insulino dependente (NIDDM) (McNamara et al 1992), duas condi¢Bes intimamente
relacionadas com doencas cardiovasculares (Stunkard e Wadden 1992; Bidmtorp ¢ Brodoff
1992; Després e Lamarche 1994),



Tabela 1. Doencas associadas com a obesidade

CARDIOVASCULARES Hipertensio REGIA0 PEITORAL Cancer de mama

Doencas coronarianas (Ginecomastia

Acidente Vascular Cerebral  UTERD Céncer endometrial

Veias varicosais {Céneer cervieal

Trombose venosaprofunde UROLOGICO Cincer de préstata
RESPIRATORIAS Falta de ar Incontinéncia urindria

Apnéa durante o sono PELE Micoses

Stndrome da hipoventilaggo Linfoedemas
GASTROTNTESTINAIS  Hémia de hino Celulites

Célculo na vesicula biliar Acantose

Cirrose e Esteatose hepdtica  ORTOPEDICAS Ostecarirites

Hemorrdida Gota

Céncer colorectal ENDOCRINAS Reducio no GH ¢ IGF]
METABOLICAS Hiperlipidemia Reduglio na resposta 4 prolactina

Hesisténela 4 insuling Respostas hiperdindmicas do ACTH

Disbetes meliitus Aumento do cortisol livre na urina

Sindrome do ovério policistico AlteracSes nos horménios ssxuais

Hiperandrogenizacio GRAVIDEZ Complicacbes obstéiricas

Irregularidades menstruais Operagio por cesariana
NEUROLOGICA Blogueio nervoso Bebés muito grandes
RENAL Proteintiriz Defeitos no tubo neural

FONTE: Jung (1997},

Assim que as conseqiiéncias da obesidade para a satide foram demonstradas, muitos
estudos tem sido realizados com o objetivo de identificar os principais fatores que contribuem
para o seu desenvolvimento. A importincia genética na etiologia da obesidade também tem sido
foco de pesquisa em todo o mundo. A identificagdo e sequenciamento do gene 0b que codifica ¢
peptideo leptina, e a descoberta que o defeito neste gene parece ser a simples causa da chesidade
em ratos ob/ob (Zhang et al 1994), tem gerado considerdvel interesse na genética da obesidade.
No entanto, existem poucas evidéncias sugerindo que algumas populagfes sdo mais susceptiveis
a obesidade por motivos genéticos, além disto, o substancial aumento na prevaléncia da
obesidade observado nos {iltimos 20 anos, nfo pode ser justificado por alteragdes genéticas que
teoricamente teriam ocorrido neste pequeno espago de tempo (Hill e Petters 1998; Jebb 1999).
Deste modo, alguns autores enfatizam o fato de que z diferenca na prevaléncia da obesidade em

diferentes grupos populacionais estd muito mais atribuida aos chamados fatores ambientais



(WHO 1990; Jebb 1999), em especial & dieta (WHO 1990, 1995 e 1998; Rolis ¢ Shide 1992) e 2
atividade fisica (WHO 1990, 1995 ¢ 1998; Schuiz ¢ Schoeller 1994; Haapanen et al 1997;
Popkin e Doak 1998; Grundy 1998) que, interagindo com fafores genéticos, poderia explicar o
actimulo de excesso de gordura corporal em grandes proporgdes na populagfo mundial (Melby et
al 1998; Hill et al 2000},

A obesidade nfo ¢ uma desordem singular, e sim um grupo heterogéneo de condigles
com miltiplas causas que em Gitima analise, refletem no fendtipo obeso (Jebb 1999}, O balance
energético positive, que ocorre quando ¢ valor caldrico ingerido ¢ superior ao gasto, €
importante confribuidor para o desenvolvimento da obesidade promovendo aumento nos
estoques de energia € peso corporal. O inicio da manutengfo de um balango calérico positive
relative s necessidades do organismo pode ser consegiiéncia, tanto de aumento na ingestfio
calbrica, como reducfo no total caldrico gasto ou os dois fatores combinados (Pereira et al
1999a). Dados recentes encontrados em nosso laboratéric demonstraram a alta incidéncia de
sedentarismo na populacdo obesa. Em nosso estudo §0% das participantes nfo praticava
qualguer atividade fisica (Freitas et al 1998). Além disto, o processo de modernizagfo ¢ transig8o
econdmica observada na maioria dos paises tem promovido alteracBes na industrializacfo da
producdo alimenticia que colabora para o consumo de dietas ricas em proteina e gordura ¢ baixa
em carboidratos complexos (Mahan e Escott-Stump 1998). Atualmente existe maior quantidade
de alimentos disponiveis, enguanto a demanda energética da vida modema tem caido
drasticamente. Estudo realizado com criangas nos EUA (Wildey et al 2000) demonstrou que
aproximadamente um ter¢o do consumo calérico didrio das criangas ¢ realizado na escola, onde
88,5% do estogue das lanchonetes € rico em gordura e/ou aglicar. Em estudo relatado por Mahan
¢ Escott-Stump (1998} realizado com 264 irabalhadores (203 homens e 61 mulheres) foi
observado que 81,9% dos individuos consumia lipidio acima de 30% do total caldrico ingerido,
dado semethante ao encontrado na populagfo norte-americana (Mahan e Escott-Stump 1998).
Metade das mulheres ingeria acima de 40% de lipidio na dieta ¢ a freqiiéncia de sobrepeso era de
43,9%, enquanto a2 de individuos obesos era 23,1%. Cutro dado interessante observado pelo
grupo foi que a maioria dos trabalhadores realizava apenas trés refeicBes didrias ¢ 43% dos
individuos obesos tinham o jantar como a maior refeiglio. Ha indicios que o padrfo de
alimentacio hiperlipidica, hiperproteica e hipoglicidica esteja se repetindo também no Brasil
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Estudos realizados com mulheres obesas brasileiras por nosso grupo demonstraram que mais de
30% do total calérico ingerido por esta populaco era proveniente de lipidios (Pereira et al 1998
e 1999b; Klopfer et al 1999; Francischi et al 1997, 19992 e 1999b), o que demonstra ingestéo
semelhante 4 encontrada nos paises desenvolvidos caracterizando esta dieta como ocidentalizada.

A tendéncia secular no aumento da obesidade parece ocorrer paralelamente 2 reducfo na
pratica de atividade fisica € aumento no sedentarismo (Martinez 2000). O habito da préatica de
atividade fisica ¢ influenciado na crianga pelos pais, ¢ quando desenvolvidos nesta fase, tendem
a se manter do mesmo modo até a fase adulta (Strauss 1999). Além disso, uma reduco natural
1o gasto energetico € observada com a modernizacio, ocasionando estilo de vida mais sedentario
com transporte motorizado, equipamentos mecanizados que diminuem o esforgo fisico de
homens e mulheres tanto no frabalho como em casa (WHO 1998). J4 foi demonstrada uma
reducdo de aproximadamente 600kcal com a diminuigfio do tempo despendido com brincadeiras
de rua ¢ o aumento do tempo assistindo televisdo, do mesmo modo cortar grama com as mios
gastava aproximadamente 500kcal/h, enquanto, com a utilizaglio de cortadores elétricos de
grama o gasto diminuiu para 180kcal/h, lavar as roupas no tanque consumia aproximadamente
1500keal/dia enquanto usar a méaquina de lavar requer apenas 270kcal/2h para 4 mesma
quantidade de roupas (Martinez 2000). De fato poucas atividades hoje em dia sfo classificadas
com muito ativas, enquanto hd algumas décadas atrés vérias atividades tinham esta caracteristica
(WHO 1998). No entanto, ¢ muito dificil estabelecer uma relacio de causa e efeito entre o IMC e
o grau de atividade fisica, mas sabe-se que a reduciio na atividade fisica didria afets direta e
indiretamente (através da TMB) o gasto energético didrio do individuo. Os trés principais
componentes do gasto energético didrio (Figura 1) sfo: a taxa metabélica basal (TMB), o efeito
térmico dos alimentos (ETA) e 2 pratica de atividade fisica (AT) (Schutz 1995; Blair et al 1996).
Varios autores j4 demonstraram relagdio inversa entre TMB ¢ IMC em animais {(Yoshioka et al
1992) e redugdo da TMB ¢ aumento de peso corporal em humanos (Albu et al 1997; Weinsier et
al 1998).
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Figura 1. Distribui¢fio aproximada dos principais contribuintes do gasto energético didrio relative a um

adulto sedentario ( ETA: sfeito térmico dos alimentos), FONTE: adaptaciio de Ravussin e Swinbur 1992 Ju: Persira
et gl 19993

Deste modo, o sedentarismo e os habitos nufricionais parecem representar o principal
fator de risco no desenvolvimento da obesidade mundial {(WHO 1998; Pereira et al 1999a;
Francischi et al 2000). O Brasil parece estar seguindo esta mesma linha, visto que em 1997 a
prevaléncia de obesidade no pais fol estimada em 11% da populaciio (Monteiro € Conde 1999},
enquanto em 1989 era de 9,6% ¢ em 1974 era de 5,7% (Monteiro 1995b). Levantamento do
Ministério da Saude referente ao ano de 1993 demonstra que cerca de 15% da populagio adulta
ja se encontra com sobrepeso.

1.1 Obesidade ¢ Dieta Hiperlipidica

A literatura indica que nfio s os totais de energia ingerida e gasta regulam a quantidade
dos estoques corporais, como proposto por Flatt (1987 ¢ 1995) e aceito por muitos autores
{(Swinburn e Ravussin 1993; Tremblay et al 1994; Melby et al 1998; Prentice 1998; Hill et al
2000}. O balango de cada macronutriente parece possuir um rigoroso controle para ajustar seu
consumo com sua oxidago (¢ vice-versa) e manter um estado de equilibric. Flatt (1987) afirma
que o balango de nitrogénio e de carboidratos ¢ facilitado pela capacidade do organismo em
ajustar as taxas de oxidagfo de aminodcidos e de glicose, respectivamente, em relagfio aos seus
consumos alimentares. No caso das gorduras, esse ajuste é bem menos preciso € 0 aumento no
seu consumo nfo estimula proporcionalmente a sua oxidagdo. Além disso, a eficiéneia com que
o lipidio da dieta ¢ estocado como gordura corporal € alta, cerca de 96% (WHO 1998). O
aumento na ingestdo lipidica induzird ao balanco lipidico positivo e, conseqiientemente, ao
actimulo na massa adiposa corporal (Flatt 1987 e 1995). Em animais, os estudos apontam que a
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alimentacio hiperlipidica € um componente importante na eticlogia da obesidade, j4 que dietas
hiperlipidicas comprovadamente levaram ac excesso de gordura corporal em macacos, cdes,
suinos, esquilos, hamsters e ratos (Willet 1998; Katan 1999), sendo que as causas dessa resposta
ainda nfio estfo claras. No entanto, acredita-se que dietas hiperlipidicas conduzam a hiperfagia,
ou cause efeitos metabolicos independentemente desta (West ¢ York 1998) como redugdo na
secrecio de leptina (Ainslie et al 2000), ou limitag8io na sua capacidade de atuagio (Frederich et
al 1995). A leptina € uma proteina circulante produzida, proporcionalmente, pela massa de tecido
adiposo ¢ age no sistema nervoso aumentando a saciedade (Maffei et al 1995; Pelleymounter et
al 1993). No caso de reducfio de sua secrecio ou resisténeia 4 sua agdo, haveria um aumento da
ingestdio alimentar devido a uma fatha no mecanismo de saciedade, o que poderia ocasionar
aumento de adiposidade {(Ainslie et al 2000). No entanto, outras possibilidades existem para
justificar o aumento da adiposidade decorrente da dieta hiperlipidica. No estudo desenvolvido
por Lladé e colaboradores (2002) os autores observaram redugdo na atividade lipolitica do tecido
adiposo retroperitoneal apos ingestdo de dieta de cafeteria. Segundo os autores, esta redugfo foi
decorrente de uma alteragio na proporgio de receptores o ¢ § adrenérgicos, tanto em ratos
machos quanto em f&meas, resultando em aumento de gordura neste tecido.

O motive pelo qual os lipidios da dieta podem conduzir a hiperfagia deriva das suas
propriedades organolépticas (Prentice 1998), tais como alta palatabilidade, textura caracteristica
(Tagle 1981; Rolls ¢ Shide 1992) e grande utilidade ¢ versatilidade como ingrediente cﬁﬁnéﬁo
(Pike 1950). Inclusive em ratos, uma dieta hiperlipidica é preferencialmente consumida quando
os animais podem escolher entre trés rages, sendo cada uma fonte de um dos macronutrientes
(Miller et al 1994). Fisiologicamente, dentre todos os outros macronutrientes, os lipidios so os
que apresentam a maior densidade energética ¢ a maior capacidade de estoque no organismo
(WHO 1998).

No entanto, alguns autores acreditam que o tipo de lipidio ingerido na dieta também pode
influenciar o acumulo de adiposidade visto que alguns trabalhos mostram significativa
correlagiio entre percentual de gordura corporal e percentual de gordura saturada e
monoinsaturada ingerida na alimentacio (Romieu et al 1988). Matsuo e Suzuki {1994) também
encontraram alteragdic na afinidade dos receptores § adrenérgicos no tecido adiposo marrom, no

coragdo e no moisculo sdleo decorrente de dieta hiperlipidica rica em Acidos graxos saturados.
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Awad e Zepp jé haviam demonstrado em 1979 gue ratos alimentados com dista rica em 4cidos
graxos saturados apresentavam menor taxa de lipolise do gue animais alimentados com dieta rica
em 4cidos graxos polinsaturados, devide a menor atividade da lipase horménio sensivel. Em
outro estudo mais recente, Awad e Chattopadhyay (1986) demonstraram que a dieta rica em
acidos graxos saturados altera a composiglo do triacilglicerol nos adipdcitos meodificando a
posigdc dos acidos graxos. Deste modo, os autores acreditam que uma possibilidade para 2
reducic na afividade lipolitica resultante da dieta rica em d4cidos graxos saturados, seja
consegiléncia de uma menor afinidade entre a lipase horménio sensivel e o triacilglicerol
modificado. Outros autores j4 demonstraram que a ingestio de 4cidos graxos saturados promove
acmulo de adiposidade por diminuicho da atividade da lipoproteina lipase devido a uma
redugfio da atividade simpéfica no tecido adiposo marrom, coraclio e misculo esquelético
{Matsuo ¢ Suzuki 1994; Takeuchi et al 1995). A atividade do complexo carniting palmitoil
transferase (CPT) e, conseqlientemente 2 § oxidagHo, também foram reduzidas com a ingestio de
acidos graxos saturados {Takeuchi et al 1996). Na revis#o escrita por Pan € colaboradores (1994)
sobre diferentes tipos de acidos graxos, alteracdes nas membranas fosfolipidicas e obesidade, os
antores descrevem que, além dos 4cidos graxos saturados serem oxidados mais lentamente
devido, parcialmente, a reduzida taxa de absorclio pelas células intestinais e, subsegilente
reduzida taxa de reesterificacfo, estes 4cidos graxos promovem alteragBes nas membranas
celulares que, por fim, reduzem a taxa metabllica basal destes animais contribuindo para o
aumento da adiposidade dos mesmos. Estas alteracBes nas membranas decorrem de redugio nas
atividades de enzimas que participam da biossintese de 4cidos graxos denominadas de
desaturases, em adaptagio 3 aita ingestio de 4cidos graxos saturados. Esta reducfio resulta em
maior disponibilidade de 4cidos graxos saturados que acabam compondo as membranas celulares
em maior quantidade, aumentando sua saturaco. J4 foi demonstrado que o aumento da saturagio
das membranas celulares alteram a funcionalidade de bomba de sédio e potdssio, reduzem o
transporte de elétrons nas membranas mitocOndriais, entre outras modificagBes na fungfio de
permeabilidade e regulagio de transportes pela membrana celular. Sabe-se que, por exemplo, a
importincia quantitativa do transporte de sodio no consumo energético celular contribui com
20% da taxa metabolica basal em humanos. Segundo Pan e seus colaboradores (1994), estas

alteragBes na composicio das membranas celulares que, por fim, reduzem as faxas metabélica
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basais. de animais e humanos, que ingerem grande quantidade de &cidos graxos saturados,
contribuindo para o aumento da adiposidade nestas situacdes.

1.2 Obesidade e Intolerdncia 2 Glicose

A obesidade ¢ comumente associada com um conjunto de desordens metabélicas como
hipertensdo, arterosclerose, dislipidemia e diabetes mellitus ndo insulino dependente (DeFronzo
e Ferrannini 1991). Esta sindrome tem sido denominada “Sindrome Metahélica” ou "Sindrome
X" (Ivkovic-Lazar et al 1992). Os componentes dessa sindrome sio caracterizados pela
hiperinsulinemia e por diferentes intensidades de resisténcia a insulina, que explicam a relagio
enire varias anormalidades ¢ a obesidade (Hauner 1995).

A distribui¢do da gordura corporal parece exercer grande influéneia nas anormalidades
associadas & obesidade. Resisténeia 4 insulina (Kissebah et al 1982; Evans et al 19842 ¢ b),
anormalidades com glicose (Jensen et al 1988), lipidios, 4cido graxo livre (AGL) (Kissebah et al
1982) e seus metabolismos sfc mais provéveis em individuos que possuem obesidade central
{abdominal} dqueles com obesidade inferior (femoral). Mulheres com obesidade central, por
exemplo, s&0 mais propensas a diabetes do que aquelas que possuem obesidade menor na 4rea
abdominal. Recente estudo (Gimeno et al 2000) realizado com a populac8o japonesa que reside
no Brasil, demonstrou que pessoas portadoras de distiirbios na tolerincia A glicose, dislipidemia
ou hipertensdo, tendiam a possuir IMC maior na fase adulta ¢ ganhavam mais peso em €Spago
menor de tempo. Estes individuos também apresentaram maior relacfio cintura-quadril. O estudo
também demonstrou que o risco de desenvolver distirbios na tolerancia 2 glicose isoladamente
ou associado 2 hipertensdo ¢ & obesidade abdominal, aumentou para 2% e 15%, respectivamente,
por umnidade percentual de ganho de peso quando comparado com individuos que mantiveram o
peso estavel. Outro estudo realizado por Smith e colaboradores (2000) demonstrou positiva
correlagdo entre concentracio de insulina e balango lipidico durante ingestdo de dieta rica em
lipidio € baixa em carboidrato por individuos comuns,

Os dois tipos principais de diabetes so: tipo 1, que ¢ origindrio da destruigic auto-imune
nas células pancredticas produtoras de insulina (células B) levando, geralmente, a uma
deficiéncia sistémica desse horménio; e tipo 2, que corresponde predominantemente a resisténeia
a ag8o da insulina (WHO 1985; ADA 1997). Resisténcia 4 insulina significa uma diminuiciio na

capacidade da insulina em estimular a utilizacdo de glicose (Kim et al 1996), seja com
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deficiéncia de insulina ou com defeito na sua utilizagio (ADA 1997). Hé também um estagio
intermedidrio entre a homeostase normal da glicose e o diabetes, que € a intolerincia 3 glicose ou
tolerincia a glicose prejudicada ou diminuida (ADA 1997). Fatores ambientais estdo descritos
como causa dessa doenga, tais como, infecgdes, citotoxicidade ou outras lesdes nas células B,
sedentarismo, obesidade, desnutricio, estresse, hormonios, transtornos pancreaticos, enire outros
(WHO 1985). O diabetes tipo 2 ¢ o mais comum atingindo mais de 90% dos casos de diabetes
(Lichtestein et al 1998), e € o tipo de diabetes associado com estilo de vida e hébitos da cultura
modemna (Seidell 1999}

O transporte de glicose para as células de mamiferos é essencial para a sobrevivéncia.
Grande parte da glicose circulante no estado pés-absortivo é captado por érgéos independentes
da insulina: cérebro (50%) e drgfos esplanicos (25%), sendo que apenas o restanie {25%) €
utilizado em tecidos dependentes de insulina, principalmente a musculatura esquelética, e, em
segundo Iugar, o tecido adiposo (DeFronzo 1997). No entanto, qualquer desequilibrio nesta
captagéo de glicose periférica pode levar a intolerfncia 4 glicose ou mesmo ao digbetes mellitus.
A principal forma de entrada de glicose nas células € através de difusdo facilitada, com
participagdo de proteinas de membrana especificas, tais come GLUT 1 e GLUT 4 (Holman et al
1990; Kahn 1992 e 1994). A insulina age no receptor localizado na membrana plasmatica
desencadeando uma cascata de sinais intracelulares, envolvendo principalmente reagdes de
fosforilaglo citossolica (Haring 1991; Kahn 1994), provocando a translocac@o das vesiculas
contendo GLUT 4, que finalmente captam a glicose circulante para o interior da célula.

Como afirmado anteriormente, em ratos alimentados com excesso de gordura, j4 se
observou desenvolvimento de obesidade (Sclafani e Springer 1976a; Storlien et al 1986; Gianotti
et al 1988; Segués et al 1994), aumento da pressio arterial {Stamler et al 1978; Havlik et al 1983;
Modan et al 1985) e reduco na agio insulinica sistémica muscular ¢ em adip6citos (Grundieger
¢ Thenen 1982; Miller et al 1985; Storlien et al 1986 ¢ 1996a; Rocchini et al 1997 Han et al
1997; Pagliassotti et al 1997; Wilkes et al 1998). No entanto, alguns trabalhos demonstraram que
alteragBes na resisténeia & insulina sfio independentes da adiposidade, mas estio estreitamente
relacionadas com a ingestdo de gordura (Storlien et al 1996z; Pagliassotti et al 2000) ou com o
tipo de gordura ingerida (Storlien et al 1987 e 1997; Maron et al 1991; Feskens et al 1994

Mayer et al 1993; Wilkes et al 1998). Este ¢ um dado muito importante visto que, alguns
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trabaihos demonstram que alteracio na agfo da insulina seria responsével por desencadear as
outras conseqiiéncias da sindrome X. A pressfio sistdlica e diastélica em individuos obesos foi
reduzida significativamente com a redugfo na insulinemia (Krotkiewski et al 1979}, e a resposta
insulmémica durante teste oral de folerncia 3 glicose em individuos obesos e hipertensos, foi
fortemente correlacionada com a elevada pressio arterial encontrada neste grupo {Manicardi et al
1986). Deste modo, muitos autores acreditam que a resisténcia 4 insulina, por si s6 ou agindo
atraves da hiperinsulinemia, seria responsével pelas alteragies na pressio sanguinea em
individuos obesos através de alteragdes como: aumento da retencio de sodio e reabsorcio de
agua pelos rins, ativagio do sisterna nervoso simpético ¢ alteragio no transporte de eletrdlitos
atraves da membrana celular entre outras {(DeFronzo e Ferrannini 1991}. Nesta mesma linha,
outros estudos demonstraram que a resisténcia 2 insulina e a hiperinsulinemia ocorre antes de
outras manifestagBes da sindrome metabélica, podendo ser o fator determinante ¢ desencadeador
desta sindrome (DeFronzo ¢ Ferrannini 1991; Haffner et al 1992; Barnard et al 1998).

Uma das explicagBes para o desenvolvimento da resisténeia periférica a acio da insulina
nos individuos obesos, estaria relacionada a maior ingestio de lipidios, comum na dieta de
pessoas obesas, que ndo seria acompanhada por aumento imediato de sua oxidacgo, mas o
excesso de acido graxo livre (AGL) seria estocado em diferentes tecidos, além das células
adiposas. Muitos estudos comprovam que hd aumento da oxidacdo lipidica em pacientes obesos
que possuem grande ingestio de lipidios e elevadas taxas de lipolise (diretamente correlacionada
com o estoque de gordura corporal) (Golay et al 1984; Hegarty et al 2002). Essa preferéncia de
utilizagdo de AGL derivado dos estoques de triacilglicerol como substrato energético, seria
responsével pela diminuicdo da mobilizagdo de glicose via glicogénio. Isto levaria a um
Jeedback negativo do glicogénio muscular e hepético sobre a atividade de glicogénio sintetase e,
conseqiientemente, no estoque de glicose. O resultado seria intolerancia & glicose e resisténcia
periférica 2 agdc da insulina. O quadro de diabetes se desenvolve em obesos apos longo periodo
de intolerancia 2 glicose, quando a glicemia nfio mais retorna ao estado basal e h resisténcia &
agdo da insulina (Felber ¢ Golay 1995), conduzindo, na maioria dos casos, a uma
hiperinsulinemia.

O estudo da ingestdo hiperlipidica vem recebendo muita atencdo especialmente quanto as
alterages na agéo da insulina. J4 foram observadas tais alteraches em ratos com diversos tempo
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de experimento como, 7 dias (Miller et al 1985), 10 dias (Grundleger e Thenen 1982), 3 semanas
(Wikkes et al 1998), 4 semanas e 32 semanas (Han et al 1997). Bm cachorros, a captagio de
glicose (umolekg 'smin™), medida através de clamp euglicémico-hiperinsulinémico, diminuin de
72 + 6 para 49 + 7 ap6s 1 semana de alimentaggo hiperlipidica, e para 29 + 3 apds 3 semanas
(Rocchini et 2l 1997). O uso de um andlogo de glicose marcada (2-deoxiglicose-H) possibilitou
¢ estudo da agdo da insulina em tecidos isoladamente (Hansen et al 1994). Usando esta técnica,
trabalhos demonstraram que a resisténcia 4 insulina ocorre primeiramente no figado em um
periodo de tempo muito curto (3 dias), seguido de prejufzo na acBo insulinica em diversos
tecidos como misculos esqueléticos (Kraegen et al 1991; Qakes et al 1997} € tecido adiposo
branco e marrom em 3 semanas (Kraegen et al 1991).

Esses efeitos sio dependentes pfo apenas da quantidade de gordura mngerida, mas
também do tipo, em especial ao tamanho e nimero de insaturacdes (Stein et al 1997, A
exposi¢io prolongada de adipdcitos a 4cidos graxos saturados causou resisténcia 3 ac8o da
insulina nestas células (Hunnicutt et al 1994). Enquanto gue a maior relagdo entre lipidios n-6 ¢
n-3 ingeridos na dieta, aumentou a insulinemia de jejum, apontando para um efeito protetor dos
lipidios polinsaturados do tipo @-3 (n-3) (van Amelsvoort et al 1988; Storlien et al 1996b; Del
Prete et ai 2000).

Muitos estudos tentaram identificar as causas das alteracBes na captacfo de glicose em
fungho da alimentagfio hiperlipidica, no entanto, ainda h4 muita controvérsia. Provavelmente, o
tipo de gordura ingerida poderia influenciar a composicio lipidica das membranas celulares,
alterando a sinalizacfo da insulina (Storlien et al 1996b). Acredita-se também que uma alteracio
nos transportadores de glicose possa ser a causa do defeito na acfo da insulina, principalmente
pela redugéo nas atividades do transportador de glicose, GLUT 4, em musculos (Zierath et al
1997) ¢ também no tecido adiposo (Takahashi e Ide 1999) ap0s a administragio de dietas
hiperlipidicas em ratos. Alguns autores supSem que os aminoécidos poderiam ter importantes
implicagGes nos mecanismos pos-receptor de insulina que dificultariam a translocacdo das
vesiculas portaderas de GLUT 4 (Zierath 1995). Lancha Jr (1996 ¢ 19974) encontrou transporte
de glicose prejudicado no musculo esquelético de ratos wistar que foram suplementados com
aspartato (43mg/kg/dia) e asparagina (45mg/kg/dia) durante 5 semanas quando comparados com

grupo controle (sem suplementacfo). Como ndo foi encomtrada, nos ratos suplementados,
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nenhuma alteraco na atividade da enzima trosina quinase (responsdvel pela alteracio
conformacional do IRS-1 durante os primeiros eventos intraceluiares) (Zierath 1995), os
aminodcidos podem ter interferido em qualquer um dos numerosos episédios pés-receptor
{(Oakes et al 1997},

Desta forma, o elevado consumo de lipidios e baixo consumo de carboidratos na dieta dos
individuos obesos (Lichtestein et al 1998), poderia ser responsavel por elevar a conceniragio
plasmatica de 4cidos graxos (AG) e reduzir 2 glicemia. A elevada trigliceridemia favorece a
disponibilidade de 4cidos graxos livres (AGL) pela ago da lipoproteina lipase (LPL), resultando
em maior oxidagdo de lipidios (Golay et al 1984; Hegarty et al 2002) como descrito
anteriormente. No entanto, para que este processo seia desencadeado e o Ciclo de Krebs aconteca
regularmente, ha necessidade do fornecimento de oxaloacetato na mesma proporgéo que acetil-
CoA. Em condicGes normais quem faz este papel ¢, inicialmente o glicogénio com pouca
participacdo da glicose plasmética e, depois, quando ocorre reducéo destes estoques, a glicose
plasmatica assume esta fungfio de fornecimento de oxaloacetato através da via glicolitica
{Newsholme e Leech 1988). Contudo, quando a concentragio de glicose estd reduzida devido ao
jejum ou ao baixo consumo de carboidratos na dieta, por exemplo, o fornecimento de
oxaloacetaio passa a ser feito através do processamento de aminoacidos como isoleucina, valina,
aspartato ¢ asparagina que podem ser processados ne tecido muscular 2 fim de gerar
intermediarios do Ciclo de Krebs (como succinato e oxaloacetato), mantendo o funcionamento
do mesmo por vias anaplerdticas (Lancha Jr. 1993; Lancha Jr. et al 1994; Hood ¢ Terjung 1990).
Estes aminodcidos cedem sva cadeia carbonica para gerar intermedidrios do ciclo & liberam
aménia no interior do tecido muscular (Parry-Billings ¢ Newsholme 1991). Neste caso, a ambnia
liberada na c€lula muscular sera deslocada para o a-cetoglutarato, gerando o glutamato & com
mais uma amdnia, glutamina. Esta € normalmente utilizada como fonte energética pelas células
intestinais e do sistema imunolégico. No entanto, mediante 2 sua alta produgdo ocorre estimulo
da via das hexosaminas (Robinson et al 1993; Buse et al 2002), que por fim, gera glicosamina-6-
fosfato além de outros produtos (Traxinger e Marshall 1991). Esta substincia poderia glicosilar
algumas proteinas pés-receptor de insulina prejudicando 2 captagdo de glicose (Traxinger e
Marshall 1989; Marshall et af 1991; Yki-Jarvinen et al 1998),
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1.3 Modelos Experimentais de Obesidade

O estudo da obesidade em humanos, provavelmente, responderia muitas dividas
correntes neste topico. No entanto, pesquisas com humanos t8m obvias limitacdes éticas,
financeiras, além de estudo em animais permitir grande quantidade de pesquisas ¢ resultados.
Além disto, animais de laboratério podem ser mantidos em condicses rigidamente controladas
consumindo dieta confrolada ¢ mantidos livre de patégenos e germes. O fato de animais de
laboratoric também se tornarem obesos espontaneamente, se alimentando de rago comercial, ou
atraves de outras manipulagbes, abriu novas dreas para pesquisa da obesidade. Mesmo que estes
modelos animais nfo possam ser considerados exatamente os modelos de obesidade em
humanos, eles ainda sfio de grande valor no estudo das condigdes bioquimicas, fisiolégicas ¢
patolégicas necessarias para o actimulo excessivo de adiposidade. Nos tltimos 20 anos aumentou
muito o conhecimento sobre diversos fatores que contribuem para o desenvolvimento da
obesidade, ¢ as conmseqiiéncias endbcrinas e metabGlicas desta patologia. Muite deste
conhecimento foi derivado de estudos em modelos de obesidade animal. Estudos sobre as causas
¢ tratamentos da obesidade t€m sido desenvolvidos em animais que apresentam esta
caracteristica através de lesdo neural, desordens end6crinas, anormalidades genéticas e alteracdes
alimentares (Sclafani e Springer 1976a).

Diversas formas, geneticamente hereditérias de obesidade, estio descritas na literatura, A
obesidade pode ser herdada através de defeito de um fmico gene ou de multiplos genes,
conhecida como heranga poligénica. No primeiro caso, a obesidade € resultado da alteraciio ou
perda de um Unico peptideo, que teoricamente, deveria ser detectado e corrigido, mas, na pratica,
esta primeira les#o desencadeia tantas anormalidades metabélicas que, por fim, impossibilitam
sua detecclio (Festing 1979). Neste grupoe se encontram ratos Zucker e 0b/ob entre muitos outros.
Alguns autores acreditam que apenas 5% da obesidade humana ¢ caracterizada por este tipo de
alteragdo genetica (York 1992). A determinagfio poligénica da obesidade é decorrente de
alteragbes que influenciam diversos fatores como taxa metabolica, apetite, taxa de crescimento
que, por fim, desencadeiam o quadro de obesidade. Alguns roedores {como ratos Sprague-
Dawley), que sfo particularmente propensos a desenvolver obesidade através da dieta rica em
gordura ou dieta de cafeteria, também estio classificados neste grupo de obesidade poligénica.

Alguns autores acreditam que estas predisposigbes genéticas para o desenvolvimento da
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obesidade através de dietas com alta densidade epergética, ¢ um modelo mais realista o
apropriado para o estudo da obesidade humana do que a lesfio em um tnico gene (Festing 1979;
York 1992). No entanto, algumas alteracdes encontradas na obesidade em humanos ndo ocorrem
nestes modelos genéticos de obesidade animal. Normalmente o aumento do tecido adiposo £
acompanhado de ammento da massa magra em humanos, justificada por alguns autores como
uma adaptagdo do organismo frente 4 necessidade de carregar uma carga maior, no entanto, no
caso da obesidade desencadeada geneticamente em animais, a massa magra € normalmente
pouco desenvolvida, o que, em alguns casos, representa uma caracteristica da sindrome {(James et
al 1979). Além disto, algumas diferencas hormonais também distanciam os modelos genéticos de
obesidade animal, da obesidade humana. A funcéio da tirdide em ratos ob/ob, por exemplo, &
diminuida, e conseqiientemente, a concentragio dos horménios tircideanos também. Na
obesidade humana ¢ diferente, hipotiroidismo, dificilmente representa causa da obesidade, e as
concentrages de Ty ¢ Ts tendem ser mais altas ac invés de reduzidas (James et al 1979). Desta
maneira, fica claro que o estudo da obesidade em animais que possuem alteragOes genéticas tem
diversas limitagBes, e sendo assim, alguns modelos podem ser utilizados apenas na avaliacio de
alteragbes especificas decorrentes da obesidade, podendo ser considerados inapropriados para
outras investigacBes sobre esta mesma patologia.

Além disto, devido ao fato do répido aumento mundial nos casos de obesidade fer sido
relacionado com sedentarismo (Blair et al 1996; Dengel et al 1998; Seidell 1999) e maior
disponibilidade ¢ consumo de alimentos (Keys et al 1981; WHO 1998; Seidell 1999), muitos
estudos temn sido realizados com modelos denominados de “modelos nfo-genéticos de
obesidade™. Entre estes modelos podemos identificar a indugho de obesidade através da
alimentagdic e da indugdo quimica e cirfirgica que normalmente desenvolvem o quadro de
obesidade mais leve do que ocorre em modelos geneticamente predispostos como ratos Zucker
ou ob/ob (Miller 1979),

Lesbes hipotalamicas podem produzir a denominada, obesidade hipotaldmica, através de
diversas alteragGes metabélicas como hiperfagia, hiperinsulinemia, prejuize da termogénese,
além de desordens funcionais no sistema nervoso autbnomo (Inque 1992). As lesdes podem ser
desenvolvidas quimicamente (glutamato monosodico, thioglicose) ou cirurgicamente, no entanto,
requerem muita habilidade 2 fim de provocarem as lesdes necessarias sem provocar a morte do
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azﬁmai, visto que, normalmente, a dose de produto necesséria para promover obesidade é muito
proxima da dose téxica ao animal. Além diste, quando as leses sio feitas cirurgicamente &
muito dificil identificar se o ventro medial foi lesado total ou parcialmente (Morrison 19773,
Depois de realizadas as lesBes € preciso observar com muito cuidado os animais, pois €
inevitdvel que alguns animais nfo desenvolvam obesidade, seja porque a dose do agente quimico
ndo foi suficiente para aquele animal, ou porgue a lesfio cirdrgica nfo fol extensa o suficiente, O
problema € que algumas lesbes hipotaldmicas desencadeadas por agentes quimicos, provocam
aumento de adiposidade que s0 € detectado apds andlise do contetido de gordura na carcaca, o
que dificulta a separagio dos animais obesos (Miller 1979). Também & preciso levar em
consideraglo que lesbes em diferentes regides do hipotdlamo desencadeiam obesidade, no
entanto, as alteragBes metabélicas e a patogénese da obesidade diferem bastante de acordo com a
regido lesada, que muitas vezes ¢ de dificil identificagdo (Morrison 1977). Alguns autores, no
entanto, afirmam que a obesidade humana ¢ raramente associada a lesdes hipotalémicas, mas
est estritamente relacionada 2 disponibilidade de alimentos palataveis e sedentarismo, € sendo
assim, a obesidade dietética em animais seria um modelo mais apropriado para o estudo da
obesidade em humanos (Sclafani ¢ Springer 1976a). Tanto a obesidade hipotaldmica como a
induzida por dieta afeta o patamar superior do peso corporal, no entanto, com lesdes
hipotalémicas esta alteragéio € decorrente de redugfo do efeito inibitério do apetite, resultando
em maior consumo de alimentos pelos animais. Enquanto a alteraco de PESo nos animais obesos
a partir da dieta, € resultado de maior ingestdio alimentar, provavelmente devido a maior
palatabilidade dos alimentos oferecidos nesta situacio. Sendo assim, embora a etiologia da
obesidade dietética e hipotalimica sejam diferentes, o balanco final (aumento de peso devido a
aumento de adiposidade) pode ser o mesmo, contribuindo para a similaridade entre as duas
sindromes (Sclafani e Springer 1976b). Segundo Sclafani ¢ Springer (19762), pessoas obesas sfo
comedores exigentes, tem menor disposi¢io para procurar e selecionar seus alimentos, e sio
menos responsivos a reduglo da ingestfio alimentar do que individuos com peso normal. No
estudo realizado por estes autores (Sclafani e Springer 1976a), ratos que se tornaram obesos apos
serem  alimentados com grande variedade de alimentos palativeis, apresentaram estas

caracteristicas.



De acordo com os dados acima, o desenvolvimento da obesidade em 1atos atraves de
manipulagio dietetica € um fendmeno que tem recebido muita atenglio recentemente. Estudos em
ratos demonstram que quando estes animais sio alimentados desde o pascimento com grande
quantidade de gordura, existe uma maior predisposigio de que se tornem obesos posteriormente,
assim como ja demonstrado em humanos que possuem uma alimentagio semelhante 2 esta na
infincia (Miller 1979). Deste modo, muitos estudos tem tentado desenvolver obssidade em
animais de laboratério apenas com alteragfio na ingestdo alimentar, o que DIovocaria aumento
desta ingestdo, aumento de peso e obesidade (Sclafani 1992). No entanto, em roedores, por
exemplo, € muito dificil aumentar a quantidade calérica ingerida voluntariamente mesmo quando
a dieta ¢ flavorizada. Assim, foram desenvolvidas duas técnicas para tentar aumentsr esta
ingestdo: alteragdo na freqiiéncia alimentar e alimentacio enteral. No primeiro case ndo houve
sucesso em aumentar a quantidade de alimento ingerido, mas os animais que dispunham de
apenas 2hs para se alimentar tiveram aumento da quantidade de gordura quando comparado com
grupo ad libitum. Na tentativa de utilizar a sonda, a necessidade do liquido ser pouco viscoso,
aumentou muito o volume a ser ministrado, excedendo a capacidade géstrica do animal. Além
destas dificuldades, as duas técnicas s#o pouco praticas para induzir obesidade em guantidade
suficiente de animais a fim de desenvolver um estudo cientifico (Miller 1979).

Contude, o desenvolvimento da obesidade € possivel mesmo sem aumento da quantidade
de alimentc ingerido, pois mudangas na composicio de nutrientes ou na forma da dieta, podem
alterar a eficiéncia na utilizagdo do alimento e, conseqiientemente, aumentar os estogques de
gordura por caloria consumida. Na préatica o aumenio da densidade da dieta pode resultar em
aumento do total cal6rico ingerido ou em aumento da ingestdo de calorias de um determinado
macronutriente resultando na obesidade. Dietas com alto teor de carboidratos e/ou alio teor de
lipidios, além da dieta de cafeteria, tem sido utilizadas para desenvolver obesidade em ratos. A
obesidade desencadeada a partir do aumento da disponibilidade de carboidratos para os animais,
varia de acordo com o tipo ¢ a forma do carboidrato. Grande niimero de fatores pode influenciar
o desenvolvimento da obesidade com esta ingestdio, como por exemplo, a hidratacio da dieta
(Sclafani 1992). Além disto, 2 eficiéncia encontrada em roedores para estocar carboidratos na

forma de gordura, nfio € semelhante 4 encontrada no ser humano, o que dificulta o surgimento de
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obesidade a partir desta ingestfo em humanos ¢ afastam este modelo experimental da obesidade
humana (Acheson et al 1982),

Muitos estudos foram desenvolvidos utilizando a chamada dieta de cafeteria, guando
varios alimentos normalmente encontrados em supermercados (como cookies, chocolate, salame,
queijo, eic.), s8o colocados 2 disposigio dos animais. Esta técnica tinha como objetivo aproximar
o consumo dos ratos do consumo feito pelas sociedades modernas, onde grande parte das
refeigfes ¢ feita em caleterias, fast foods caracterizando uma ingestiio com alto teor de gordura
denominada de “diets ocidental” {WHO 1990 e 1998; Rolls e Shide 1992; Monteiro et al 1995h;
Francischi et al 1999a). De fato alguns trabalhos demonstram aumento da quantidade de gordura
ein animais alimentados com este tipo de ragdo (Sclafani e Springer 1976a), no entanto, algumas
limitagGes sfo encontradas neste fipo de alimentagfo. Em estudo piloto realizado em nosso
laboratério foi possivel verificar a dificuldade de controlar e avaliar o consumo destes diferentes
alimentos pelos animais. No grupo experimental, a ingestdo alimeniar foi extremamente
heterogénea e de dificil avaliagio, visto que um dia apds os alimentos colocados nas gaiolas dos
anirais {gaiolas individuais), ndo era possivel separar cada alimento e calcular o seu consumo a
fim de averiguar qual havia sido a ingestio dos animais em termos de macronutrientes e também
que tipo de lipidio estava sendo consumido. Esta dificuidade em medir a ingestdo e 2
variabilidade na sele¢@o dos nutrientes entre os animais submetidos a esta alimentacfo, tem sido
motivo de muita controvérsia principalmente em estudos sobre a indugfo da termogénese pela
dieta {Moore 1987 ¢ 1988; Rothwell e Stock 1988; Argilés 1988.).

Hste aumento no contettido de gordura corporal pode ser alcancado aumentando a
quantidade de gordura na dieta, no entanto, € preciso evitar a reducio da relagBo proteina e
energia 2 fim de ndo prejudicar o desenvolvimento e crescimento dos animais estudados. Na
prética, dietas contendo 60% de gordura e 30% de proteina foram utilizadas inicialmente com a
mistura de ovos e manteiga, mas recentemente tem se utilizado banha de porco e caseina a fim
de reduzir os custos da preparacfio da rac8o. Esta composico também permite alta ingestdo de
acidos graxos saturados semelhante & observada em dietas ocidentalizadas, dados que estio em
acordo com os encontrados por nosso grupo apos avaliar a ingestdo alimentar de mulheres
obesas onde, 62,43% da ingestio de lipidios da dista era composta por 4cido graxo saturado,

23,76% acido graxo monoinsaturado e 13,81% polinsaturado (observaces nfo publicadas). Na
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tentativa de desenvolver modelos experimentais que permitam o estudo da obesidade e suas
conseqliéncias, esta alta ingestdo de 4cidos graxos saturados é muito interessante, visto que ja foi
demonstrada 2 contribuigdo deste tipo de gordura no prejuizo da sensibilidade 2 insulina
decorrente da obesidade (Parker et al 1993; Hunnicutt et al 1994). Esta alteracfo insulindmica
parece ter alta correlagdo com outras patologias associadas como hipertensfo, dislipidemia

{Haffner et al 1992) e aterosclerose (DeFronzo e Ferrannini 19913, como descriio anteriormente,
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2. CBIETIVO

O objetivo deste estudo foi desenvolver um ragfio hiperlipidica com alto teor de 4cidos
graxos saturados, semelbante ao consumo identificado em estudo prévio em nosso laboratério
com mulheres obesas pré-menopausa (Pereira et al 1998 ¢ 1999b; Klopfer et al 1999; Francischi
et al 1997, 199%a e 1999), capaz de gerar um actmulo de gordura corporal (obesidade) e
intolerdncia & glicose em ratas wistar. Assim, estudos da obesidade e suz sindrome metabélica
desencadeada de maneira semelhante com o quadro que se desenvolve na populaciio mundial nos
dias atuais (Hill ¢ Petters 1998; Jebb 1999), podem ser realizados.
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3. MATERIAIS E METODO

Ratas wistar, adquiridas do biotério do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo
Paulo, foram alimentadas com dieta hiperlipidica (GH) ou com racio comercial (GC) ad libitum
por 40, 60 e 120 dias. Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro invertido, com perfodo
claro das 19h as O7h. Foram utilizadas ratas fémeas com objetivo de reproduzir 2 amostra
estudada na determinagio da ingestio alimentar (mulheres obesas), além da maior eficiéncia
lipogénica encontrada nesta populaggo. Os experimentos iniciaram quando os animais atingiram
peso aproximado de 220 gramas e todos os procedimentos foram previamente aprovados pela
Comissio de Etica na Experimentacfio Animal do Institto de Biologia da Universidade Estadual
de Campinas {(apéndice 1).

3.1 Producio e Compesicio da Racdo

A ragdo hiperlipidica foi produzida na Farmacotécnica Industrial junto a Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de SZio Paulo. O amide foi a principal fonte de
carboidrato utilizada, a caseina como fonte proteica e a banha de porco como fonte lipidica a fim
de aumentar a ingestdo de acidos graxos saturados para se assemelhar 3 ingestéic alimentar da
populaglo obesa estuda em nosso grupo. A racfio ainda continha antioxidante, mistura salina e
vitaminica seguindo as normas da AIN93 (Reeves et al 1993). Depois de homogeneizada, a
ragio foi peletizada ¢ seca em estufa propria a 40 graus por 24hs. A composicdo da ragio em

relag#o aos seus componentes para producio de 100 gramas de racio, segue na tabela abaixo:

0 Produs | Quantidade(s)/100z
Banha de porco 24,558
Caseina 23,15
Amido 46,30
Mistura salina 3,50
Mistura vitaminica 1,00
L-cisting 0,30
Bitartarato de colina 4,25
Sacarose 4,85

Do total de gorduras da dieta hiperlipidica, 41,1% provinha de 4cidos graxos saturados,
47,2% de monoinsaturados e 11,7% de polinsaturados, calculados segundo Anco et al (1999),
A fonte de carboidrato e proteina utilizada na racio controle (Nuvilab CR1, Nuvital

Nutrientes Ltda, Colombo/PR) foi farelo de milho, farelo de soja ¢ farelo de trige. Enguanto a
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fonte lipidica foi, principalmente, 2 soja a partir do seu farelo e de adicionamento de azeite de
soja. A composicdo da racdio controle em relagiio aos seus componentes para produgdo de 100

gramas de ragfo, segue na tabela abaixo:

o 1 Guantidade(sy100g
Extrato Etéreo 4,40
Proteing Bruta 22,00
Carboidrato e fibra 61.07
Premix mineral/vitamin, 10,00
Antioxidante 8,10
Caicio 1,40
Fosforo (3,80

A andlise das ragbes, quanto aos teores de macronutrientes, foi realizada em friplicata
pelo Laboratério de Nutriglio da Faculdade de Ciéneias Farmacéuticas da Universidade de Sio
Paulo. O valor energético foi calculado atribuindo os fatores de Atwater (1g de carboidrato ou
proteina = 4 kcal; 1 g de lipidio = § keal). A composicdo das ragdes, hiperlipidica e controle,
estdo apresentadas na tabela abaixo:

Rac#io controle Racfo hiperlipidica
gramas %vV(CT grarnas WVCT
Carboidratos ¢ fibras 55,16 63,2% 52,58 44,72%
Proteinas 22,72 26,0% 20,37 17.1%
Lipidios 4,17 10,8% 20,48 38, 7%
Total caldrico em 100g 346 keal 476kcal

3.2 Eficdcia da Racfio em Tornar os Animais Obesos

Para avaliar a eficécia da ragfio em tornar os animais obesos foram utilizadas algumas
estratégias como: avaliar diariamente ¢ ganho de peso dos animais, avaliar o indice de Lee, o
peso de alguns tecidos relativo ao peso corporal total do animal e também a extragio de lipidio

nos mesmos tecidos a fim de avaliar o contetido de gordura nos mesmos.
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3.2.1 Indice de Lee

O indice de Lee € bastante utilizado para determinar obesidade em ratos. Este indice
consiste em dividir a raiz ctibica do peso corporal do animal em mg pelo comprimento naso-anal
em mm. Sendo realizado no grupo controle e no experimental, quando se encontra diferenca
estatistica com P<0.05 entre os grupos, o experimental é considerado obeso em relagdo ao seu
controle (Bernardis et al 1968). Para que seja corretamente realizado os amimais devem estar
anestesiados profundamente durante a medicsio naso-anal. O indice de Lee foi realizado nos
grupos controle e hiperlipidico apés 40, 60 e 120 dias de alimentacgo.

3.2.2 Peso Relative dos Tecidos

Apbs o sacrificio dos animais por concussfo cerebral o tecido hepético, tecidos adiposos:
marrom {TAM), retroperitoneal (TARP), corpo adiposo (CA) e os misculos, gastrocnémio ¢
s6leo, foram retirados e pesados. Deste modo pdde-se calcular o peso relative dos tecidos (peso
do tecido dividido pelo peso total do animal) € averiguar se havia diferenca entre os grupos. O
peso relativo dos tecidos foi realizado nos grupos controle e hiperlipidico sacrificados apés 40,
60 ¢ 120 dias de alimentac3io.

3.2.3 Extracdo de Lipidios

Nestes mesmos tecidos, acrescentando a carcaga, foram realizadas as extragbes de
lipidios. Para isso foi necessdrio homogeneizar a carcaga e depois dissolver este homogenato ou
Ig dos outres tecidos em KOH e élcool absoluto. Apés este procedimento a extragio foi
realizada com 4cido sulfiirico e éter de petréleo (Stansbie et al 1976). O contetdo de gordura foi
avaliado por gravimetria com utilizagio da balanca Scienth AS 210 com precisdo de 0,0001g.
Este procedimento foi realizado nos grupos controle e hiperlipidico sacrificados apés 40, 60 ¢
120 dias de alimentacio.

3.3 Eficicia da Raco em Tornar os Animais Intolerantes 3 Glicose

3.3.1 Teste Oral de Tolerdncia & Glicose (OGTT)

Para determinar em que momento os animais se tornam intolerantes 3 glicose, ratas
wistar foram mantidas por 120 dias consumindo ragdo hiperlipidica e outro grupo racfio
comercial. Foram realizados testes de tolerdincia & glicose no infcio e apds 40, 60 e 120 dias de
consumo das ragdes. Os animais permaneceram em jejum overnight antes de receber a glicose

via gavagem. Foi ministrado 2g/kg de peso corporal de uma solugfio a 10%, ¢ as coletas de
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sangue foram realizadas na veia caudal antes e 30, 60, 90 ¢ 120 minutos depois de ministrada a
gavagem (Ishida et al 1996). Deste modo foi possivel determinar a curva glicémica destes
animais em diferentes perfodos, permitindo observar o momento em que estes animais iniciam o
desenvolvimento do processo de intolerdncia & glicose, em relagfio ao controle. A glicemia foi
determinada com auxilio do glicosimetro (marca Boehringer Mannhein - Reflolhux®8) utilizando
fitas de medigio (marca Boehringer Mannhein - Haemo Glucotest® - 20 a 800 R/GLUCOSE). O
calculo da drea sob a curva foi realizado conforme Matthews et al (1990).

3.4 Dosagens realizadas apds 60 dias de alimentacio

3.4.1 Extragdo de Glicogénio Muscular ¢ Hepdtico

Os contelidos de glicogénio hepdtico ¢ muscular foram determinados pelo método
Hassaid ¢ Abrahams (1957). Os tecidos, que foram retirados e congelados em nitrogénio Hquido
o mais répido possivel apds a decapitagfo dos animais, foram digeridos durante 30 minutos para
a extracfo de glicogénio em solugho KOH 5,5M em banho fervente. A extragio final foi feita em
duas etapas através da precipitagio com etanol 70% em banho fervente. O glicogénio foi entdo
determinado utilizando solugdo de antrona 1M em é4cido sulfirico (que hidrolisa o glicogénio 2
glicose). A antrona reage com a glicose produzida pela quebra do glicogénio, dando cor verde. O
produto da reacdo € determinado a 540 nm de absorbancia (Spectrophotometer Dr. Bruno Lange
CADAS 100}

3.4.2 Dosagens Plasmadticas

3.4.2.1 Colesterol Total, HDL-c e Triacilglicerol Circulante

Apo6s 4 horas de jejum, os animais foram sacrificados por decapitacic e o sangue
coletado foi centrifugado a 2000 rpm. As andlises de colesterolemia, trigliceridemia, glicemia e
HIDL plasmético foram realizadas no soro no dia do sacrificio.

O colesterol foi determinado com utilizago do kit CELM (Cia. Equipadora de
Laboratorios Modernos — Barueri-SP), segundo Kaplan e Pesce (1989). Sua concentragio foi
inferida pela concentraciio de quinonimina formada, medida 2 505 nm de absorbancia
(Spectrophotometer Dr. Bruno Lange CADAS 100).

O HDL-colesterol foi dosado com kit CELM (Cia. Equipadora de Laboratorios Modernos
— Barueri-SP), segundo Finley e colaboradores (1978) fundamentado no fato de que as

lipoproteinas LDL e VLDL sfio precipitadas seletivamente pelo sulfato de dextram
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{(PM=500.000) na presenca de ions de magnésio. No sobrenadante, separado por centrifugacio,
permanecem HDL e a sua determinacfo foi feita pelo colestero] ligado as mesmas, empregando
o sistema enzimatico/colorimétrico COD/POD (Spectrophotometer Dr. Bruno Lange CADAS
1003,

A concentragfo de triacilglicerol circulante foi determinada segundo Kaplan e Pesce
(1989) com a utilizagio do kit CELM (Cia. Equipadora de Laboratdrios Modernos — Barueri-
5P}, O método também foi enzimético-colorimétrico pela  concentragdio de  4-p-
benzoquinonamonoiminofenazona, apés agio de lipoproteina lipase sob os triacilglicerdis, da
glicerol quinase sob o glicerol ¢ da glicerol fosfato oxidade sob glicerolfosfato, formando entdo
H20Z e, sob ac8o da peroxidase, 4-p-benzoquinonamonoiminofenazona, medida a 505 nm de
absorbdncia (Spectrophotometer Dr. Bruno Lange CADAS 100),

3.4.2.2 Glicose, Insulina ¢ Indice G/

A dosagem de insulina foi realizada através de radioimunissaio com kits laboratoriais da
marca Amersham Buckinghamshire, England, (Reeves 1983) no soro que foi centrifugado a
2000 rpm a —10°C. A glicemia também foi dosada neste mesmo soro com kit laboratorial Bioclin
(Quibasa Quimica Basica Ltda., Belo Horizonte/MG) que segue o método da ortotoluiding, na
qual o grupamento aldeidico da glicose condensa com a ortotoluiding em 4cido acético glacial,
formando uma mistura em equilibrio da glicosilamina e a correspondente base de Schiff, ¢ a
intensidade de cor do produto € proporcional 4 concentragdo de glicose (Webster et al 1971). O
indice glicose/insulina (G/I) foi determinado, pois, segundo alguns autores seria um bom
indicador da sensibilidade 2 insulina (Caro 1991; Legro et al 1998).

3.4.2.3 Albumina

A albumina sérica foi dosada no soro segundo kit da marca Rioclin {Quibasa Quimica
Basica Ltda., Belo Horizonte/MG) a fim de verificar se 2 ragho hiperlipidica estava suprindo as
necessidades de nutrientes ou se havia qualquer indicio de desnutricio nos animais que
consumiram desta racfio, A albuminemia foi determinada conforme o método verde de
bromocresol (Carter et al 1975; Batsakis et al 1976), o qual forma um complexo corado com a
albumina, cuja leitura € a 630 nm de absorbéncia (Spectrophotometer Dr. Bruno Lange CADAS
100}
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3.5 Analise Estatistica

Para analise estatistica foram utilizados dois métodos escolhidos de acordo com as
caracteristicas amostrais a serem analisadas: fest 1 de studerns ¢ andlise de varidneia (ANOVA)
bifatorial com teste a posteriori (post-hoc LSD-planned comparison) para verificar a
significincia das diferencas. Todas as andlises estatisticas foram efetuadas com o software
STATISTICA for Windows versdo 5.0 (StatisticaStatSoft, Inc. — 1995. Computer program
manual. Tolsa, OK: StatSoft, Inc., 2325 East 13% Street, Tulsa, OK 74104). O nivel de

significancia foi determinado em P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Consumeo da Racfio

A Tabela 2 apresenta os dados (média e desvio padrfio) do consumo de tagcdo e dos
macronutrientes em gramas e em calorias dos dois grupos. A diferenga estatistica foi encontrada

apos aplicagdo do feste ¢ de student para amostras independentes.

Tabela 2: Valores do consumo dos macronutrientes {média ¢ desvio padrio) durante 40 dias (em gramas e keal) dos

animais dos dois grupos.

Racdo controle (n=5) Rag8o hiperlipidica (n=5)
gromas valor calérico (keal) Zramas valor calérico (keal)
Consumo didric 2%,3&}33;%% 74,42 + 10,684 13,2 £ 2,054% 63,00 +9,778#
Carboidratos e fibras 1,76 + '§ §5§$ 47,04 + 6,754 6,96 + 1,080% 27,83 +4319%
Proteinas 4.84 + 0,605 1938 +2,782 2,70 +0,418* 10,78 + 1,673#
Lipidios 0.89+0,128 8,00+ 1,149 2,71+ 0,421% 24,39 +3,785#%

¥ P<0,05 para valores em grama entre racdo controle ¢ hiperlipidica e # £<0,05 parz valores em keal entre racio

conirole e hiperlipidica.

4.2 Eficacia da Racio em Tornar os Animais Obesos

4.2.1Peso

A Figura 2 apresenta os dados (média e erro padrio) do ganho de peso (em grama) dos
animais nos dois grupos durante 40, 60 ¢ 120 dias de alimentacSo. Nio foram encontradas
diferencas significativas entre e intra grupos apés andlise de varincia (ANOVA) bifatorial com

teste a posteriori (post-hoc LSD-planned comparison).
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Figura 2: Média ¢ erre padrdo do ganho de peso dos animals em gramas dos dois grupos apds 40 (n=10 em

cada grupo), 60 (n=6 em GC e =7 em GH) ¢ 120 dias (p=6 em GC e n=7 em GH) de alimentago.

4.2.2 Indice de Lee

A Figura 3 apresenta os dados (média e erro padrio) do indice de Lee dos animais nos

dois grupos durante 40, 60 ¢ 120 dias de alimentacfo. As diferencas estatisticas foram

encontradas ap6s andlise de varidncia (ANOVA) bifatorial com teste a posteriori {post-hoc LSD-

planned comparison).
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Figura 3: Média e erro padrio do valor do indice de Lee dos animais dos dois grupos apos 40 (n=6 em GC e
n=7 em GH), 60 (n=6 em GC ¢ n=7 em GH) ¢ 120 dias {n=6 em GC ¢ n=7 em GH) de alimentacfo. * P<0,05 para
GC entre 40 ¢ 120 dias, # P<0,05 para GC entre 60 ¢ 120 dias, + P<0,05 para GH entre 40 ¢ 120 dias e & P<0,053

para GH entre 60 ¢ 120 dias.



4.2.3 Peso Relativo dos Tecidos

As Figuras 4 a 7 apresentam ¢ peso relativo do tecido (grama de tecido/grama de peso
corporal) hepatico, do tecido adiposo marrom (TAM), do tecido adiposo retroperitoneal (TARP)
e do corpo adipose (CA), respectivamente, dos dois grupos. As diferencas estatisticas foram

enconiradas apds andlise de varidncia (ANOVA) bifatorial com teste a posteriori (post-hoc LSD-

planned).
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Figura 4: Média e erro padrdo do peso relative do tecido hepético dos animais dos dois grupos apés 40
{(n=10 em cada grupo), 60 (n= § em cada grupo) e 120 dias (n=6 em cada grupo) de alimentacfio. * P<0,05 entre 0

dois grupos ap6s 40 dias de alimentagfic, # P<0,05 entre o dois grupos apds 60 dias de alimentagiio.
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Figura 5: Média ¢ erro padrio do peso relativo do tecido adiposo marrom dos animais dos dois grupos apés
40 (n=10 em cada grupo), 60 {n= 8 em cada grupo) e 120 dias (n=6 em cada grupo) de alimentagfo. * P<0,05 entre o
dois grupos apos 40 dias de alimentacio, # P<0,05 entre o dois grupos apds 60 dias de alimentagfio ¢ & P<0,05 entre

o dois grupos apds 120 dias de alimentago.
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Figura 6: Média 2 erro padeiio do peso relativo do tecido adiposo retroperitoneal {TARP) dos animais dos
dois grupos apds 40 (n=10 em cada grupo), 60 (n= § em cada grupo) e 120 dias (n=6 am cada grupe} de alimentacio,
* P<0,05 entre 0 dols grupos apds 40 dias de alimentagfo, # P<0,05 entre o dois mupos apds 60 dias de alimentacio,
& P<(,05 entre o dois grupos apés 120 dias de alimentaclio, + F<0,05 entre GC entre 40 2 60 dias 2 § P<0,03 para
GC entre 60 2 120 dias.
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Figura 7: Média ¢ erro padrio do peso refative do corpo adiposo {CA) dos animais dos dois grupos apos 40
(n=10 em cada grupo), 60 (n= § em cada grupo) e 120 dias (n=6 ¢m cada grupo) de alimentagdo. * P<0,05 entre o
dois grupos apos 60 dias de alimentagfo, # P<0,05 entre o dois grupos apds 120 dias de alimentacdo, + P<0,05 para
GH enire 40 e 60 dias.

Néo foram enconiradas diferencas significativas em nenhum momento, entre ¢ intra

grupos, no peso relativo dos tecidos musculares gastroenémio e séleo.
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4.2.4 Contendo de Gorduro

As Figuras 8 a 14 apresentam o contetdo de lipidio (mg de lipidio/grama de tecido) na
carcaga, no tecido adiposo marrom (TAM), no tecido adiposo retroperitoneal (TARP), no corpo
adiposo (CA), no tecido hepatico, no tecido muscular gastrocnémio e no soleo, respectivamente,
dos dois grupos. As diferencas estatisticas foram encontradas apés andlise de varidncia
{ANOVA) bifatorial com teste a posteriori {post-hoc LSD-planned comparison).
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Figura 8: Média e erro padro do contetido de lipidio na carcaga dos animais dos dois grupos apés 40 (n=10
em cada grupo), 60 (7= 8 em cada grupo) e 120 dias {n=6 em cada grupo) de alimentagio. * P<0,05 entre o dois
grupos apos 40 dias de alimentagdo, # P<0,05 entre o dois grupos apds 60 dias de alimentagio, & P<0,05 entre o
dois grupos apo6s 120 dias de alimentagfo, + P<0,05 para GH entre 40 ¢ 120 dias.
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Figura 9: Média ¢ erro padrio do contetido de lipidic no tecido adiposo marrom (TAM) dos animais dos
dois grupos apds 40 {(n=10 em cada grupe), 60 (0= 8 em cada grupo) e 120 dias {n=6 em cada grupo) de alimentacfo.

* P<03,05 entre o dois grupos apos 120 dias de alimentagio, # P<0,05 para GC entre 60 & 120 dias.
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Figura 10: Média e erro padrio do contelido de lipidic no tecido adiposo retroperitoneal {TARP) dos

animais dos dols grupos apos 40 (n=10 em cada grupo), 60 (n= 8 em cada grupo) e 120 dias (n=6 em cada grupo) de

alimentagio. * P<0,05 entre o dois grupos apds 60 dias de alimentagio, # P<0,05 para GC entre 40 ¢ 60 dias ¢
&P<0,05 para GC entre 60 ¢ 120 dias.
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Figura 11: Média ¢ erro padréio do contetdo de lipidio no corpo adiposo (CA) dos animais dos dois grupos
apds 40 (0=10 em cada grupo), 60 (n= 8 em cada grupo) e 120 dias (n=6 em cada grupo) de alimentagic.
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Figura 12: Média e erro padréic do conteldo de lpidio no tecide hepatico dos animais dos dois grupos apés

40 (n=10 em cada grupo), 60 (1= 8 em cada grupo) ¢ 120 dias (=6 em cada grupo} de alimentagio.
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Figura 13: Média e erro padrdo do contetde de lipidio no tecido muscular gastrocnémio dos animais dos
dois grupos apds 40 {n=10 ern cada grupc), 60 {n= 8 em cada grupo) e 120 dias (0=6 em cada grupo} de alimentaggio.
* P<0,05 para GC entre 40 e 120 dias e # P<0,05 para GC entre 60 ¢ 120 dias.
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Figura 14: Média e erro padrio do contetdo de lipidio no tecido muscular séleo dos animais dos dois grupos
apbs 40 (n=10 em cada grupe), 60 {n= 8 em cada grupo} e 120 dias (n=6 em cada grupo) de alimentagio. *P<0,05
para GC entre 40 ¢ 60 dias, # P<0,05 para GC entre 40 e 120 dias, + P<0,05 para GC entre 60 ¢ 120 dias, &P<0,05
para GH enire 40 e 60 dias, § P<0,05 para GH entre 60 ¢ 120 dias,

4.3 Eficdcia da Racio em Tornar os Animais Intelerantes 4 Glicose

4.3.1 Teste Oral de Tolerdncia & Glicose (OGTT)

As Tabelas e Figuras abaixo apresentam os dados da curva glicémica dos dois grupos no
inicio, apds 40, 60 e 120 dias de alimentacfo. As diferencas estatisticas estio demarcadas nas
tabelas ¢ foram encontradas apés andlise de varifincia (ANOVA) bifatorial com teste a posteriori

{post-hoc LSD-planned comparison).



Tabela 3: Valores da glicemia {mg/dL) no inicio e durante OGTT inicial dos dois grupos (média + desvio padrio).

VYalores correspondentes a Figura 15.

Coleta (homin) | i) 0001 o
5 A S e T 2 /A-%’?ﬁ, SR Shaves s %WU i &W e B
Controle (GC) 67,16+ 51930 1385 + 24,6064 | 9633 + 8694|8100+ 13,145, 7200+ 8173 1 1159250 + (250,84
Hiperlipidica (GH) | 64,20 + 7825|137 43 + 40,5541 8743 + 20967 {7871 F 105041 6671 A+ 6,047 | 17492 14 + 175161
SGTYT inicial
G orirole
ol 3

Concentragdo de glicose

00:00 3030 4100 O30 o2no
intervalo de coleta

Figura 15: Curva glicémica (mg/dL) inicial dos animais dos dois grupos (grupo controle n=6 & grupo

hiperlipidica n=7}.

Tabela 4: Valores da glicemia (mg/dL} nc inicio e durante OGTT apds 40 dias de alimentagdo dos dois grupos

(meédia + desvio padrio). Valores correspondentes a Figura 16.

Coleta (h:min)
Controle (GC) 7133+ 463317233 22722 7833+ 6861 | 741747468 | 81,00+ 8854 | 1203000 + 81497
Hiperlipidica (Gt} 63,37 + 5,563 137,00 + 20,207 1 103,00 + 14,213, 8886 + 11,291 | 8457 + 12,830 |12117.86 + 1191 64*

* P<(,05 para GH 40 dias em relacfo a inicial.

OGTT 2pos 40dias de alimentagio
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00:00 GD:30 0100 0130 9zZ00
intervalp de coleta

Figura 16: Curva glicémica {mg/dL) dos dois grupos apos 40 dias de alimentagdo (grupo controle n=6 ¢

grupo hiperlipidica n=7),
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Tabela 5: Valores da glicemia {mg/dL) no inicio e durante OGTT apds 60 dias de alimentagfo dos dois grupos

{média + desvio padrio.) Valores correspondentes a Figura 17.

{Coleta (homin) ‘ ,
Contole (GL) |64,50 = 8,550|182.33 + 21,323 | 87,33 = 10,657 | 80,00 + 8,764 | 75,67 = 10,558 | 12392,50 + 704,76

Hiperlipidica (GH) [ 5077 + 4751716329+ 35,063\ 111.86 + 16777 91,86 + 8415 | 88,00+ 6,807 [132235,7] + 997 80%&
* P05 entre 08 dois grupos apds 50 dias, # P<0,05 para GC 60 dias em relacdo 2 inicial ¢ 40 dias e £7<0,03 para

(JH 60 dias em relaglo a inicial ¢ 40 dias.
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&

T 50,00

&

3 0,00

00:06 CO3C  OnOGG 0430 0200
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Figura 17: Curva glicBmica {md/dL) dos dois grupos apds 60 dias de alimentacio {grupc controle n=6 ¢
grupo hiperlipidica n=7).
Tabela 6: Valores da glicemia (mg/dL) no inicio e durante GGTT apos 120 dias de alimentag@o dos dois grupos

{média + desvio padriio). Valores correspondentes a Figura 18,

Coleta (fhumin}
Conirole {GC) : 1,00 + 13,284 7 L 00 + 783,

Hiperlipidica (GH) | 55,43 + 3,4091133,7] + 23,8801 10943 + 10,876 8471 + 8883 | 84,29+ 7296 [11931,43 + 860,334&
# P<0,05 enfre os dois grupos apos 120 dias, * P<0,05 para GC 120 dias em relagfio a 40 e 60 dias, &P<0,05 para

GH 120 dias em relac8o a 60 dias.
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Figura 18: Curva glicemica (mg/dL} dos dois grupos apos 120 dias de alimentacio (grupe condrole n=6 ¢

grupo hiperlipidica =7}
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4.4 Dosagens realizadas apds 60 dias de alimentacdo

4.4.1 Extracdo de Glicogénio Muscular e Hepdtico

A Figura 19 apresenta o confetido de glicogénio (mg/grama de tecido) no figado ¢ no
tecido muscular dos dois grupos ap6s 60 dias de alimentacfio, Ndo foram encontradas diferencas
significativas enire GC {n=6 no figado ¢ n=10 no tecido muscular) e GH (r=7 no figado ¢ n=10

no tecido muscular) apés aplicacfio do feste ¢ de student para amostras independentes.

Gloagénis

g g de tackis

{71 MUSCULAR
PR HEPATICO

CONTROLE (GC) HIPERLIPIDICA (GH}

Figura 19: Média e erro padrdo do contetdo de glicogénio hepético e muscular dos animais dos dois grupos

apbs 60 dias de alimentaco,

4.4.2 Dosagens Plasmdticas

4.4.2.1 Colesterol Total, HDL-c e Triacilglicerol Circulante

A Figura 20 apresenta as concentragbes plasmaticas de colesterol total, HDL e
triaciiglicerol (TG} circulante (mg/dL) dos dois grupos apds 60 dias de alimentagfio. Ndo foram
encontradas diferencas significativas entre GC {n=10 para colesterol ¢ TG ¢ n=8 para HDL) e GH
{(n=10 para colesterol ¢ HDL ¢ n=9 para TG) apés aplicagfo do reste 7 de student para amostras

independentes.
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Figura 20: Média ¢ erro padrio das concentracles plasmaticas de colesterol, HDL-¢ ¢ TG dos animais dos

dols grupos apds 60 dias de alimentacfio.

4.4.2.2 Glicose, Insuling e Indice G/1

As Figuras 21 apresenta as conceniragdes plasmaticas de glicose (mg/dL) (Figura 21a),
insulina (uUl/mL) {Figura 21b) ¢ o indice glicose/insulina (G/T) (Figura 21¢) dos dois grupos
apés 60 dias de alimentagfio. As diferencas significativas entre GC (n=8) ¢ GH (n=9) foram

enconiradas ap0s aplicacfo do feste ¢ de student para amostras independentes.
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Figura 21a: Média ¢ erro padriio das concentragies plasiéticas de glicose (mg/dL) dos animais dos dois

grupos apds 60 dias de alimentagio. * P<0,05 na glicemia entre os dois grupos apds 60 dias de alimentagfo.

37



EEEITEETR

CONTROLE (G0 HIPEREIPIDICA, $5H)

Figura 21b: Media e erro padrdo das concentragdes plasmaticas de insulina (uUl/mL) dos animais dos dois

grupos apos 60 dias de alimentagfio. # P<0,05 na insulinemia entre os dois grupos apis 60 dias de alimentacio.
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Figura 21¢c: Média e erro padrio do indice G/1 (glicose/insulina) dos animais dos dois grupos apds 60 dias

de alimentacfo.

4.4.2.3 Albumina

A Figura 22 apresenta as concentrages plasmaticas de albumina (mg/dL) dos dois grupos
apos 60 dias de alimentag@io. As diferengas significativas entre, o grupo controle (n=10) e o grupo
hiperlipidica, (n=10) foram encontradas apos aplicagfio do feste ¢ de student para amostras

independentes.
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Figura 22: Média e erro padrdo das concentracBes plasméticas de albumina (mg/dL) dos animais dos dois

grupos apos 60 dias de alimentaglo. * P<0,05 entre os dois grupos apés 60 dias de alimentagio.



5. BISCUSSAQ

Habitos da cultura humana moderna tais como alimentaco inadequada (Keys et al 1981:
WHO 1998; Seidell 1999; Martinez 2000) e sedentarismo (Blair et al 1996; Dengel et al 1998;
Seidell 1999; Martinez 2000) atingem também paises em desenvolvimento como o Brasil, onde a
denominada transicdo nos padrdies nutricionais (ocidentalizagfio destes padres), com decorrente
redugfio da desnutricho ¢ aumento da obesidade, considerada uma epidemia mundial (WHO
1998; Popkin e Doak 1998), j4 podem ser identificados (Monteiro et al 1993a; Francischi et al
2000 ¢ 200C1a). Isso se torna um problema de saide piblica uma vez que a obesidade é um dos
principais fatores de risco para intmeras doengas prevalentes na sociedade moderna {(Jung 1997),
incluindo dislipidemia e diabetes mellitus (ADA 1997).

De acordo com alguns autores as causas do aumento significativo da obesidade nos
tltimos 20 anos so predominantemente ambientais, com componente genético contribuindo de
maneira reduzida (Hill e Petters 1998; Jebb 1999). Deste modo, 2 vida sedentiria e o aumento da
ingestdo de gordura na alimentagfio, tem grande importincia no crescente nimero de casos de
obesidade no mundo (WHO 1990, 1995 ¢ 1998). Sendo assim, o presente estudo desenvolven
uma rago hiperlipidica baseado nos dados de ingestio alimentar de mulheres obesas brasileiras
estudadas em nosso laboratério, a fim de promover a obesidade em ratas saudégveis com
conseqgiiente intolerdncia 3 glicose.

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel notar actmulo de gordura corporal no
grupo experimental em relagdo a0 controle através da medida do peso dos tecidos adiposos
relativo ao peso corporal ¢ também da extragio de lipidio de alguns tecidos, embora o consumo
diério médio de racio no grupo experimental tenha sido significativamente inferior tanto em
gramas quanto no total calorico (Tabela 2 e Pereira et al 1999¢). Anteriormente, Francischi e
colaboradores (2001b) também demonstraram actmulo de adiposidade em ratas alimentadas
com esta ra¢8o hiperlipidica, porém com freqiiéncia alimentar distinta. No entanto, nem a
medida de peso corporal (Figura 2), nem o indice de Lee (Figura 3) foram sensiveis o bastante
para demonstrar este aumento significativo na adiposidade do grupo experimental. De acordo
com alguns dados da literatura era de se esperar que esta diferenca ndo ocorresse, visto que este
indice leva em consideragfio apenas o peso corporal total do animal sem distinguir massa magra

de massa adiposa. Nossos resultados estio de acordo com os dados de Stephens (1980} que
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realizou estudo com frés grupos de ratos: obeso, normal, e sub-nuirido. Apesar de haver
diferenca significativa no percentual de gordura enire 0s grupos, o indice de Lee nfio apresenton
diferenca e nfo fol encontrada correlagfio entre o indice e o percentual de gordura em nenhum
grupo. E sabido que o peso corporal nfio é um bom indicativo da composicio corporal, pois ndo
fornece informacfo fidedigna acerca da composicio relativa ou da qualidade do peso corporal do
individuo (McArdle et al 1992). Avaliando-se apenas o peso ou o indice de Lee, pode-se
falsamente concluir que nfo houve diferenca no armazenamento da energia consumida quando
comparados os dois grupos. No entanto, os dados quantitativos de tecido adiposo demonstram
aumento dos estoques de gordura ne grupo experimental comparado com ¢ conirole mesmo
quando a rago foi consumida por apenas 40 dias. Neste caso o peso relativo do tecido adiposo
marrom {Figura 5}, do tecido adiposo retroperitoneal {Figura 6) ¢ o contelido de lipidio na
carcaga {Figura 8) foram significativamente superiores no grupo experimental. Quando a
alimentag8o foi prolongada por mais 20 dias, o actimulo de gordura foi ainda mais evidente, pois
além do aumento encontrado aos 40 dias, também houve aumento do peso relativo do corpo
adiposo (Figura7) comparado com o controle ¢ comparado com o proprio grupo experimental
apés 40 dias de alimentagfo. No entanto, um maior contetido de lipidio no tecido adiposo
retroperitoneal no controle apds 60 dias comparado com o grupo experimental (Figura 10) foi
observado. Este acimulo foi de aproximadamente 6,5%, enquanto o peso relativo deste mesmo
tecido aumentou 113% (Figura 6) no grupo experimental apos o mesmo periodo. Deste modo, o
resultado final entre os dois grupos foi de aumento neste tecido adiposo no grupo experimental
quando comparado a0 controle no mesmo periodo, diferenca esta também encontrada apés 120
dias de altmenta¢8o. Estes dados estfio de acordo com os resultados encontrados por Lladd e
colaboradores (2002) que demonstraram reduc@io da atividade lipolitica no tecido adiposo
retroperitoneal, em ratos machos ¢ f€meas, apés 15 dias de dieta de cafeteria. Esta reducdo foi
conseqiiéncia da alteragfio dos receptores adrenérgicos, com aumento dos receptores o nos
machos e reducio dos recepiores B nas f€meas, resultando assim, em aumento do tecido adiposo
retroperitoneal. Estudo realizado por DiGirclamo e colaboradores (1998) demonstron que este
tecido adiposo € aumentado principalmente por hiperplasia e, segundo os autores, isto de deve ao
fato deste tecido ser modestamente vascularizado € inervado. Alguns estudos demonstram que

quante mator o fluldo sangiifineo que atinge o tecido adiposo, maior a resposta deste tecido a
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lipslise devido a maior quantidade de substancias lipoliticas (como glucagon e catecolaminas),
que podem sensibilizar este tecido (Bartness e Bamshad 1998). Além disto, a direta inervacdo do
tecido adiposo branco pelo sistema nervoso simpético tem importante papel regulatério no
crescimento destes tecidos via modulacio de processos metabélicos como a lipdlise € 0 aumento
da permeabilidade capilar. Esta alteracfio na permeabilidade capilar pode resultar em menor
mebilizagdo lipidica, uma vez que para a albumina seguir para o espago intersticial e transportar
os 4cidos graxos liberados na lipblise, existe a necessidade de aumento da permeabilidade dos
capilares. Quando isto nfo ocorre, um aumento das concentragdes de dcidos graxos no intersticio
serd a conseqliencia, que por fim, inibird a lipolise (Newsholme e Leech 1988). Sendo assim,
quando os tecidos adiposos t8m sua inervacfo retirada, o estimulo lipolitico & reduzido ¢ &
capacidade proliferativa do mesmo sumentada, devido ao menor estimulo lipolitico via
catecolaminas (Bartness ¢ Youngstrom 1997) e também 2 redugfio do fluido sangiifneo
decorrente desta desenervagdo (Cantu e Goodman 1967).

Ao final de 120 dias o peso relativo do corpo adiposo ainda se manteve estatisticamente
superior no grupo experimental comparado com o controle. O contetido de lipidio no tecido
adiposo marrom aumentou significativamente em relagio ao controle também ap6s 120 dias
(Figura 9), sendo que neste mesmo perfodo o acimulo de gordura na carcaca foi maior do que o
préprio grupo experimental apds 40 dias, mostrando que o actmulo de gordura corporal ainda
ndo havia se estabilizado até este momento. Nos experimentos realizados por Barnard ¢
colaboradores (1998) foi demonstrado que mesmo ap6s 6 meses de dieta hiperlipidica ainda
houve aumento no contetido de tecido adiposo. Diferentemente do tecido adiposo retroperitoneal,
o aumento do corpo adiposo na fase adulta em que as ratas foram estudas em nosso experimento,
ocorre com contribuic@o semelhante de hipertrofia ¢ hiperplasia (DiGirolamo et al 1998). No
entanto, as alteracdes encontradas no conteido de gordura na carcaca, provavelmente,
representam maior alteragdo hiperplésica visto que a maior contribuicsio de gordura na carcaga ¢
proveniente de tecido adiposo subcutaneo. Este tecido, por sua vez, & o tecido adiposo que possui
menor inervagio e menor vascularizaciio, resultando em menor mobilizag8o dos 4cidos graxos e
menor sensibilidade & sustincias lipoliticas, conseqlientemente fem maior capacidade

proliferativa (DiGirolamo et al 1998; Bartness ¢ Bamshad 1998).
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Um ponto importante a ser discutido quanto aos depésitos adiposes € o maior contetido
significativo de gordura, especificamente do tecido adiposo marrom, encontrado somenie apds
120 dias de alimentacSo hiperlipidica, demonstrando mais uma vez que o acumulo de
adiposidade ainda nfo havia se estabilizado como alguns autores propSem (Melby et al 1998;
WHO 1998). Este tecido € mais vascularizade e tem maior densidade mitocondnal do que o
tecido adiposo branco, e possui como principal funcdo 2 producfio de calor (Greenwood ¢
Johnson 1977). Apesar de classicamente as alteragdes histoquimicas e bioquimicas do tecide
adiposo marrom estaremn mais ligadas ao estresse térmico do que &s variagBes alimentares
{Greenwood e Johnson 1977), dados mais recentes demonsiram o acimulo de gordura neste
tecido nos animais com dieta hiperlipidica (Yoshioka et al 1992; Matsuo et al 1994; Lladd et al
1997). A caracteristica normal deste tecido tanto em humanos quanto em ratos resulta na sua
reducéo com o curso da maturacio (Weiss e Greep 1977), € nossos dados estio de acordo com
esta caracteristica, visio que no grupo controle houve uma reducfo significativa no contetido de
gordura deste tecido entre 60 dias e 120 dias (Figura 9). No entanto, quando a rag8o hiperlipidica
foi consumida este efeito foi anmulado ¢ o tecido adiposo marrom continuou aumentando
progressivamente seu contetido de gordura mesmo com desenvolvimento dos animais. Alguns
estudos mostram que quando ratos sdo alimentados com dieta hiperlipidica rica em 4cidos graxos
saturados, algumas alteragbes na funcionalidade do tecido adiposo marrom acontecem como:
reduc8o do consumo mitocondrial de oxigénio (Yoshioka et al 1992), reducfo da atividade da
lipoproteina lipase (Matsuo et al 1994), reducio da atividade simpatica (Matsuo et al 1994;
Takeuchi et al 1995), reduco da atividade da carnitina palmitoil transferase (Takeuchi et al
1996) e redugfo na atividade da piruvato desidrogenase (Holness € Sugden 1999). Devido a estas
alteractes, uma redugio na termogénese do tecido adiposo marrom foi encontrada nos estudos
descritos acima, minimizando o possivel efeito termostatico da saciedade, normalmente
observado devido 2 interagio no hipotilamo entre os centros reguladores da temperatura ¢ da
ingestdo de alimentos (Guyton 1986). Estes dados indicam que um periodo de tempo mais
prolongado de exposicio & dieta hiperlipidica poderia resultar em actimulo de adiposidade neste
tecido, assim como mostram nossos resultados onde este acimulo foi progressivo com o passar
das semanas. De acordo com os dados recentemente encontrados por Francischi {dados ndo

publicados}, ap0s 8 semanas de alimentacfo hiperlipidica, ndo houve diferenga no contelido de
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gordura do TAM comparado com o controle, neste caso além do menor tempo de exposicio a
esta alimentaco os animais também tiveram uma ingestio controlada afim de parear as
quantidade cal6ricas ingeridas pelos dois grupos. No entanto, estudo realizado por Cudart e
colaboradores (1997), quando dieta rica em lipidio com maior ingestio de 4cido graxo
polinsaturado foi ministrada, uma maior atividade termogénica foi observada em relagio aos
ratos que consumiram apenas dieta hiperlipidica sem maior ingestdo destes Acidos graxos
demonstrando assim, que o efeito na atividade termogénica do tecido adiposo marrom depende
também do tipo de 4cido graxo ingerido na dieta ¢ nfio apenas do maior teor de gordura na
mesma. Assim, a maior incorporagdo de gorduras no tecido adiposo marrom no grupo
experimental ndo pode justificar o menor consume de racio encontrado nestes amimais POT uma
funglio na termogénese e, conseqiiente, inibicio da fome devido ao grande consumo de dcidos
graxos saturados neste grupo. Acredita-se entfo que a agio da colecistoguinina interagindo de
forma sinergistica com a leptina, proteina circulante derivada do tecido adiposo, regulem a
supressio da alimentaco, tanto em curto como em longe prazo (Barraching et al 1997; Konturek
et al 1999; Emond et al 1999; Matson e Ritter 1999) nos animais que consomem ragéo
hiperlipidica. O efeito da dieta rica em lipidio na concentracio de leptina parece depender do tipo
de gordura consumida (Peyron-Caso et al 2002), do tecido adiposo (Takahashi e Ide 1999) e do
tempo de consumo da ragio hiperlipidica, visto que animais tratados por 12 dias ndo tiveram
suas concentracles de leptina alteradas (Chavez et al 1998), enquanto estudos realizados apés4 e
14 semanas encontraram redugfio nas concentragdes plasméticas de leptina (Ainslie et al 2000) e
outro realizado por 20 semanas demonstrou aumento nas concentragles de leptina (Stricker-
Krongrad et al 1998). Apesar de alguns trabathos demonstrarem reduclo nas concentracfes
plasméticas de leptina com dieta rica em gordura em ratos (Ainslie et al 2000) ¢ humanos (Havel
et al 1999), alguns estudos demonstram que esta redugiio ocorre quando a dieta é rica em gordura
insaturada (Peyron-Caso et al 2002). No entanto, mesmo com concentracdes muito baixas de
leptina, a principio insuficientes para influenciar o comportamento alimentar, quando associadas
a pequenas doses de colecistoquinina, diminuem a ingestdo alimentar resultante de alteracGes no
nucleo paraventricular € nfio decorrentes de qualquer alteragiic no esvaziamento gastrico
(Barrachina et al 1997). No nosso estude as concentragBes plasméticas de leptina ndo foram

mensuradas, mas acredita-se que esta combinacfio de efeitos da leptina com a colecistoguinina
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possa ser a razio da redugfo alimentar no grupo que conswmiu dieta hiperlipidica, redugfio
semelhante 2 encontrada por Watarai e seus colaboradores (1988).

De acordo com a literatura (West e York 1998), é provavel que a alta quantidade de
lipidios na dieta tenha sido o causador deste acimulo de adiposidade, pois mesmo tendo um
consumo caldrico total inferior no grupo experimental, a quantidade de calorias provenientes de
lipidio foi trés vezes maior neste grupo (24,39 + 3,785kcal - Tabela 2) comparadoe com o
conirole (8,00 + 1,149%kcal), Cutros autores j& haviam demonstrado desenvolvimento de
obesidade em ratos alimentados com dieta hiperlipidica mesmo sem aumentar o total caldrico
ingerido comparado com controle (Jen et al 1981; Oscai et al 1983). A massa adiposa continuaria
em expansio até o ponto em que 2 oxidacio desta se iguale a sua ingestfo ¢, entfo, a quantidade
de gordura corporal se estabilizard em um novo patamar, mais alto que o anterior {(Melby et al
1998, WHO 1998). Essa seria a hipdtese mais aceita para explicar a relagfo entre ingestfo
lipidica e excesso de gordura corporal, motive pelo qual alguns autores tém utilizado dietas
hipolipidicas com total energético irrestrito para reducfio de gordura corporal (Austrup 1999).
Além disso, ao contrario dos carboidratos e proteinas, os lipidios nfo possuem nenhuma via
metabolica que transfira seu excesso para outro compartimento corporal (WHO 1998) e também
apresentam uma auto-regulacfo ineficiente para estimular sua oxidacfo em resposta 2 sua
ingestfio (Flatt 1987 e 1995; WHO 1998). Dessa forma, € possivel observar que no caso das
gorduras, ha um atraso na elevacgio da oxidagio em fungfo do consume elevado. No entanto
alguns autores acreditam gue o tipo de lipidio ingerido na dieta também pode influenciar o
actmulo de adiposidade visto que, alguns trabathos mostram significativa correlagio entre
percentual de gordura corporal ¢ percentual de gordura saturada e monoinsaturada ingerida na
alimentacio (Romieu et al 1988).

Apesar do evidente acumulo de gordura encontrado desde 40 dias de alimentagfo
hiperiipidica nfo foram observadas diferengas nos pardmetros plasmaticos analisados
{colesterolemia, trigliceridemia e no HDL plasmético) apés 60 dias de alimentago. Nossa
justificativa para a auséncia de alteracbes ¢ que estas, no desenvolvimento da sindrome
metabdlica, sfo conseqiiéncias de crOnica hiperinsulinemia, ¢ geralmente se manifestam apds a
intolerincia 2 glicose estar instalada. No prazo estudado, nfo obtivemos resuliados significativos

do papel da intervenclio dietética no perfil lipidico plasméatico, mas talvez estudos mais
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prolongados observem tais alteragbes. De acordo com estudo tecente conduzido por Picard e
seus colaboradores (2002) um pico pés-prandial de trigliceridemia 70% maior em ratos
alimentados com dieta hiperlipidica ¢ hiperglicidica (HLHG) foi encontrado, no entanto, a taxa
de aparecimento de triacilglicerol na circulago sangninea foi similar nos dois grupos, e, além
disso, apds 4hs de re-alimentacéio, as concentragBes plasmaticas de triacilglicerol diminufram
drasticamente se assemelhando ao controle, dado semelhante a0 enconfrado em nosso estudo
(Figura 20). Estes dados levaram os autores a acreditarem que a hipertrigliceridemia p6s-pandrial
enconfrada no grupo que se alimentou com ragdo HLHG por 30 dias, foi resultado de uma
deficiéncia na remogo de triacilglicerol da circulagfio, Fm nossos dados, ndio puderam ser
observadas alteracBes quanto aos parimetros de lipemia, o que poderia nos levar a concluir
tambeém gue a principal influéneia da intervenciio alimentar testada foi sobre o0s desvios
metabdlicos dos carboidratos e que estas nfo perduraram tempo suficisnte para resultar em
alteragbes significativas nos lipidios circulantes. Essa observagio ¢ muito préxima do
interessante estudo de Bamard e colaboradores (1998) sobre efeitos da dieta hiperlipidica com
agticar refinado em aspectos da sindrome metabolica. Para isso, os autores compararam esta
alimentacio com a dieta controle (hipolipidica e rica em carboidratos complexos) em ratas
fémeas durante 2 semanas, 2 meses e 2 anos sobre o transporte muscular de glicose estimulado
pela insulina, a insulinemia, pressdo arterial, triacilglicerol e glicerol séricos, peso corporal e
gordura corporal. Os autores demonstraram que a resisténeia 2 insuling e a hiperinsulinemia
ocorreu primeiramente, antes das outras manifestacfes da sindrome metabdlica, e que & dieta, e
n3o a obesidade, foi & primeira causa, DeFronzo e Ferrannini (1991) em sua revisio sobre os
varios aspectos da resisiéncia 3 insulina, mostraram que as alteragBes nas concentragdes
plasmaticas de VLDL e, posteriormente, de LDL em individuos obesos com resisténcia 4 acio da
insulina, podem resultar da maior disponibilidade de substratos para sintese de VLDL no figado
¢ da menor remogdo destas lipoproteinas pelos tecidos periféricos devido 4 resisténcia a acfo da
insulina sobre as lipoproteinas lipase. Nesta mesma linha, Haffner e colaboradores (1992)
sugeriram que a sindrome X fosse nomeada de sindrome da resisténcia 2 insulina, a fim de
reforgar o fato de que esta resisténcia € o fator determinante para iniciar ¢ processo de
estabelecimento desta sindrome. Esta hipétese estd de acordo com os dados de DeFronzo ¢

Ferrannini (1991}, que descrevem em sua revisdo, vérios sstudos que indicam alteracdo na
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pressfo sangilinea mediada pela resisténcia 4 insulina. Outros estudos encontraram que o tipo de
gordura ingerida na dieta apresentava correlagio com o desenvolvimento de resisténcia &
insulina, sendo assim, o percentual de 4cido graxo saturado na dieta fol significativamente
correlacionado 2 insulinemia de iejum independente de alteracBes na adiposidade corporal
(Maron et al 1991; Parker et al 1993; Mayer et al 1993), enguanto outro estudo demonstrou
relacBo inversa entre a ingestdo de 4cido graxo polinsaturado ¢ a drea shaixo da curva
insulinémica (Feskens et al 1994). Como alteracBes na dieta exatamente provocam resisténcia
periférica & ag¢8o da insulina ainda nfio € claro, mas defeitos na via de sinalizagfo intracelular
apos a insulina interagir com seu receptor na membrana da célula, foram relatados por Watarai ¢
colaboradores (1988). Ele e seus colaboradores demonstraram redugfio de 35% na resposta ao
estimulo méximo da insulina sobre a captacio de glicose em adipdcitos, decorrente da reducio
da fosforilac8o da subunidade § do receptor de insulina ao longo da curva dose-resposta em
animais alimentados com dieta hiperlipidica. Em nosso estudo também foi possivel observar
aumento das concentracdes plasmadticas de insulina e glicose apos 60 dias de alimentacfio
hiperlipidica (Figura 21). Este dado de hiperinsulinemia foi semelhante ao encontrado
recentemente por Picard e seus colaboradores (2002) apés 30 dias de deita hiperlipidica e
hiperglicidica, no entanto, os autores acreditam nfo terem encontrado diferenca na glicemia
devido ao curto tempo de alimentacdo. Segundo DeFronzo e Ferrannini (1991), no inicio do
desenvolvimento da resisténcia periférica & aglo da insulina, as células B do péncreas sio
capazes de aumentar sua secre¢io de insulina ¢, conseqiientemente, manter a tolerdncia a glicose
normal ou ligeiramente reduzida. No entanio, com a manutencio deste quadro, a excessiva
secregdo de insulina nflo pode ser mantida ¢ o individuo pode caminhar para a intolerincia &
glicose ou ai¢ mesmo para o diabetes (DeFronzo e Ferrannini 1991). Por outro lado, alguns
autores acreditam na hipdtese da glicotoxicidade onde a hiperglicemia crénica poderia provocar
faléncia das células P das ilhotas de Langerhans sem um aumento compensatério na taxa de
sintese destas células, resultando em deficiéneia na secrecio de insulina (Scheen at al 1999;
Leibowitz et al 2001). A hiperglicemia crbnica poderia levar a vérias alteragdes como: redugio
dos transportadores de glicose localizados nas células B (GLUT 2), reducio da quantidade de
transportadores GLUT 4 nos tecido musculares esqueléticos ou da capacidade de cada

transportador carrear glicose, ou ainda de uma glicacio de algumas proteinas e/ou enzimas
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envolvidas no metabolismo da glicose como a glicoquinase, localizada nas células B, que age
como “sensor de glicose™ nestas células (Scheen at al 1999). Yki-Jérvien em sua revisio sobre
toxicidade da glicose (1992) relata virios estados onde, apds a hiperglicemia ser mantida por
24hs ou mais, a taxa de captagio de glicose estimulada pela insulina foi reduzida principalmente
nos tecido musculares de ratos, Apés a corregio seletiva da hiperglicemia com a utilizacio de
florizan, que diminui a reabsorgfo de glicose no tibulo proximal provocando a glucosiria, houve
aumente de GLUT 4 na membrana plasmatica, sugerindo que a glicotoxicidade pode envolver
alteragbes neste transportador de glicose. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos da
hiperglicemia em humanos devido &s dificuldades encontradas para realizagio deste tipo de
experimento visto que, a quantidade de tecido muscular obtida nestes casos & Hmitada além da
toxicidade do florizan. Deste modo, as conclusBes sobre glicotoxicidade em humanos sio
indiretas ¢ deduzidas com base nas seguintes evidéncias: 1) a sensibilidade periférica a insulina €
normal em pacientes com diabetes mellitus insulino dependentes normoglicémicos; 2) a
hiperglicemia produz em 24hs defeito ne captagio de glicose pelo tecido muscular o que
tipicamente caracteriza resisténcia 4 insulina nestes pacientes; 3) a resisténcia 3 acdo periférica
da insulina pode ser amenizada nestes pacientes com melhor controle da glicemia sem aumentar
a dose de insulina (Yki-Jarvien 1992).

Em nosso experimento, quando o indice glicose/insulina (G/I) foi calculado, ndo foi
enconirada diferenga entre os grupos. O indice G/T tem sido amplamente utilizado para
identificar resisténcia a insulina por ter alta correlaciio com outros indicadores da sensibilidade a
insulina, porém com execugdo mais complicada como clamp euglicémico, teste intravenose de
toleréncia 4 glicose e teste oral de tolerfincia 2 glicose (Caro 1991; Legro et al 1998}, No entanto,
Quon (2001), em recente artigo publicado como editorial, critica 2 utilizagio deste indice em
situagbes onde nféio apenas a insulinemia esta alterada, mas a glicemia também. De acordo com
Quon, situacBes onde a concentragdo plasmatica de glicose também ests alterada, como no
diabético tipe 2, o valor do indice ndo indicard qualquer alteraciic metabélica induzindo 2 um
diagnéstico errade. Em nossos dados, devido & alteragio tanto da insulinemia guanto da
glicemia, ndo foi possivel detectar diferencas no indice G/I de acordo com os pontos levantados
por Quon. Deste modo, podemos perceber, independente do ndice G/I, que um quadro provavel

de inicio de infolerdncia 2 glicose e/ou resisténeia & achio da insulina estava se estabelecendo no
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gropo hiperlipidico ap6s 60 dias de alimentacfio. Este quadro inicial parece nfo ter sido
suficiente para alterar as concentragbes de glicogénio, estaveis entre 0s grupos confrole ¢
experimental apds 60 dias de alimentagio (Figura 19), talvez porque a hiperinsulinemia ainda
ndo fenha sido mantida por tempo suficiente para desencadear prejuizo na acBo da glicogénio
sintetase hepatica e muscular, como encontrado em outros estudos (Pedersen et al 1993; Oakes et
al 1997). Outra hipdtese que ¢ comumente utilizada para a reducfio dos estoques de glicogénio
seria resultante do acimulo de triacilglicerol e 4cidos graxos a partir da maior ingestio de
gordura na dieta, o que desencadearia maior oxidacBo destes acidos graxos levando a um
Jeedback negativo do glicogénio muscular e hepético sobre a atividade da glicogénio sintetase ¢,
conseqilentemente, no estoque de glicose (Felber ¢ Golay 1995). No entanto, em nosso estudo
ndo foram encontradas alteragBes quanto 4 quantidade de gordura no tecido muscular (Figura 13
e 14) e hepético {Figura 12). Curiosamente o tamanho do figado do grupe experimental reduzin
em relacBo ao controle apos 40 ¢ 60 dias de alimentacfo (Figura 4) e, além de ndo haver
diferencas no contetdo de glicogénio, também nfc foram observadas diferencas no contetido
lipidico neste tecido entre o grupo controle e experimental como descrito acima. Francischi e
colaboradores (dados ndo publicados) também encontraram reducic do tecido hepatico apés 8
semanas de consumo da mesma racfo, hiperlipidica ou controle, porém em guantidades
isocaléricas. Uma hipdtese para esta reducdio do tecido hepético encontrada apGs 40 ¢ 60 dias de
dieta hiperlipidica seria a reducfioc do conteiido proteico deste tecido em adaptaciio a dieta
ingerida. Neste caso, o figado poderia estar utilizando aminoécidos para produzir glicose para o
organismo através de processos denominados de gliconeogénese. Diversos autores ja
demonstraram aumento da gliconeogénese em decorréncia de dieta hiperlipidica (Bizeau et al
2001; Commerford et al 2002). A grande quantidade de gordura contida na dieta hiperlipidica
resultou em menor aporte de carboidratos no grupo experimental em relagio ao controle (Tabela
2). Deste modo, um estimulo para gliconeogénese, com aumento da secregio de glucagon e de
horménios glicocorticéides como cortisol, pode ter ocorrido nestes animais caso a ingestdo de
carboidratos n3o tepha sido suficiente para manter as concentragbes plasmaéticas de glicose
atendendo a demanda do organismo ao longo do dia. Nesta situacio a glicemia seria mantida
através da utilizacfio de aminodcidos na sintese de glicose pelo figado, o que poderia levar a uma

reducio do conteldo proteico do mesmo diminuindo seu tamanho. No entanto, a manutencdo da
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ingestdo da deita hiperlipidica desenvolveu, cronicamente, prejuizos na tolerdncia 4 glicose como
serd discutido posteriormente, elevando as concentragfes plasmaticas de glicose e diminuindo o
estinmulo para gliconeogénese. Talvez, por esta razdo, apés 120 dias de alimentacfo hiperlipidica,
o tamanho do figado foi semelhante entre os dois grupos, visto que a utilizacio de aminoacidos
para producfo de glicose por este 6rglo poderia estar reduzida,

Em nosso estudo o aumento da insulinemia parece nfic ter desencadeado outras
conseqliéncias como a inibigdo da lipoproteina lipase no tecido muscular demonstrada por alguns
autores (Barnard et al 1994; Picard et al 2002) e conseqiiente reducfio da capacidade destes
tecidos removerem lipidios dos quilomicrons (Barnard et al 1994). No entanto, outros estudos
demonstram maior remog¢io de dcidos graxos circulantes pelo tecido muscular apds dieta
hiperlipidica {Oakes et al 1997, Hegarty et al 2002), resultando em maior concentragio
intracelular de 4cido graxo quando comparado com animais controle (Oakes et al 1997). Como
descrito anteriormente, em nossos dados ndo foram encontradas diferencas significativas no
contedido lipidico de tecidos musculares que mantiveram padrfio semelhante ao controle em
todos os momentos.

No entanto, foi possivel observar prejuizo durante os testes de tolerancia oral 4 glicose no
grupo hiperlipidica em momentos distintos, de acordo com dados demonstrados anteriormente
por Pereira e colaboradores (1999¢). As curvas glicémicas encontradas antes da intervengdo
alimentar foram homogéneas entre os grupos (Tabela 3 e Figura 15), no entanto algumas
diferengas estatisticas foram encontradas na 4rea sob a curva entre os dois grupos com o passar
das semanas submetidos ou a ragio hiperlipidica ou ragio comercial. Apés 60 e 120 dias de
alimentacdo a 4rea sob a curva foi significativamente maior no grupo hiperlipidica {Tabelas 5 e
6) provavelmente devido a uma queda menos acentuada da glicemia aos 60, 90 e 120 minutos de
teste (Figura 17 ¢ 18). No grupo que consumiu ragdo hiperlipidica a 4rea sob a curva foi maior
apos 40 dias de alimentag8io comparando com o mesmo grupo no momento inicial (Tabela 4). De
acordo com estes resuitados foi possivel observar um prejuizo na toleréncia 2 glicose dos
animais alimentados com dieta hiperlipidica j4 no primeiro periodo de alimentagfo (40 dias), no
entanto, este prejuizo foi acentuado quande os animais foram mantidos com a ragiio hiperlipidica
por 60 ¢ 120 dias, demonstrando uma diferenca significativa na drea sob a curva comparada com

o controle apés os mesmos periodos. Embora nfo fenham sido encontradas diferencas
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significativas nos momentos de coleta, notaram-se aumentos importantes na glicemia nos
minutos 60, 90 e 120 apds 40 dias de alimentagio hiperlipidica. Algumas diferencas, no entanto,
ocorreram intragrupos de forma semelhante no grupo controle ¢ no experimental: a 4rea sob a
curva apos 60 dias de alimentagfio foi maior comparada com a inicial, 40 ¢ 120 dias (Tabela 5).
No grapo controle esta diferenca parece ter sido conseqiiéncia de uma glicemia maior aos 30
minutos de teste, sabe-se, porém que neste momento da curva glicémica o fator de maior
interferéncia € decorrente da absorgHo intestinal de glicose e ndo representa alteracio metabdlica
periférica (Guyton 1986). Neste grupo também foi possivel observar outra diferenca: apés 120
dias de alimentac8o a drea sob a curva foi significativamente menor do que a encontrada apds 40
dias, aparentemente também como consegiiéncia de uma glicemia maior aos 30 minutos. No
grupo hiperlipidica a 4rea maior aos 60 dias comparada com 40 e 120 dias de alimentacio
hiperlipidica parece também ter sido influenciada por uma glicemia maior acs 30 minutos,
semelhante com o ocorrido no grupo controle. Por cutro lado, existem indicativos de que a
diferenca entre as curvas, inicial ¢ apés 60 dias de alimentagdo, foi consegiiéncia de uma
glicemia mais elevada durante todo o teste com excecio da coleta inicial.

Sabe-se gque em ratos alimentados com excesso de gordura, j4 se observou
desenvolvimento de cbesidade (Sclafani e Springer 1976a; Storlien et al 1986; Segués ot al 1994;
Gianotti et al 1988; West e York 1998), e reducgéio na agfo insulinica sistémica, muscular € em
adipocitos (Grundieger ¢ Thenen 1982; Miller et al 1985; Storlien et al 1986 ¢ 1996a; Rocchini
et al 1997; Han et al 1997, Pagliassotti et al 1997; Wilkes et al 1998). J4 foram observadas tais
alteragBes em ratos com muito pouco tempo de experimento, come 7 dias (Miller et al 1985) ¢
10 dias (Grundieger ¢ Thenen 1982), e também quando a alimentaciio foi um pouco mais
prolongada como 3 semanas (Wilkes et al 1998), 4 semanas e 32 semanas (Han et al 1997).
Gimeno ¢ colaboradores (2000} demonstraram que o risco de desenvolver distirbios na
tolerfincia a glicose, isoladamente ou associado 4 hipertensio e a obesidade abdominal,
aumentou para 2% ¢ 15%, respectivamente, por unidade percentual de ganho de peso quando
comparado com individuos que mantiveram o peso estavel. Outro estudo realizado por Smith e
colaboradores (2000) demonstrou positiva correlagio entre concentragio de insulina e balanco
lipidico durante ingestdo de dieta rica em lipidio e baixa em carboidrato por individuos comuns.

Esses efeitos aparentam ser dependente nfio apenas da quantidade de gordura ingerida, mas

~
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também do tipo, em especial a0 tamanho e niimero de insaturacdes (Storlien et al 1996a; Stein et
al 1997). Alguns autores acreditam que esta reduciio na ago da insulina, quando decorrente de
alta ingestdic de dcidos graxos satuwrados (Parker et al 1993; Hunnicutt et al 1994), seja
conseqliéncia de uma modificagio no perfil lipidico da membrana celular onde: quanto mais
saturada a membrana fosfolipidica muscular, maior a resisténcia 3 acio da msuling neste tecido
(Storlien et al 1996b). Neste sentido alguns trabalhos demonstram que quanto maior o grau de
obesidade, maior 2 saturagio da membrana muscular (Pan et al 1995). Por outro lado, alguns
trabalhos indicam um efeito protetor de lipidios polinsaturados de cadeia longa do tipo @-3 (n-3)
(van Amelsvoort et al 1988; Storlien et al 1996a). Wilkes e seus colaboradores (1998)
encontraram resisténcia 2 acfo da insulina na musculatura esquelética de ratos alimentados com
dieta hiperiipidica, no entanto, na auséneia de insulina, houve aumento da captacdio basal de
glicose nos misculos esqueléticos com maior teor de fibras oxidativas. Estes resultados levaram
os autores a postularem que este aumento da captagio basal de glicose poderia ser um efeito
compensatério devido ac prejuizo na captagfio de glicose estimulada pela insulina, visto que de
acordo com o estudo de Storlien ¢ colaboradores (1987) este prejuizo foi mais evidente em
miisculos esqueléticos com caracteristica predominantemente oxidativa. De acordo com
resultados posteriores deste mesmo grupo {Storlien et al 1993), o aumento na captacio basal de
glicose em musculos com maior com caracteristica oxidativa, é decorrente da composicio de
&cidos graxos na dieta, visto que os autores também encontraram esta elevada captacdo basal,
mas apds suplementagioc de 4cidos graxos n-3 na dieta hiperlipidica rica em 4cidos graxos
saturados. Em acordo com estes resultados, Storlien e colaboradores (1996b) demonstraram que
quanto maior a relacio n-6/n-3 na ingestio alimentar, maior a insulinemia de jejum. Nesta
mesroa linha, relacdo positiva entre ingestdo de 4cidos graxos polinsaturados n-6 e insulinemia
de jejum ja foram demonstradas (Mayer et al 1993), enquanto um efeito benéfico no controle
glicémico em individuos diabéticos foi observado por Raheja e colaboradores (1993) quando
houve redugfo na relaco n-6/n-3 ingerida por estes individuos.

Muitos estudos tentaram identificar as causas das alteragdes na captagdo de glicose em
fungdo da alimentacdo hiperlipidica, no entanto ainda hé muita controvérsia. (Storlien et 2l
1996a). Segundo alguns estudos, o aumento das concentragbes plasmaticas de 4cidos gTax08

decorrente da alta ingestdo de lipidios na dieta, agudamente aumenta o estimulo de secrecdo de
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insulina desencadeado pela glicose nas células § (Carpentier et al 1999) ¢, neste caso, este efeito
insulinotrépico parece ser influenciado diretamente pelo tamanho do 4cido graxo (positivamente)
e pela guantidade de insaturacBes presente no mesmo (negativamente) de maneira ainda nfo bem
elucidada {Stein et al 1997). No entanto, 2 exposicio crbnica a altas concentragfes de acidos
graxos parece diminuir a secregfo de insulina pelas células § (Carpentier et al 1999). A secrecio
de insulina normalmente decorre de aumento das concentraces plasmaticas de glicose, que €
captada pelas células B através do transportador de glicose GLUT 2, € entfio fosforilada gerando
glicose-6-fosfato, que pode seguir pela via glicolitica, e ADP, que estimula o metabolismo
oxidativo através da ativacio da citrato sintase {enzima que catalisa a conversio de oxaloacetato
e acetil-CoA a citrato). Deste modo, ocorrera producio de energia na forma de ATP diretamente
pela glicolise e pelo ciclo de Krebs, ¢ também através da fosforilagho oxidativa das coenzimas
reduzidas (NADH e FADH,) geradas nestes dois processos metabolicos. O aumento da produgfo
de ATP nas células B desencadeia alteracSes nos canais de potassio ATP dependentes, causando
despolarizagdo da membrana plasmatica €, consegiientemente, abertura dos canais de célcio. O
aumento citossolico ¢ mitocondrial de célcio nas células B provoca a exocitose das vesiculas
contendo insulina (Gerbitz et al 1996). Sendo assim, a maior oferta de acidos graxos proveniente,
por exemplo, da dieta hiperlipidica, aumenta a participagio destes no ciclo de Krebs,
aumentando as concentracdes de citrato mitocondrial e posteriormente no citoplasma das células
B. Apés a agfio da ATP citrato liase sobre o citrato, ocorre aumento da concentragfo de acetil-
CoA gue estimula a atividade da acetil-CoA carboxilase aumentando a concentracio de malonil-
CoA no citoplasma da célula. O malonil-CoA inibe o sistema de transporte de acidos graxos
(CPT - carnitina palmitoil transferase) para a mitocbndria, aumentando a concentragio
citoplasmdtica de é&cidos graxos livres, os quais contribuem com a secregfo de insulina
(DeFronzo 1997). No entanio, a crbnica exposico da enzima acetil-CoA carboxilase a seu
substrato (acetil-CoA) parece diminuir a atividade desta enzima em um processo denominado de
downregulation, diminuindo a produgfo de malonil-CoA e, consegilentemente, a inibiciic da
CPT. Deste modo, maior transporte de &cidos graxos para a mitocOndria ocorrerd reduzindo as
concentracles citoplasméticas desta molécula, diminuindo, conseqgilentemente, a secrecio de
insulina {DeFronzo 1997). Além disto, quando a alta ingest3o de lipidios € mantida cronicamente
ou no estado de jejum, a participacfio da glicose no fornecimento de energia nas células B €
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reduzida, devido a menor atividade do complexo piruvato desidrogenase {converte piruvato a
acetil-CoA) entre outros fatores. Sendo assim, a producgo de malonil-CoA resultando na inibicgo
da CPT e aurnento da concentragio plasmética de 4cidos graxos, € prejudicada (Stein et al 1997,

Alguns autores demonstraram que 2 dieta hiperlipidica promove aumento significativo
das concentragBes infracelulares de um andlogo da glicose tanto no tecido muscular (Furler et al
1997) como no figado (Oakes et al 1997) e que este aumento foi decorrente de uma falha no
processo de fosforilagfio da glicose. Sendo assim estes autores acreditam que esta falha, que por
fim eleva a concentragdo intracelular de glicose, poderia implicar na limitagho da agio da
insulina. Ogkes e colaboradores demonstraram (1997) que a capacidade da insulina de inibir 2
produglo hepatica de glicose foi reduzida em ratos alimentados com dieta hiperlipidica e que
este fator néio foi decorrente da maior oxidagio de 4cidos graxos, mas evidéncias demonstram
envolvimento da atividade da glicose-6-fosfatase (G-6-P) e da glicoguinase {GK), com aumento
de 76% na taxa de atividade G-6-P/GK. Estes dados estfio em acordo com os resultados
encontrados por Commerford e colaboradores (2002) que demonstraram maior atividade da
subunidade catalitica da glicose-6-fosfatase além, de aumento na gliconeogénese, apts alimentar
ratos com dieta rica em gordura por 13 dias. Acredita-se também que uma alteracio nos
transportadores de glicose possa ser uma das causas do defeito na acio da insulina,
principalmente pela reducfio nas atividades do transportador de glicose {(GLUT 4) (Zierath et al
1597), mas sem alteragdio no RNAm desta proteina (Wake et al 1991}, conseglientemente, sem
alterag@o no contetido de GLUT 4 (Han et al 1997) em misculos de ratos ap0s a administraco
de dietas hiperlipidicas. Zierath e colaboradores (1997) demonstraram que ratos alimentados
com dieta rica em gordura com grande quantidade de acidos graxos saturados, apresentaram
reducio na expressdo génica no IRS-1 (substrato primério do receptor de insulina) e da PI 3-
kinase resultando em redugfic na translocagic de GLUT 4 no masculo esquelético comparado
com animais que consumiram ragio hiperlipidica com alto teor de cidos graxos polinsaturados.
O trabalho de Hansen ¢ seus colaboradores (1998) estudon possiveis alteracSes em algumas vias
da cascata de sinalizacio insulinica em conmseqiiéncia do consumo crdnico de dietas
hiperlipidicas. Incubando misculos epitroc