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Resumo

Tendo em vista que populagdes de paises industrializados aumentaram
significativamente o consumo total de gordura, especialmente a saturada, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do consumo de dietas ricas em
gordura saturada ou com azeite de oliva virgem sobre peso corporal, consumo
caldrico e parametros bioquimicos em ratos.

Quatro grupos de animais foram alimentados durante 16 semanas com 4
diferentes dietas: normocaldrica com 9,12% oleo de soja (NOS); hipercalorica
oleo de oliva (HOO), com 43,2% oleo de oliva virgem; hipercal6rica com 43,2%
de gordura saturada (acidos palmitico, miristico e estearico) (HGS); e
normocalérica com 43,2% de gordura saturada (NGS). Apds o periodo de
tratamento, foram realizadas medidas de sintese e concentragcédo de glicogénio
hepatico, dosagens de colesterol total e triacilglicerdis em plasma e figado e
testes de tolerancia a glicose (TTG) e a insulina (TTI). Animais foram
sacrificados por decapitagdo, sangue foi coletado para as dosagens
bioquimicas e fatias de figado (100-150mg) foram pesadas para as incubagdes
e dosagens bioquimicas. Tecido adiposo foi retirado e pesado para

comparagao entre os grupos.

Durante todo o periodo de tratamento, animais do grupo HGS
consumiram mais e os do grupo HOO menos calorias diarias. Ratos que
comeram dieta com gordura saturada ‘ad libitum’, isto €, HGS e NOS, tinham
maior peso corporal do que os outros, mas os ratos com dieta HGS tiveram
maior deposicdo de gordura retroperitoneal. Em figado, a sintese e a
concentragdo de glicogénio foram maiores nos ratos que comeram dieta rica

em gordura saturada (HGS e NGS). Em musculo séleo a sintese de glicogénio



s6 estava aumentada nos animais do grupo NGS. A captagdo de glicose em
musculo séleo ndo apresentou diferengas entre os grupos. O GTT teve area
sob a curva (AUC) maior no grupo HOO, mas o ITT foi normal. Em plasma, o
colesterol total foi maior em HGS e menor em NGS e os triacilglicerdis foram
menores em HOO e maiores em HGS. Em figado, colesterol total e
triacliglicerdis estavam elevados em todos os animais com dietas HL, porém,
foram mais altos no grupo HOO com relagdo aos outros grupos. A atividade da
enzima paraoxonase 1 (PON1) que é relacionada com colesterol HDL, foi
menor no grupo HGS. A dosagem de acidos graxos livres (AGLs) ndo mostrou
diferenga significativa entre os grupos, mas observou-se uma tendéncia a

aumento nos animais HGS.

Estes resultados sugerem uma correlagdo positiva entre o consumo de dietas
hiperlipidicas com alteragbes metabodlicas. A dieta hiperlipidica com gordura
saturada quando ingerida ‘ad libitum causou efeitos negativos sobre
parametros tais como consumo calorico total, perfil lipidico e deposicao de
gordura, embora a dieta rica em gordura monoinsaturada tenha causado
elevagdo na AUC do GTT e elevagdo da concentragéo de CT e TAG em figado
sem alteragdes no plasma. Mais estudos sdo necessarios para compreensao
dos efeitos de tais dietas em parametros como tolerancia a glicose, sintese e
concentragdo hepatica de glicogénio, concentracdo de TAG e colesterol
hepatico. O presente estudo estende o conhecimento sobre suas ag¢des no

metabolismo intermediario.
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Abstract

Given that populations of industrialized countries increased the total intake of
dietary fat, especially saturated fat, in relation to other types of fat, the objective
of the present investigation was to evaluate the effects of consumption of diets
rich in saturated fat or with virgin olive oil on body weight, caloric consumption
and some biochemical parameters in rats.

Four groups of animals were fed for 16 weeks with four different diets:
normocaloric with 9.12% of the soybean oil (NSO); hipercaloric olive oil (HOO),
with 43.2% of the virgin olive oil; hypercaloric saturated fat (HSF), with 43.2 %
of the saturated fat (palmitic, stearic and myristic acids) and normocaloric with
43.2% saturated fat (NSF). After the treatment, animals were sacrificed by
decapitation, blood was collected for biochemical testing and liver slices (100-
150 mg) were weighed for incubations and biochemical measurements.
Adipose tissue was removed and weighed for comparison between groups.
Hepatic glycogen synthesis and concentration, total cholesterol and
triacylglycerol in plasma and liver and glucose tolerance test (GTT) and insulin
tolerance test (ITT) were performed.

Throughout the treatment period, the HGS group consumed more and HOO
group less calories daily. Rats that ate a diet with saturated fat ‘ad libitum’', ie
HGS and HOO, had higher body weight than others, but HGS had higher
retroperitoneal fat deposition. In liver, glycogen synthesis and concentration
were higher in rats under a diet rich in saturated fat (HGS and NGS). In soleus
muscle glycogen synthesis was increased only in group NGS. The glucose
uptake in soleus muscle showed no differences between groups. The GTT had

area under the curve (AUC) higher in group HOO, but the ITT was normal. In
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plasma, total cholesterol was higher in HGS and lowest in NGS and
triacylglycerols were lower in HOO and larger in HGS. In liver, total cholesterol
and tryacliglicerols were elevated in all animals under HL diets, however, were
higher in group HOO that in the others. The activity of the paraoxonase 1
enzyme (PON1), that is related to HDL cholesterol, was lower in HGS. The
determination of free fatty acids (FFAs) showed no significant difference
between groups, but there was a tendency to increase in animals HGS. These
results suggest a positive correlation between the consumption of high fat diets
with metabolic changes. The high fat diet with saturated fat intake when ‘ad
libitum' caused negative effects on parameters such as total calories,
cholesterol and fat deposition, although the diet rich in monounsaturated fat has
caused an increase in the AUC of GTT and increased concentration of TC and
TAG in liver without changes in plasma. More studies are needed to understand
the effects of such diets on parameters such as glucose tolerance, synthesis
and hepatic glycogen concentration, TAG concentration and hepatic
cholesterol. The present study extends knowledge about their actions in

intermediary metabolism.
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1. Introducgao

Dieta e nutricdo s&o fatores importantes na promog¢ao e manutengao da
saude. Pesquisas (PERICHART-PERERA et al, 2010; SIRI-TARINO e cols,
2010; SACKS & KATAN 2002; HUNTER e cols, 2010) mostram a existéncia de
forte associacdo entre dieta e algumas doencgas crbénicas. Essas doencas
crOnicas sobrecarregam os servicos de saude gerando custos elevados, em
2001, no mundo inteiro, elas contribuiram com 60% das 56,5 milhdes mortes
ocorridas e isto representou 46% do custo total de doencgas. Estima-se que até

2020 estes valores alcancem o patamar de 57% (WHO, 2003).

Quase metade das mortes ocorridas por doencgas crbnicas sao
atribuidas as doencas cardiovasculares (DCV), obesidade e diabetes mellitus
tipo Il (DMII) e estes ndo sdo problemas apenas de regibes desenvolvidas. A
projecéo para 2020 é que % de todas as mortes que ocorrerdo no mundo seréo
por doengas cronicas, destas, estima-se cerca de 70% sejam devidas ao DMII
(WHO, 2003).

A obesidade € uma doenca crénica e o principal fator de risco para o
desenvolvimento de outras doencas inter-relacionadas. Pesquisas de cunho
epidemiologico tém mostrado que a prevaléncia de sobrepeso e obesidade
esta aumentando de maneira exponencial em todos os paises, tanto naqueles
desenvolvidos como em desenvolvimento (ECKEL e KRAUSS, 1998; ALLISON
et al, 1999; MUST et al, 1999; TROJANO & FLEGAL, 1998; WHO, 1998).
Cerca de 50% dos adultos dos Canada e de alguns paises da Europa
Ocidental apresentam indice de massa corporal (IMC), que é obtido através da

equacao peso em kg/mz, superior a 25kg/m? e em alguns subgrupos a



prevaléncia de sobrepeso é superior a 70%. Nos Estados Unidos, mais do que
metade da populacéo tem sobrepeso ou obesidade, e isso ocorre independente
de faixa etaria ou sexo (STEIN & COLDITZ, 2004). Estima-se que no mundo
todo mais de 1 bilhdo de pessoas tenha excesso de peso e 300 milhdes estdo
obesos (WHO, 1999; FLEGAL, et al, 1998; SMYTH & HERON, 2006; WHO,
2003).

No Brasil, a prevaléncia de sobrepeso em adultos também pode ser
considerada um problema de saude publica. A Pesquisa de Orgamentos
Familiares (POF 2002-2003) revelou uma prevaléncia de 41,1% entre os
homens e 40% entre as mulheres acima de 20 anos (IBGE, 2004). Apesar de
todo empenho de cientistas e profissionais de saude a incidéncia de sobrepeso
e obesidade continua aumentando rapidamente em todo o mundo e varios
paises estdo experimentando o que tem sido denominado de ‘epidemia de
obesidade’. (SMYTH & HERON, 2006; WOODS et al, 2003).

As causas dessa epidemia ainda ndo estdo completamente
esclarecidas, porque a obesidade € uma doenca complexa e multifatorial, onde
predisposi¢cao genética e fatores ambientais estdo envolvidos (BLUNDELL &
COOLING, 1999; MORENTIN et al. 2009; STEIN & COLDITZ, 2004). Varios
estudos tém mostrado a relagdo entre aumento na disponibilidade e no
consumo de dietas hiperlipidicas, altamente caloricas e palataveis combinados
com estilo de vida sedentario e a incidéncia de obesidade (WOQODS et al, 2004;
LAFONTAN & LANGIN, 2009). Embora o peso corporal seja muito bem
controlado por diversos mecanismos homeostaticos, quando humanos ou

animais sdo submetidos a dietas com elevado teor de lipideo este balango é



rompido e ambos tornam-se obesos e com as complicagbes relacionadas
(WOODS et al, 2003).

Estudos com humanos obesos mostram que o aumento do peso
corporal €& apenas um dos muitos sintomas apresentados, com
hiperinsulinemia, hiperleptinemia e resisténcia a insulina (RIl) sendo bastante
frequente entre estes. Em estudos com ratos que eram alimentados com dietas
hiperlipidicas ou hipolipidicas, os primeiros apresentaram niveis mais altos de
insulina e leptina de jejum quando comparados com aqueles alimentados com
dietas hipolipidicas, além disso, o aumento nas concentragdes desses
horménios era diretamente correlacionado com o peso corporal (WOODS et al,
2003). Entre os disturbios metabdlicos relacionados com a obesidade o mais
incidente é a Rl, uma desordem em que ocorre um prejuizo na resposta
fisiologica a insulina, e € comumente associada a doengas (HEGARTY et al,
2003). A principal caracteristica deste disturbio é a incapacidade da insulina em
diminuir a produgédo hepatica de glicose e aumentar a utilizagdo desta pelos

tecidos (WALKER, 1995).

1.1 Gordura Dietética e Dietas hiperlipidicas

O termo ‘gordura dietética’ inclui os lipideos de plantas e tecidos animais
que sao ingeridos nos alimentos. Em uma definigdo simplista, gorduras séo
soélidas e os dleos sdo liquidos a temperatura ambiente, ambos constituem uma
mistura de triacliglicerol (TAG) com uma quantidade menor de outros

constituintes. (WHO, 1993)



Gorduras e 6leos s&o importante fonte de energia para o organismo. A
ingestdo minima recomendada de gordura esta na faixa de 15-20% do total de
calorias diarias para a maioria dos humanos adultos e a ingestdo maxima esta
na faixa de 30 a 35% do total de calorias ingeridas diariamente, sendo que, até
10% do total de calorias podem ser advindas de gordura saturada (WHO,
1993).

O papel dos o6leos e gorduras na alimentagdo humana € um topico
amplamente estudado e os resultados encontrados em muitas pesquisas
apontam para o fato de que o consumo destes nutrientes apresenta beneficios
e riscos para populag¢des (WHO, 1993).

Evidéncias sugerem que na Era Paleolitica os humanos desenvolveram-se
consumindo uma dieta que continha quantidades menores de gordura saturada
e acidos graxos tfrans em relagao a dieta atual, e uma proporg¢ao semelhante de

acidos graxos w6:w3 (1-2:1) (Figura 1) (SIMOPOULOQOS, 1999).
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Figura 1: Estimativa da ingestdo de acidos graxos ao longo do tempo. Esquema hipotético
mostra as relativas percentagens de gordura e das diferentes familias de acidos graxos na nutricdo
humana conforme extrapolagdo a partir de andlises de estudos sobre a alimentagdo do homem da Era
Paleolitica (homens cagadores-coletores) até os dias atuais, considerando suas supostas mudangas
durante os ultimos 100 anos (SIMOPOULOS, 1999).

Dietas hiperlipidicas tem sido tema de muitos estudos nas ultimas
décadas, varios deles apontam para os riscos a saude de uma dieta com
elevado teor de lipideos, porém, nem toda gordura dietética € prejudicial, por
exemplo, os acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) possuem efeitos benéficos
sobre a saude e somente os acidos graxos saturados mostram efeitos
prejudiciais, a denominada ‘dieta aterogénica’ é rica em gordura saturada e é
responsavel por aumentar niveis de lipoproteinas de baixa densidade (Low

density lipoproteins — LDL) (RAVNSKOV, 1998; SIMOPOULOS,1999).

1.2 Acidos graxos Saturados e Monoinsaturados

Acidos graxos geralmente sdo cadeias alifaticas retas com um grupo

metila (CH3) em uma das extremidades (denominada carbono ®) e um grupo



carboxila (COOH) na outra extremidade. Em seres humanos, a maioria dos
acidos graxos tem um numero par de atomos de carbono. Acidos graxos
saturados possuem somente ligagdes simples e os acidos graxos insaturados
possuem ligagdes duplas entre os atomos, estas podem ser uma, como € o
caso da gordura monoinsaturada ou mais, quando é denominada
poliinsaturada. Quanto maior o numero de insatura¢des, mais susceptivel € o
acido graxo a oxidagdo. Os acidos graxos saturados mais comuns em ceélulas
de mamiferos s&o o palmitico (16:0) e o estearico (18:0) (SMITH e cols, 2007).

Dietas ricas em gordura saturada e pobres em gordura poliinsaturada,
como a observada no padrao ocidental sdo consideradas a principal causa de
aterosclerose e DCV, em particular doencas coronarianas (DAC)
(SIMOPOULOS, 1999). Modelos experimentais realizados com gordura
saturada, utilizando os acidos graxos: laurico (12:0), miristico (14:0) e palmitico
(16:0) mostram que estes acidos graxos saturados estdo implicados na
elevagdo dos niveis séricos de colesterol total (CT), TAG, LDL, elevagcéo da
pressdo arterial e Rl (BENOIT et al., 2009; TREMBLAY, 2004). Estudos
recentes relacionam a ingestdo de acido graxo saturado, especialmente o acido
palmitico com diminuigao da sinalizagdo da insulina no sistema nervoso central
causando resisténcia a insulina no cérebro e conduzindo a obesidade com
todas as suas caracteristicas correlacionadas (BENOIT et al, 2009).

Ao contrario dos acidos graxos saturados, o acido graxo poliinsaturado
linoléico (18:2 WG6) reduz moderadamente niveis de CT e LDL séricos, e o
acido graxo monoinsaturado oléico (18:1 W9) parece nao ter efeitos sobre

niveis de LDL, mas aumenta niveis de lipoproteinas de alta densidade (‘high



density lipoprotein’ HDL) modestamente (WHO, 1993; RAVNSKOV, 1998;
PEREZ-JIMENEZ et al, 2005).

A chamada “dieta Mediterrdnea’ cuja principal caracteristica é a
presenga do azeite de oliva, rica em gordura monoinsaturada, € relacionada
com baixos indices de DCV, doengas neurodegenerativas e incidéncia de
alguns tipos de cancer. A maioria das pesquisas relaciona estes efeitos aos
varios compostos presentes no azeite de oliva, especialmente antioxidantes e
compostos fenolicos (CICERALE, e cols, 2010; PEREZ-JIMENEZ et al, 2005;
MACHOWETZ, et al. 2007), embora resultados recentes tenham mostrado que
os efeitos do azeite de oliva na reducdo da pressao arterial sdo devido ao
elevado teor de acido oléico presente no azeite (TERES et al, 2008). Seja por
seu alto conteudo de compostos fendlicos antioxidantes ou pelo alto teor de
gordura monoinsaturada (70 a 80%) (TERES et al, 2008) presente neste tipo
de gordura, o consumo elevado do azeite de oliva por algumas populag¢des tem
mostrado efeitos benéficos sobre a saude, com niveis diminuidos de CT,
particulas LDL e TAG plasmaticos, com diminuida incidéncia de DCV.
(WATERMAN et al, 2007). Além disto, estudos de laboratério tém mostrado
que o acido oléico no hipotalamo possui efeito ‘mimético’ a insulina diminuindo
a producdo hepatica de glicose e a ingestdo caldrica, consequentemente,

também o peso corporal (OBICI et al, 2002).

1.3 Obesidade

A obesidade é uma doenga complexa e de origem multifatorial

caracterizada por acumulo de excesso de gordura corporal. Em termos



simples, pode-se dizer que obesidade ocorre quando existe um balancgo
energético positivo, ou seja, quando a ingestdo caldrica excede o gasto
energético. (BLUNDELL & COOLING, 1999; MORENTIN et al, 2009).

Em humanos ou animais obesos, a presenca de excesso de adiposidade
corporal induz um estado inflamatério que esta implicado em varias desordens
metabdlicas. O tecido adiposo hipertrofiado secreta moléculas que acabam
induzindo resposta pro-inflamatoria com recrutamento de macréfagos para o
local (FERRANTE, 2007).

No tecido adiposo, maior reservatorio de energia e combustivel
metabdlico para o organismo, as reservas estado na forma de TAG. Fatores que
controlam o estoque e mobilizagao destes TAG s&o importantes reguladores do
acumulo de lipideos. Sob estimulos especificos lipases podem rapidamente
liberar acidos graxos nao esterificados (NEFAs) a partir dos TAG, que sé&o
entdo utilizados pelas células para gerar energia (LAFONTAN & LANGIN,
2009). Quando ocorre liberacdo excessiva de NEFAs sem concomitante
utilizacdo pelos tecidos, pode ocorrer acumulo de metabdlitos téxicos em
tecidos nao-adiposos como musculo esquelético, células B pancreaticas e
figado, induzindo inflamacéao cronica com infiltragdo e ativagcdo de macroéfagos,
acarretando disfuncdo e morte celular e Rl num processo denominado
lipotoxicidade. (PRIEUR e cols, 2009; WANG et al, 2008). Os metabdlitos
lipidicos que causam disfuncdo sao LDLs oxidadas e glicadas, produtos finais
de glicagao avancada (AGEs), AGLs, colesterol livre (CL), excesso de TAG,
diacilglicerol (DAG) e ceramidas (PRIEUR e cols, 2009). Por isso, a obesidade

é considerada um estado pro-inflamatério. (DESPRES & LEMIEUX, 2006).



Na maioria das pessoas, com dietas equilibradas, ndo existe grande
variagdo no peso corporal ao longo do tempo, embora ocorram variagdes na
ingestdo caldrica. Para manter esta homeostasia existem mecanismos de
controle deste processo que fazem com que o peso corporal seja firmemente
regulado através da integragdo de sinais periféricos e centrais que refletem a
disponibilidade de energia (BENOIT et al, 2009).

Apesar dos mecanismos disponiveis para a regulagdo do peso corporal,
estudos tém mostrado que quando animais ou humanos sado submetidos a
dietas com elevados teores de lipideos regularmente, a quantidade de energia
estocada como lipideo pode aumentar e ocorrer o desenvolvimento de

obesidade (WOODS et al, 2004).

1.4. Resisténcia a Insulina (RI)

A resisténcia a insulina (Rl) é definida como a incapacidade do
organismo em responder normalmente as agbes da insulina e €& uma

caracteristica do DMII (JIANG & ZHANG, 2005)

A Rl tem é um estado patoldgico cujas caracteristicas sdo a capacidade
prejudicada da insulina em diminuir a produgéo hepatica de glicose e a lipdlise
do tecido adiposo bem como de estimular a entrada de glicose nos tecidos
adiposo e muscular. O musculo € responsavel por 70-80% da entrada de
glicose estimulada pela insulina e é considerado o mais importante local de
acao do horménio. Nos quadros de RI, as células  pancreaticas sao forgadas
a aumentar a secrecao de insulina o que leva a hipertrofia e hiperplasia, além

disto, apresentam também glicotoxicidade e lipotoxicidade que, somados ao
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EO, podem ocasionam morte destas células. Por essa razdo, este estado
apresenta um importante papel no desenvolvimento da deterioracéo
progressiva que ocorre nas células § no DMII (DeFRONZO et al, 1981; UNGER

& ORCI, 2001).

Tecidos como o cérebro e os eritrocitos apresentam uma demanda
ininterrupta por glicose, satisfeita nos periodos de jejum por meio da produgao
de glicose pelo figado e em pequena extensdo pelos rins num processo
determinado gliconeogénese. Em diabéticos a taxa de produgdo de glicose
hepatica esta aumentada apds uma noite de jejum, a superproducgéo de glicose
pelo figado ocorre mesmo na presenga de niveis plasmaticos de insulina de
jejum aumentadas, indicando severa resisténcia ao efeito supressor da insulina
sobre a producgao hepatica de glicose. Este aumento da produgédo hepatica de
glicose é explicado pelo aumento da gliconeogénese e ndo pela glicogendlise

(DeFRONZO, 2009).

Embora nem todos os individuos obesos sejam diabéticos conforme
aumenta o IMC, aumenta o risco do desenvolvimento de DMII (COLDITZ et al,

1995).

1.5 Teoria glicotéxica, teoria lipotdxica, estresse oxidativo e

defesas antioxidantes

Embora seja um dos tépicos mais estudados nas ultimas décadas, a

etiopatogenia do DMIl ndo esta completamente elucidada. Atualmente 2

teorias sdo propostas para explica-la: a glicotoxica e a lipotoxica.
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Segundo Brownlee (2005) todas as alteragcbes que ocorrem na
etiopatogenia do DMIlI sdo decorrentes de um aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), que ocorrem principalmente nas
células que n&o tém capacidade de diminuir seus transportadores de glicose,
isto ocasiona uma elevada concentragao intracelular desta molécula e um
consequente aumento na producdo de EROs. Aumento da concentragéo
intracelular de glicose ocasiona um aumento da oxidagcdo de acetil-CoA no
ciclo de Krebs, com consequente aumento da oxidagdo de Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo (NADH) na cadeia de transporte de elétrons,
resultando num aumento no gradiente de voltagem através da membrana
mitocondrial interna até atingir um limiar critico (DU et al, 2000). Quando o
limiar critico € atingido, ocasiona um refluxo de elétrons do complexo Il para
a ubiquinona e desta para o oxigénio (O,), formando o radical superoxido (O

2') dando inicio a cadeia de formacao de espécies EROs. (DU et al, 2000).

‘Espécies Reativas de Oxigénio’ € um termo coletivo que inclui tanto
radicais oxigénio quanto certos n&o radicais que sdo agentes oxidantes ou
s&o facilmente convertidos em radicais, entre os radicais estdo o radical
superéxido (O,7), radical hidroxil (OH), hidroxiperoxil (HO"), peroxil (RO,
alkoxil (RO") entre outros, o peréxido de hidrogénio (H20,) é um dos no
radicais incluido no termo ERO (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).
Fisiologicamente, EROs s&o mediadores de cascata de sinalizagéo celular de
organismos aerébios (DROGE 2002; THANNICKAL & FANBURG, 2002),
porém sua producdo excessiva pode levar a um desbalanco entre o sistema
pré-oxidante e antioxidante, levando ao EO. EO pode levar a perda de fungao

celular, dano ao acido desoxirribonucléico (ADN), necrose e apoptose.
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Quando ocorre quebra do ADN a enzima poli-ADP(ribose)-polimerase é
ativada (DU et al, 2003) o que acaba inibindo a enzima gliceraldeido-3-P-
desidrogenase (GAPDH) gerando aumento na concentragao de gliceraldeido-
3-fosfato o que leva a aumento nas vias do poliol, da formag¢ao de AGEs, da
ativacdo da proteina cinase C (PKC) B e da via das hexosaminas
(SALVEMINI et al, 1999). Células possuem sistemas antioxidantes (AO), i.e,
sistemas de destoxificacdo de EROs (NORDBERG & ARNER, 2001;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Entre os sistemas antioxidantes estao: a SOD, o tripeptideo y-glutamil-
cisteinil-glicina (GSH) e a CAT. SOD (E.C.1.15.1.1) composto pela Mn-SOD
(mitocondrial) e Cu/Zn-SOD (citosolica) promovem a reducédo do radical
superoxido Oz*— a HyO,. O sistema GSH, um tripeptideo (y-glutamil-cisteinil-
glicina) existe no organismo na forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), a
interconversao da glutationa nas suas formas reduzida e oxidada ocorre em
conjunto com a glutationa peroxidase (GPx) e Glutationa redutase (GR) e
cujo resultado final é a dismutagdo do peréxido de hidrogénio em agua e
oxigénio. CAT (E.C. 1.11.1.6) atua na dismutacdo de H,O, em oxigénio e
agua. (NORDBERG & ARNER, 2001; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Outro sistema antioxidante importante € o da tioredoxina (Trx), formado
pela tioredoxina redutase (TrxR), pela proteina tioredoxina (Trx) e nicotinamina
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH). Neste sistema, TrxR, reduz o
dissulfeto do sitio ativo da Trx a ditiol usando o NAPH como doador de elétrons
(NORDBERG & ARNER, 2001; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Junto

com o sistema GSH este sistema é reconhecido como o principal regulador do
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ambiente redox intracelular e atua na defesa antioxidante (NORDBERG &

ARNER, 2001; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

& MADPH  NADP* MAD*  NADH
T ulmﬁe T Sorbitol LAT Fructose
} Glucose-6-P B Polyolpathway .

l — tai ine-6-P—=4 UDP-GICNA
TFrucﬂge_e_p —_ﬂ ucosamine-6-P—a4 _ClcNAC
Gin - Glu

NADH NAD*
1 DHAP 5—4‘[ a-Glyceral-p =1 pac>1 pc

} Glyceraldehyde-3-P

NAD? } Methyiglyoxal =1 AGE
= eth 0xa 5
}cAPDH <—40; yay

NADH B GE pathw

1.3-Diphosphoglycerate

Figura 2: Adaptado de Brownlee: mecanismos pelos quais hiperglicemia induz superprodugéo
mitocondrial de superdxido ativando as 4 vias que promovem dano oxidativo (BROWNLEE, 2001).

Segundo a teoria lipotdxica, a obesidade leva a um aumento dos acidos
graxos circulantes que por sua vez provocam aumento intracelular de acil-CoA
de cadeia longa e de DAG. Aumento de acil-CoA de cadeia longa aumenta a
sintese de ceramida, a qual aumenta a producdo de peroxinitrito. Por sua vez,
o aumento de DAG intracelular ativa a PKC & que fosforila o substrato de
receptor de insulina (IRS1) em serina, diminuindo a sua participagdo na
sinalizacao da insulina (UNGER & ORCI, 2001; McGARRY, 2002)

Diversas isoformas de uma classe de PKC serina-treonina cinase estao
envolvidas em vias de transducdo de sinal que direcionam processos
fisiologicos incluindo proliferagdo e diferenciagéo celular, expressao de genes,

transporte através da membrana, organizagédo do citoesqueleto e proteinas da
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matriz extra-celular. PKCs se tornam ativas quando movem-se para a
superficie interna da membrana celular onde interagem com outras proteinas e
receptores modificando a sinalizagao celular (BENOIT et al, 2009).

Acredita-se que PKCs sdo mediadoras de doengas metabdlicas
induzidas pela gordura dietética através da translocagdo da PKC 0 para a
membrana celular que inibe sinalizagado da insulina por aumentar a fosforilagcéo
do IRS-1 em serina-treonina (BENOIT et al, 2009). Como consequencia ha
inibicdo da fosforilagdo da tirosina do IRS-1 (ITANI et al., 2000), menor ligagao
da fosfatidilinositol 3-cinase (PI3-K) e menor translocagédo do transportador de
glicose (GLUT 4) para a membrana estimulada por insulina (GRIFFIN et al,
1999).

O acumulo de TAG intracelulares também esta associado com ativagao
da PKC-6 (GRIFFIN et al, 1999). Alteragdo na ativagdo de isoformas da PKC
pode contribuir para a ativagdo do fator nuclear — kB (NF- kB) (ITANI et al,
2002). NF-kB é um termo coletivo que se refere a uma classe de fatores de
transcricdo diméricos membro da familia Rel de proteinas ativadoras
transcripcionais (THANOS & MANIATIS, 1995). NF-kB existe no citoplasma na
forma de um complexo inativo, como um heterodimero composto de 2
subunidades, ligadas a proteinas inibitorias da familia |kB. Estimulos
estressores celulares, desencadeiam a fosforilacdo de |kB que entdo é
degradado pela ubiquitina resultando na liberagdo de NF- kB que é translocado
do citosol para o nucleo (BARNES & KARIN, 1997), onde induz a transcricdo de
genes pro-inflamatérios como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e a

interleucina 6 (IL-6) (BARNES & KARIN, 1997).
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1.6 Lipotoxicidade Hipotalamica

Até recentemente, acreditava-se que o metabolismo lipidico no sistema
nervoso central era irrelevante, e a glicose a unica molécula importante para
este 6rgao, ou, alternativamente, corpos cetdnicos em periodos de jejum. Na
visdo ortodoxa, lipideos eram considerados como moléculas estruturais ou
sinalizadoras no sistema nervoso central (SNC), com um papel negligenciavel
ou ausente como combustivel metabdlico. Recentes evidéncias provenientes
de pesquisas cientificas realizadas na ultima década mostraram que os lipideos
circulantes podem ser ‘sentidos’ pelo hipotalamo que é o principal local onde
convergem impulsos neurais centrais e periféricos (MORENTIN et al, 2009).

O papel de neuropeptideos na regulacédo da ingestdo alimentar e gasto
energético esta bem estabelecido, mas, dados de pesquisas atuais tem
mostrado que a modulagcdo do metabolismo lipidico no hipotalamo também é
um mecanismo importante nesta regulagdo. Sob condi¢gbes lipogénicas, a
glicose que entra na célula é convertida a piruvato que entra para a mitocéndria
e € convertido a acetil-CoA que entéo é transportado como citrato de volta ao
citosol, onde a enzima citrato-liase (E.C.C 4.1.3.8) cliva citrato em acetil-CoA e
oxalacetato. Acetil-CoA citosolico € substrato para a enzima acetil CoA
carboxilase (E.C. 6.4.1.2) que cataliza a carboxilagdo de acetil CoA a malonil-
CoA em uma reagdo dependente de ATP. Acetil-CoA e malonil-coA séo
empregados para a produgdo do acido graxo de 16 carbonos denominado
palmitato, pelo complexo acido graxo sintase (AGS). Este acido graxo pode
originar diferentes compostos como TAG ou fosfolipideos e derivados de
membrana, além ser metabolizado, dependendo do requerimento energético da

célula. Quando destinado a ser metabolizado na mitocdndria, o acido graxo é
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primeiro ativado na membrana mitocondrial externa e em seguida esse acil-
CoA de cadeia longa é translocado para a matriz mitocondrial por meio da
carnitina palmitoil transferase | e Il (CPT | e Il) onde ocorre a B-oxidagéo
(MORENTIN et al, 2009; SMITH e cols, 2007).

Malonil-CoA é um intermediario da biossintese de acidos graxos e seus
niveis variam de acordo com o equilibrio entre as atividades das enzimas acetil
CoA-carboxilase (ACC), acido graxo sintase (FAS) e malonil-CoA
descarboxilase. Ambas as enzimas s&o reguladas por uma cinase upptream
comum, a proteina cinase ativada por AMP (AMPK). AMPK ativada fosforila e
inibe ACC, enquanto ativa malonil-CoA descarboxilase, isto reduz os niveis de
malonil-CoA, o fluxo de substrato para a biosintese de acidos graxos e
promove estimulo para ingestdo de alimentos, algumas drogas com efeito
anoréxico fazem o contrario, ou seja, promovem o acumulo de malonil-CoA no
hipotalamo que é ‘sentido’ como sinal de abundancia de nutrientes por
neurénios criticos que regulam a ingestdo de alimentos. O jejum diminui
conteudo de malonil-CoA hipotalamico (FOLMES & LOPASCHUK, 2007;
MORENTIN et al, 2009).

O hipotalamo é um importante regulador do comportamento alimentar.
Anatomicamente, ¢é dividido tem 2 regides denominadas hipotalamo
ventromedial e hipotdlamo ventrolateral. A regidao ventromedial € denominada
‘centro da saciedade’ e lesdes nesta regido provocam superalimentagao,
obesidade e declinio na produgdo de glucagon. Na regido lateral existe o
‘centro da alimentacao’, lesdes na regido ventolateral causam perda de apetite

e de peso (FOLMES & LOPASCHUK, 2007).
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Além do controle da ingestao alimentar, o hipotalamo tem importante
funcdo no controle do gasto de energia pelo organismo, no conteudo de
gordura corporal e na produgdo hepatica de glicose. Estudos feitos com
animais de laborat6rio mostraram que a insulina atua no hipotalamo diminuindo
a produgao hepatica de glicose. Em estados patoldgicos tais como obesidade e
DMII a sinalizagao hipotalamica da insulina é prejudicada (NISWENDER e cols,

2004; MAYER & BELSHAM, 2010).

1.7 Diabetes Mellitus (DM)

O DM ¢é uma doenga caracterizada por hiperglicemia crénica, resultante
de defeitos na acdo ou secreg¢ao de insulina, ou em ambos. A forma mais
prevalente de DM é a DMIIl. Em pacientes DMTII, a maior causa de morte séo
as DCV (STAMLER et al, 1993). Entre as complicagdes cronicas mais
prevalentes no DM estao a nefropatia, com faléncia renal, retinopatia evoluindo
para cegueira, cardiopatia com possibilidade de falha cardiaca e neuropatia
com neurodegeneracgdo, que frequentemente aumenta a prevaléncia de Ulceras

nos pés e amputacdes (STAMLER et al, 1993).

Existem 3 formas principais de diabetes: o Diabetes Mellitus Tipo | (DMI)
que é causada por reagao auto-imune, com destruicdo total das células -
pancreaticas que leva a absoluta deficiéncia de insulina, geralmente ocorre em
criangas e/ou adultos jovens e requer tratamento com insulina; o Diabetes
Mellitus Tipo Il que chega a 85-95% de todos os casos diagnosticados e é

caracterizado por resisténcia a agao da insulina, num primeiro momento e nao
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necessariamente requer terapia com o horménio; e o Diabetes Mellitus
Gestacional (DMG) que inicia-se durante a gestagdo, podendo ou n&o

permanece apos o término deste periodo. (NARAYAN, et al, SD)

A prevaléncia do DMIlI vem aumentando de maneira exponencial tanto em
paises economicamente ricos como em paises em desenvolvimento. Arabia
Saudita, Estados Unidos, Suica e Austria apresentam elevada prevaléncia ja
Noruega, China e lIslandia apresentam baixa prevaléncia. Estima-se que ao
final do século 21 ocorra aumento de 2,5 vezes na prevaléncia de DM em
paises como Africa sub-Saariana, india e América Latina, com aumento pouco
menor, cerca de 50% nos paises que ja tiveram grande aumento na

prevaléncia do DM durante o século 20 (GINTER & SIMKO, 2010).

2. Objetivos

2.1. Geral

Levando em consideracdo que nos paises industrializados o consumo
de dietas com elevado aporte caldrico e ricas em gorduras, especialmente a
saturada, € em grande parte responsavel pela epidemia de obesidade e seus
problemas relacionados. E, que os custos gerados pelos problemas associados
as doencas cronicas sao elevados e tem forte impacto na economia, o objetivo
do presente trabalho foi verificar os efeitos de dietas enriquecidas com

diferentes lipideos sobre parametros do metabolismo de ratos.

-19-



2.2. Especificos

- Tratar animais com dietas hiperlipidicas com 2 diferentes composi¢des
de lipidios: dieta rica em gordura monoinsaturada ou em acido graxo saturado
durante 16 semanas verificando dados de consumo alimentar diario e peso

corporal semanal;

- Apds 16 semanas de consumo destas dietas verificar a presencga, ou
nao, de alteracdo no ganho de peso, sintese de glicogénio hepatico e

muscular, captacéo de glicose em musculo e perfil lipidico nestes animais.

- Investigar se a dieta com predominancia de acidos graxos saturados

causa alteracdes metabdlicas independentemente da quantidade caldrica.

- Investigar se o tipo de gordura na dieta provoca diferengas na ingestéao

caldrica total e no peso do animal.

- Investigar se dietas hipelripidicas sdo capazes de causar resisténcia a

insulina

3. Desenho experimental
3.1 Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar, provenientes do Biotério do
Departamento de Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos em
ambiente com temperatura controlada de 21-23°C, com ciclo de luminosidade

claro-escuro de 12/12 horas.
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Quarenta ratos Wistar (70 dias de vida) foram utilizados para o protocolo

experimental.

Ao inicio do protocolo, animais foram pesados e divididos em 4 grupos
com 3 dietas diferentes: normocaldrica éleo de soja (NOS) com 9,12% dleo de
soja; hipercalorica oleo de oliva (HOO) com 43,2% Oleo de oliva virgem;
hipercalorico saturado (HGS) com acidos palmitico, miristico e estearico 43,2%;
normocalérica com gordura saturada (NGS) com 43,2% gordura saturada, cada

grupo com 10 animais.

Os animais foram alojados em grupos de 5 por caixa, ratos NGS foram
alojados individualmente. Os grupos NOS, HOO e HGS tinham livre acesso a
comida e o grupo NGS recebia a mesma quantidade em calorias diarias que o

grupo NOS, todos os animais tinham livre acesso agua.

Durante 16 semanas os animais foram mantidos nas respectivas dietas.
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3.2 Dietas

Composicao das dietas:

Nutrientes Normocaldrica Hipercaldrica Hipercaldrica Normocaldrico
Oleo de soja Oleo de oliva gordura gordura saturada
saturada
NOS HOO HGS NGS
g Kcal% g Kcal% g Kcal% g Kcal%
Proteina 26,9 27,25 | 26,9 | 21,53 26,9 21,53 26,9 21,53

Carboidrato 62,8 63,63 | 41,8 | 33,45 41,8 33,45 41,8 33,45

Lipideo 4,0 9,12 25,0 | 45,02 25,0 45,02 25,0 45,02
Kcal/g 3,95 5,0 5,0 5,0
Amido 62,8 63,63 | 41,8 | 33,45 41,8 33,45 41,8 33,45

Proteina’ 26,9 27,25 | 26,9 | 21,53 26,9 21,53 26,9 21,53

Vitaminas? 1,0 - - - - - - -
Minerais® 4,0 - - - - - - -
Fibras 1,0 -- -- -- -- -- -- --
D-L- 0,3 - - - - - - -
Metionina3
Oleo de soja | 4,0 9,12 1,0 1,8 1,0 1,8 1,0 1,8
Ac Palmitico - - - - 7.8 14,04 7.8 14,04
Ac Miristico -- -- -- 3,6 6,48 3,6 6,48
Ac Estearico - - -- - 3,8 6,84 3,8 6,84
Azeite de - - 24,0 | 43,2 8,8 15,84 8,8 15,84
oliva

Tabela1: Composi¢ao das dietas utilizadas no protocolo experimental
1 Proteina isolada de soja, 92% de pureza (Solae do Brasil, Sdo Paulo, Brasil).

2 Mistura vitaminica (mg/100g de racado): vitamina A,4; vitamina D, 0,5; vitamina E, 10;
menadiona, 05; colina, 200; PABA, 10; inositol, 10; niacina, 4; acido pantoténico, 4; riboflavina,
0,8; tiamina, 0,5; piridoxina, 0,5; acido félico, 0,2; biotina, 0,04; vitamina B12, 0,003.

3 Composi¢ao (mg/100g de ragéo): NaCl, 557; KH2P04,1556; MgS04,229; CaCO3,
1526; FeS04.7H20, 108; MnS04.H20, 16; ZnS0O4.7H20, 2,2; CuS04.5H20, 1,9; CoCI2.6
H20, 0,09).
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Capitulo 1

Effects of high fat diet with fat acid saturated or monounsaturated

on some biochemical parameters in rats

Manuscrito enviado para a Cell Biochemistry and Function
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Head title: High fat diet and biochemical parameters in rat

Abstract

Populations of industrialized countries increased the intake of saturated in relation to
other fats and this has lead to an increase in the prevalence of certain chronic diseases.
We evaluated the effect of high fat diets, or with monounsaturated or saturated fat on
body weight, caloric intake and some biochemical parameters in rats. Four groups of
rats were fed for 16 weeks with diets: normocaloric (9.12% soy oil, NSO); hypercaloric
(43.8% olive oil, HOO); hypercaloric (43.8% saturated fat, palmitic, myristic, stearic

acids, HSF) and normocaloric (43.8% saturated fat, NSF). HSF rats consumed more
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calories daily than others, but HSF e HOO rats had higher body weight. In liver,
glycogen concentration and synthesis was higher in rats HSF and NSF. In soleus
muscle, glycogen synthesis was increased in rats of the group NSF. In plasma, total
cholesterol was higher in HSF and lower NSF rats and triacylglycerol were lower in
HOO and higher in HSF rats in relation to the other. In liver, total cholesterol and
triacylglycerol were elevated in all rats with high fat diet, but, HOO rats had the highest
values. Paraoxonase 1 activity whose is related to high density lipoprotein cholesterol
(HDL) was lower in rats HSF. In HOO rats glucose tolerance test (GTT) was altered but
insulin tolerance test (ITT) was normal. These results suggest that both saturated and
monounsaturated fat causes damaging effects when ingested in high percentage.
However, more studies are necessary to understand the mechanisms by which theses

diets cause metabolic alterations.

Key words: Saturated/monounsaturated fat, glycogen synthesis, paraoxonase activity,
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Introduction

Diet and nutrition are important factors in promoting and maintaining health[1]. High
fat/calorie diet lead to chronic disease, these chronic disease overwhelm health services
generating high costs. In 2001 they contributed to 60% of the 56,5 million deaths and
this represented 46% of the total cost of illness. It is estimated that by 2020 these values
reach a plateau of 57%][2]. Nearly half of all deaths from chronic diseases are attributed
to cardiovascular diseases (CVD), obesity and diabetes and these are not just problems
of developing regions[2].

The prevalence of overweight and obesity is increasing exponentially in many
countries[3, 4]. It is estimated that worldwide, more than 1 billion people are with
overweight and 300 million are obese[2,5,6].

Obesity is characterized by the accumulation of body fat. Is a complex and
multifactorial disease where genetic predisposition and environmental factors are
involved[7, 8]. In simple terms, obesity occurs when energy intake exceeds
expenditure[9]. Obesity is the major risk factor for development of the insulin resistance
(IR) and diabetes mellitus type II (DMII). Among diabetics, the major cause of death
are CVD and renal failure[10].

In obesity states occurs increased circulating fatty acids that in turn, causes the increase
of intracellular acyl-CoA long chain and diacylglycerols (DAG). This increase in
intracellular DAG activates PKCs which than phosphorylates insulin receptor substrate
(IRS1) on serine residue reducing his stake in insulin signaling[11]. PKCs become
active when they move to the inner surface of the cell membrane where become active e
interact with proteins and receptors modifying signaling[9]. Dietary saturated fat acid

can stimulate PKCs to migrate for the cellular membrane[9].

_27 -



The central nervous system (CNS) has mechanisms to maintain homeostasis of body
weight, which is tightly regulated for centrals and peripheral signals reflecting the
availability of body energy[9]. In spite of the existence of these mechanisms, when
humans or rodents are exposed to hypercaloric diets lose this mechanism and they
become obese[12].

Fat and oils are one important source of energy for the body. Evidence suggests that the
Paleolitic Age Humans evolved eating a diet that contained smaller amounts of
saturated fat and frans fatty acids in relation to the current diet[13].

Diets high in saturated fat and poor in polyunsaturated fat, as observed in the western
standard are considered the main cause of atherosclerosis and CVD, particularly
coronary heart disease[ 13]. Besides elevating total cholesterol (TC), triacylglycerols
(TAG) and low density lipoproteins (LDL) levels[9,14], fat saturated is related with
decreased insulin signaling at the level of CNS causing insulin resistance in the brain,
hyperphagia and leading to obesity[9].

The so-called “Mediterranean Diet” in which the main source of dietary lipid is the
olive oil, rich in monounsaturated fat, is associated with low rates of CVD,
neurodegenerative diseases and the incidence of cancers[15]. Laboratory studies shown
that oleic acid mimics the action of insulin in the hypothalamus, decreasing food intake
and hepatic glucose production and thus regulating of body weight[16].

Whereas the consumption of high fat / calories diets, especially saturated fat, in
industrialized countries, is in part responsible for the epidemic of obesity and its related
problems, also that the costs generated by problems associated with chronic diseases is
high and has a strong impact on the economy, the objective of this study is to assess the

effects of high fat diet in some metabolic parameters in rats.
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Material and methods
Chemicals

D-[U-"*C]glucose (297 mCi/mmol) and [U-'*C]Jalanine (157 mCi/mmol) were
purchased from Amersham International (Little Chalfont, Bucks, UK). Triton X-100
(Labsynth Produtos de Laboratério Ltda, SP, Brazil), bovine albumin (J. T. Baker
Chemical Company, Phillipsburg, NJ, USA). Optiphase Hi-Safe 3 was purchased from
Perkin-Elmer (RJ, Brazil). TCA from Merck S.A. (RS, Brazil). D-Glucose from
Quimbras (RJ, Brazil). POP and POPOP from Sigma (St. Louis/EUA). Kits for dosage
NEFAs from Roche (Germany). Kits for dosage TAG and cholesterol from Diagnostica

SA (MG, Brazil).
Animals and Diets

Seventy-two adult Wistar rats (male, 60 days old) from the Central Animal House of the
Department of Biochemistry divided into two experiments (40 and 32 rats) were
maintained under a standard dark—light cycle (lights on between 7:00 a.m. and 7:00
p.m.) at a room temperature of 22+2°C. The protocol used for this research was
employed according to guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental
Animal Resources of Veterinary Medicine and Animal Science from the University of

Sao Paulo, Brazil.

The supplemented diets had 43.2% of total calories as fat, varying only in fat quality, in
group NSO, 9.12% of total caloric intake was from soy oil. While in the HOO group
43.2% of total fats came from virgin olive oil, on high fat diet with saturated fat (HSF),
15.84% came from virgin olive oil, 14.04% of palmitic acid (16:0), 6,48% myristic acid
(14:0) and 6.84% stearic acid (18:0). During the treatment period (16 weeks), animals

had free access to water.
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Fat determination in the feces

The fat determination in the feces was accomplished by the method Bligh-Dyer[17].
Shortly, samples of feces (2,5 grams) were placed in Falcon tubes and added
chloroform and methanol (1:2) and distilled water. After agitation for 30 minutes,
chloroform and Na,;SO4 1,5% (1:1) were added and the samples were agitated for more
2 minutes. Soon after the samples were centrifuged and the layer containing the fat was
removed and placed in test tubes containing 0,8 grams of Na,SO4 and immediately
vortexed vigorously and filtered. 5 mL of the filtrate were collected and placed in
becker previously weighed without humidity, solvent and humidity removed and

weighed again.
Glucose Tolerance Test (GTT) and Insulin Tolerance Test (ITT)

When we verified the glycogen metabolism (synthesis and concentration) results
intrigued us, and we checked in the second group of rats the GTT and ITT after 6 h of
starvation. In GTT a 50% glucose solution was injected into the animals (2 mg/kg ip).
ITT was accomplished 3 days after GTT. Insulin (1 U insulin/kg) was injected IP.
Blood was collected by a small puncture on the tail immediately prior to the injection,
as well as 30, 60, and 120 min afterward. At each time-point, glucose was measured by

a glucometer (AccuChek Active, Roche Diagnostics, USA).
Tissue Preparation

Rats were killed by decapitation without anesthesia. Plasma was collected immediately
and stored at -70 °C until analyzed. Fat tissues, liver and soleus muscle were

immediately removed and weighted.

Paraoxonase I (PON1) activity
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PON1 activity was assessed by measuring the rate of paraoxon hydrolysis to yield p-

nitrophenol, at 412 nm and 25°C as previously described[18].

Protein quantification

Protein was measured according to Lowry et al.[ 19] using bovine serum albumin as the

standard.
Blood Biochemical Parameters

Plasma triacylglycerol (TAG) and total cholesterol (TC) levels were measured using
commercial kits (Labtest, MG, Brazil). Reactions were performed using the Labmax
apparatus (Labtest, MG, Brazil). Plasma free fatty acids activities were measured using
commercial kits (Roche Diagnostics, Germany and MP Biomedicals, NY, USA,
respectively).

Glycogen Synthesis in liver and muscle

For the measurement of glycogen synthesis, the liver and soleus was dissected and cut
into 300 pum slices using a Mcllwain tissue chopper (100-120 mg). It was incubated in a
beaker with a medium containing Dulbbecco buffer 2,7 mM (pH 7.3), 5 mM glucose
and 0.3 pCi D[U-14C]g1ucose or 0,2 mM alanine and 0.3 uCi [U-"*C]alanine.
Incubations were carried out in ambient content that was gassed with a 95% 0,:5% CO,
and incubated at 37°C for 1 h in a metabolic shaker (60 cycles/min), according to the
method of Dolnikoff et al.[20]. Incubation was stopped by placing the bottles in ice.
KOH 60% (1 ml) was added to each beaker and immediately, 15 min in a boiling water
bath, ethanol was added to the tubes precipitate glycogen. After precipitation, suspended
was glycogen in water, and the scintillation liquid (Opti-Phase HiSafe3 from
PerkinElmer-USA) was added. The samples were assessed in a scintillation liquid

counter.
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Glycogen concentration liver

The glycogen concentration was made from slices of liver maintained in KOH 30%
were placed in a water bath at 100 °C and subjected to other subsequent steps as
described above. After obtaining the glycogen pellet, that was dissolved in Milli-Q
water and an aliquot was removed for estimation of glycogen content by the
colorimetric method Krisman[21], with color reagent produced from a solution of KI, I
and saturated solution CaCl,. The reading was held on Beckman DU 640

spectrophotometer provided by the Departament of Biochemistry.
Statistical Analysis

Comparisons between different groups were performed employing ANOVA or repeated
measure analysis (RMA) or area under the curve (AUC) followed by the post hoc
Tukey test when F values were significant. The level of significance adopted was
p<0.05.

Results

Parameters of caloric intake and body weight

The data chart 1 show the average caloric intake of rats. The RMA showed that the
groups had a small decline in consumption from 4 weeks and this decrease was similar
for all groups. The RMA also showed that the caloric intake of the rats HSF group was
always larger than the other groups (days x groups interaction, Fus 720)= 1.8; p<0.05).
Rats consuming high fat diets (HFD) ‘ad libitum’ showed higher weight gains (57.3%
for HSF and 37.2% for HOO) when compared to the other groups (F3 53y =16.32, p
<0.01) (Figure 2). The RMA also revealed that the NSF rats gained less weight than the
other groups (Fss70)=4.79; p<0.01).

Parameters of the weights are presented in Table 2. No difference was found between

the weights of epididymal adipose tissue between groups, however, the HSF rats had
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greater accumulation of abdominal adipose tissue than the other (F3 55y = 13.59;
p<0.01).

Evaluating the caloric intake we expected a different effect on weight gain observed in
the group HSF. We then evaluated the loss of fat in the feces, which could explain a
lower weight gain than expected in rats HSF, since their calorie intake was higher than
other. We observed a greater loss fat in the feces of HSF and NSF animals (F(336) =
6.49; p 0.001) (Figure 3).

Glycogen synthesis in liver and muscle

Figure 4 shows the effect of diets on hepatic glycogen synthesis, for the direct and
indirect pathways. Glycogen synthesis from glucose (F330=5.75; P< 0.003) (Figure 4A)
and from alanine (F330)= 17,23, p<0,001) (Figure 4B) were higher in HSF and NSF
rats. In soleus muscle, glycogen synthesis (Figure 4C) was increased in the NSF rats in

relation to the group NSO (F 3, 26=3.79; P<0.02).

Glycogen concentrarion in liver

In order to evaluate the effect of treatments on liver glycogen content, we measured the
glycogen concentration. As shown in figure 5, the rats HSF and NSF had the highest
concentrations of glycogen (F323) = 6.12; p< 0.003). Glucose uptake in soleus muscle

showed no differences between the groups (data not shown).

Glucose Tolerance Test and Insulin Tolerance Test
GTT (Figure 6A), was altered in rats HOO who had higher levels after glucose
administration when compared to the others. Analysis of the values of AUC showed

that group HOO was different from the others (F(3,29)= 5.38, p 0.005).
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The analysis of the ITT did not show difference between the groups (30, 60 or 120 min)
(Figure 6B).

Biochemical parameters

Biochemical parameters are presented in Table2. We evaluate the effects of diets in total
cholesterol (TC) and triacylglycerol (TAG) in plasma and liver. In plasma, HSF rats had
higher levels of TC and NSF rats levels smaller (F325)=20.24; p<0.001). The content
of TAG was higher in HSF rats and lower in HOO rats when compared with others

(F(_?,,zg): 2239, p <0001)

In liver, TC content was elevated in all groups receiving high fat diet (HFD), however,
the rats of group HOO had the highest values (F 3 25y = 40.99 p<0.001). Regarding the

content of TAG, was only found to be higher in HOO rats (F3 23y= 7.73, p 0.001).

Paraoxonasel (PON1) activity, which is related to High Density Lipoprotein (HDL)

cholesterol, was decreased in HSF rats (F323)=3.98, p 0.02).

Discussion

In our study, rats exposed to HFD for 16 weeks had alterations in caloric intake, body
fat deposition and some biochemical parameters. The intake of saturated fat ‘ad libitum’
increased the daily caloric intake (Figure 1) and deposition of retroperitoneal fat (Table
2). This does not happen with the animals that ate a diet rich in monounsaturated fat.
Studies comparing the effects of both fats showed that they have opposite effects on
food intake[9,16], body weight [9,16,22], fat deposition[9,16, 22] and metabolic
parameters[9,16].

Control of metabolism and food intake occurs partly at the level of the
hypothalamus[22,23]. There, saturated and monounsaturated fatty acids triggers

responses opposing signaling[24]. In rats, administration of oleic acid in the third
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ventricle decreased food intake and inhibited hepatic glucose production. The use of
inhibitors of K" channels sensitive to ATP (K" atp) blocked the effect of oleic acid
suggesting that its action occurs via this mechanism[16]. The palmitic acid administered
centrally in the hypothalamus caused insulin resistance in the CNS compromising the
ability of this hormone in regulating food intake and energy expenditure[7, 9]. Palmitic

acid activates a PKC serine-threonine kinases; PKC-0, so that migrates to the

intracellular pool to the surface of the membrane where it interacts with receptors and
alter cell signaling, including metabolic alterations and response to food intake[9].

In the present investigation, rats that consumed HFD ‘ad /ibitum’ (HSF and HOO)
gained more weight (Figure 2), however, the rats HSF had higher retroperitoneal fat
deposition (Table 1). In humans monounsaturated fat was associated with a lower
deposition of fat in the abdominal region[25]. Rats NSF did not show excess weight
gain, what agree with Woods et al.[26] that demonstrated that association of obesity
with high fat diet is due to excessive consumption and not to the diet itself. Due to the
higher caloric intake of rats of the group HSF, it was expected a higher body weight
gain compared to group NSF[9,12, 26]. However, since rats HSF and NSF had greater
loss of lipids in the feces (Figure 3), this might prevented the excessive weight gain of
rats HSF, but did not cause malnutrition in rats of the group NSF.

Epidemiological[27] and experimental[9, 28, 29] studies indicated that palmitic acid is
related to changes in parameters of insulin response. To verify effects of type of fat on
metabolism of glycogen, we evaluated in liver, glycogen synthesis from glucose and
alanine and glycogen concentration, and, in soleus muscle, glucose uptake and glycogen
synthesis. In liver, glycogen synthesis was increased, from glucose and alanine
(gluconeogenesis indirectly) in rats HSF and NSF (Figure 4A and 4B). Duarte et al.[30]

using glucose as substrate found similar results in rats with high fat diet and without
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insulin resistance. Moreover, the glycogen concentration in liver (Figure 5) was also
increased in rats HSF and NSF. A study using HFD for a period of 12 months found a
decrease in hepatic glycogen synthesis from glucose [29], however, the animals were
insulin resistant (IR). In these states, the hepatic concentration and synthesis of
glycogen were reduced[31]. In diabetic patients and in states of IR occur difficulty in
stop hepatic glucose production (HGP) with increased gluconeogenesis and glycogen
synthesis from alanine[32]. Skeletal muscle represents the major site of peripheral
glucose metabolism. Here, IR manifests primarily as a reduction in glycogen synthesis
stimulated by insulin. The investigation of glycogen synthesis in soleus muscle from
glucose showed that only rats NSF had an increased synthesis as compared with rats
HSF and HOO (Figure 4C). In relation to glucose uptake, all rats were equals. Studies
using HFD with saturated fat have found a decrease in glucose uptake in muscle[33].
Incubation of this fatty acid in primary cultures of rat skeletal muscle cells with
concentrations between 20 and 400 yuM for 24 hours caused a decrease in a dose-
dependent both on glucose uptake and glycogen synthesis stimulated by insulin even at
a concentration of 20 yM[28].

With respect to GTT and ITT, the HOO rats had alteration in GTT with an AUC greater
than all the others (Figure 6A and 6B), but, the ITT was normal in these rats. Data from
other experimental protocols show that oleic acid improves insulin response[16,34].
These results may indicate changes in insulin secretion and this involves B cell. In these
cells chronic exposure to high levels of oleic acid alters insulin secretion in response to
stimulation with glucose[35]. Fatty acids promote mitochondrial uncoupling[36], both
through UCP-dependent and UCP-independent. Increased expression of UCP decreases
the ratio ATP:ADP by uncoupling mitochondrial oxidative phosphorylation, thereby

decreasing insulin secretion stimulated by glucose without changes in glucose
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metabolism[37]. If this increased AUC in GTT in HOO rats is due decreased insulin
secretion UCP-mediated or decreased expression gene associated with stimulated
insulin secretion as verified by Pinnich et al.[38] is actually under investigation.

There is a relationship between high intake of saturated fat with CVD[39], increased
plasma levels TC, TAG and LDL and decreased HDL[40]. On the other hand, are well-
established beneficial effects of a diet rich in olive oil in reducing CVD[15] and positive
changes in lipid profile[34]. Our results indicate that plasma quality and quantity of fat
influence the lipid profile. Rats HSF had high levels of TC and TAG, the same did not
happen with the rats NSF and HOO. In liver, TC and TAG concentrations were high in
all groups consuming HFD (HSF, HOO, NSF), however, were higher in group HOO.
The effects of olive oil in reducing plasma lipid levels are well documented in the
literature[34], however, we found no studies evaluating the effect of this type of fat in
tissues. HepG2 cells showed higher TAG accumulation when treated for 6h with oleate
or palmitate with the same period of time, but no increased deposition of TAG[41].
This could explain the increased liver TAG in rats of the group HOO. PONI1 is an
antioxidant enzyme associated with HDL and its activity is inversely related to risk of
CVD[42]. Determination of serum PON1 revealed a decrease in rats HSF compared to
the others, and these animals also had hypercholesterolemia.

In summary, the present study suggest that consumption of diets with moderate levels of
fat acid, both saturated or monounsaturated, provokes negative effects on metabolism.
Saturated fat when ‘ad libitum’ changed significantly caloric intake, fat deposition,
hepatic glycogen synthesis and plasma lipid profile. But, diet with monounsaturated fat

also showed negative effects in TC and TAG content in liver and in AUC of the TTG.
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Table 1: Body weight, adipose tissues weight and soleus muscle weight of rats
fed different diets.

Data are mean +SD for 17-18 animals per group. a P< 0,001

Normocaloric Soy Oil (NSO) = normocaloric diet predominantly with soy oil; hipercaloric olive oil
(HOO) = high fat hypercaloric diet predominantly with olive oil; hipercaloric saturated fat (HSF) =
high fat hypercaloric diet predominantly with palmitic, myristic and stearic acids; normocaloric
saturated fat (NSF) = saturated diet with normocaloric ingestion.

Body, adipose tissues and

soleus muscle weight (g) NSO HOO HSF NSF

Initial body weight 2 mold 254,5+29,3 249,1+185 2488+19,0 248,1+20,5

Final body weight 6 mold 355,9+29,0 388,1+31,4 408,1°+32,7 344,8+21,3

Body weight gain 101,3+18,2 139,0°+315 1593°+214 96,7+215
Retroperitoneal adipose 6,6 +1,6 8,9+29 11,5224 74+272
tissue

Epididymal adipose tissue 8427 9,3+24 82+26 72+2,0
Total adipose 15,0 £ 3,7 18,2+£4,9 19,7+42 14,6 £ 4,1
Soleus muscle 120,0 £ 4,1 130,4 + 8,2 131,3+2,6 112,8 £ 5,1
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Table 2: Biochemical parameters of the animals fed different diets

Data are mean +SD for 9 animals per group. *P<0.05 different from the others; a
P<0,001;b P<0,001

Normocaloric Soy Oil (NSO) = normocaloric diet predominantly with soy oil; hipercaloric olive oil
(HOO) = high fat hypercaloric diet predominantly with olive oil; hipercaloric saturated fat (HSF) =
high fat hypercaloric diet predominantly with palmitic, myristic and stearic acids; normocaloric
saturated fat (NSF) = saturated diet with normocaloric ingestion.

NSO HOO HSF NSF

Cholesterol (mg/dL) 90,3+9,8 100,1+11,9 1159 +115 78,6+7,0
Cholesterol (mg/100 mg 0,29 + 0,03 0,43°+0,04 0,34°+0,02 0,32°+0,02
of liver)

Triglycerides (mg/dL) 153,7+31,7 979+18,2 210,2*+30,0 126,0+ 32,2

Triglycerides (mg/100 2,4 +0,36 3,9 +1,0 2,7+0,6 2,4+0,70
mg of liver)

Non-esterified fatty 591,6 £ 205,0 454,7 £53,6 621,09 + 485,0 + 67,6
acids (mg/dL) 156,6

Glucose (mg/dL) 111,01+ 2,7 104,0 + 4,4 104,0+0,9 110,0+3,6

Paroxonase | activity

(U/mL) 228,0+214 230,5+56,9 166,4*+353 219,5+273

-44 -



Legends

Figure 1: Average weekly caloric consumption

Data are mean = SD for 17-18 animals per group. Consumption of animals from
group saturated was significantly higher than the other groups (Repeated
measure analysis of variance, days x groups interaction (Fus 7200 = 1.78,
p<0.05).

Normocaloric Soy Oil (NSO) = normocaloric diet predominantly with soy oil;
hipercaloric olive oil (HOO) = high fat hypercaloric diet predominantly with olive
oil; hipercaloric saturated fat (HSF) = high fat hypercaloric diet predominantly
with palmitic, myristic and stearic acids; normocaloric saturated fat (NSF) =
saturated diet with normocaloric ingestion.

Figure 2: Average weekly body weight

Data are mean = SD for 17-18 animals per group. Body weight of animals from
groups saturated and olive are significantly higher than the other groups
(Repeated measure analysis of variance, week x groups interaction (F3, s8) =
16.32, p <0.01).

Normocaloric Soy Oil (NSO) = normocaloric diet predominantly with soy oil;
hipercaloric olive oil (HOO) = high fat hypercaloric diet predominantly with olive
oil; hipercaloric saturated fat (HSF) = high fat hypercaloric diet predominantly
with palmitic, myristic and stearic acids; normocaloric saturated fat (NSF) =
saturated diet with normocaloric ingestion.

Figure 3: Loss of lipids in the feces

Data are mean + SD for 8 animals per group. Different letters indicate the
significant difference (p< 0.05) by one-way analysis of variance followed by a
Tukey test.

Normocaloric Soy Oil (NSO) = normocaloric diet predominantly with soy oil;
hipercaloric olive oil (HOO) = high fat hypercaloric diet predominantly with olive
oil; hipercaloric saturated fat (HSF) = high fat hypercaloric diet predominantly
with palmitic, myristic and stearic acids; normocaloric saturated fat (NSF) =
saturated diet with normocaloric ingestion.

Figure 4: Glycogen synthesis in liver from D[U-"*C]Glucose (A),in liver from [U-
'4Clalanine (B) and in soleus from D[U-"*C]Glucose (C) in rats after 16 weeks of
different nutritional treatments.

Data are mean £ SD for 9 animals per group and are expressed as pmol of
glucose (A and C) or alanine (B) incorporated in glycogen per mg of tissue per h
Different letters indicate significant differences (p< 0.05) (Tukey test)
Normocaloric Soy Oil (NSO) = normocaloric diet predominantly with soy oil;
hipercaloric olive oil (HOO) = high fat hypercaloric diet predominantly with olive
oil; hipercaloric saturated fat (HSF) = high fat hypercaloric diet predominantly
with palmitic, myristic and stearic acids; normocaloric saturated fat (NSF) =
saturated diet with normocaloric ingestion.
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Figure 5: Hepatic glycogen concentration.

Data are mean = SD for 9-10 animals per group and are expressed as mg of
glycogen/100 mg of tissue. Different letters indicate the significant difference (p
< 0.05) by one-way analysis of variance followed by a Tukey HSD multiple
range test

Normocaloric Soy Oil (NSO) = normocaloric diet predominantly with soy oil;
hipercaloric olive oil (HOO) = high fat hypercaloric diet predominantly with olive
oil; hipercaloric saturated fat (HSF) = high fat hypercaloric diet predominantly
with palmitic, myristic and stearic acids; normocaloric saturated fat (NSF) =
saturated diet with normocaloric ingestion.

Figure 6: Glucose Tolerance Test (A) and Insulin Tolerance Test (B) in rats
after 16 weeks of different nutritional treatments.

Data are mean + SD for 8 animals per group and are expressed as mg/dL of
glucose.

Normocaloric Soy Oil (NSO) = normocaloric diet predominantly with soy oil;
hipercaloric olive oil (HOO) = high fat hypercaloric diet predominantly with olive
oil; hipercaloric saturated fat (HSF) = high fat hypercaloric diet predominantly
with palmitic, myristic and stearic acids; normocaloric saturated fat (NSF) =
saturated diet with normocaloric ingestion.
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4. Discussao

Em paises industrializados a ingestdao de gordura é elevada, podendo
alcancar até 40% do total das calorias diarias. Grande parte da gordura
ingerida é saturada presente em produtos de origem animal (HU & WILLETT,
2002). Nos paises da regido do Mediterraneo e partes da Asia, de onde a
oliveira, ‘Olea europaea’ € nativa, o consumo do 6leo de oliva, rico em gordura
monoinsaturada € a principal fonte de gordura da dieta que contém cerca de
29% de lipideos e destes, 78% vem do 6leo de oliva (WATERMAN et al, 2007).
A “Dieta Mediterranea” € relacionada com baixos niveis de doencas
cardiovasculares e outras doencas cronicas (CICERALE et al, 2010;

WATERMAN et al, 2007).

A obesidade tem crescido de maneira alarmante e é hoje considerada
‘pandemia’, principalmente naqueles paises industrializados cujos valores
percentuais de gordura da dieta sdo elevados. Curiosamente, isto ndo ocorre

nos paises que consomem a “Dieta Mediterréanea’ (CICERALE et al, 2010).

O controle do metabolismo, ingestao alimentar e peso corporal ocorre
parcialmente no nucleo hipotalamico (WOODS et al, 1998; SCHWART/Z et al,
2000). Ali sinais centrais e periféricos refletem a disponibilidade de energia
(BENOIT et al, 2009). Insulina e leptina no hipotalamo estimulam a sintese de
peptideos anorexigenos e modulam os peptideos orexigenos, diminuindo a

ingest&o alimentar (BENOIT et al, 2009; MORENTIN et al, 2009).

Além disto, lipideos no SNC modulam vias metabdlicas (LOFTUS et al,
2000). No hipotalamo acidos graxos saturados e moninsaturados estimulam

respostas de sinalizagao opostas.
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Em ratos, administracdo do acido oléico no terceiro ventriculo
hipotalamico diminuiu a ingestdo alimentar e inibiu a produgdo hepatica de
glicose (HGP) por meio do bloqueio de canais de K* sensiveis a ATP (K atp)
(OBICI et al, 2002). Ja a administragdo de acido palmitico centralmente
provocou resisténcia a insulina no SNC conduzindo a obesidade (BENOIT et al,
2009; MORENTIN et al, 2009). O acido palmitico ativa a PKC-0, uma PKC
serina-treonina cinases, que migra do pool intracelular para a superficie interna
da membrana tornando-se ativa e modificando sinalizagcdo celular

especialmente as de resposta a insulina no SNC (Benoit et al, 2009).

Em nosso protocolo experimental, o consumo de dieta rica em gordura
saturada ‘ad libitum’ aumentou o consumo caldrico diario (Figura 1) e a
quantidade de gordura retroperitoneal (Tabela 1), 0 mesmo n&o aconteceu com
0s animais que comeram dieta hiperlipidica com 6leo de oliva (Figura 1).
Estudos comprando os efeitos de ambas as gorduras mostram que elas
possuem efeitos opostos sobre o consumo alimentar (OBICI et al, 2002; Benoit
et al, 2009), peso corporal (OBICI et al, 2002; Benoit et al, 2009; WOODS et al,
1998), deposicao de gordura (OBICI et al, 2002; Benoit et al, 2009; WOODS et
al, 1998; PANIGUA et al, 2007) e parametros metabdlicos (OBICI et al, 2002;

Benoit et al, 2009).

Devido ao consumo maior dos animais do grupo HGS era esperado um
ganho maior destes animais em relacédo ao grupo NOS (Benoit et al, 2009;
WOODS et al, 2003; WOODS et al, 2004) decidimos entdo, investigar uma
possivel perda de gordura nas fezes, que foi confirmada. Os grupos HGS e

NGS apresentaram maior perda lipidica nas fezes (Figura 3). Apesar disto os
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animais do grupo NGS nao apresentavam sinais de desnutric&o, isto é, perda

de peso.

A avaliagdo da sintese de glicogénio hepatico mostrou-se aumentada
nos grupos que comeram a dieta com gordura saturada (HGS e NGS), tanto a
partir de glicose (via direta) quanto a partir de alanina (via indireta). Duarte et
al. (2006) utilizando animais sem resisténcia a insulina e com dieta hiperlipidica
encontraram resultados similares utilizando glicose como substrato. Em nosso
grupo de pesquisa utilizando dietas hiperlipidicas e/ou hiperpalataveis por
periodos de 3* 4* e 12 meses de tratamento, observou-se diminuicdo na
concentragdo e/ou na sintese de glicogénio a partir de glicose nos animais que
comiam dietas as hiperlipidicas e/ou hiperpalataveis, (De Assis et al, 2009;
*dados nao publicados), todavia, os animais eram resistentes a insulina. Na RI
e no DMII, a concentragcdo e sintese hepatica de glicogénio podem estar

diminuidas (GANNON & NUTTAL, 1997).

Em periodos de jejum, em estados de resisténcia hepatica a insulina a
gliconeogénese encontra-se aumentada (BROWLEE et al, 2005). Em
diabéticos a supresséo da produgéo hepatica de glicose (HGP) é prejudicada e

a sintese de glicogénio a partir de alanina aumentada.

O musculo esquelético representa o principal local de metabolismo
periférico da glicose. Ali, a Rl manifesta-se primariamente como uma redugao
na sintese de glicogénio estimulada por insulina, consequéncia do transporte
reduzido de glicose. A investigacdo da sintese de glicogénio em soleo a partir
glicose, mostrou que apenas o grupo NGS tinha uma sintese aumentada em
relacdo ao grupo HOO. Na captagédo de glicose, ndo encontramos diferencas

entre os grupos. A exposig¢ao, durante 16 semanas de dieta aos diferentes
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acidos graxos n&o alterou o metabolismo muscular em resposta a glicose,
embora outros estudos utilizando dietas hiperlipidicas com gordura saturada
tenham encontrado diminui¢cdo na captagao de glicose no musculo (OAKES et
al, 1997; TREMBLAY et al, 2001). Hirabara et al. (2010) avaliaram os efeitos do
acido palmitico em cultura de células musculares esqueléticas de ratos com
diferentes concentrag¢des (20, 100, 200 ou 400 uM) por 24 horas e observaram
que palmitico diminuia de maneira dose-dependente tanto a captacdo de
glicose quanto a sintese de glicogénio estimulados por insulina mesmo na

concentragao de 20 uM.

Para avaliar a resposta fisiologica dos ratos e as respectivas dietas a
glicose ou insulina, foi realizado GTT e ITT. O grupo HOO apresentou GTT
alterado, com uma area sob a curva (AUC) maior do que os outros 3 grupos
mas a resposta ao ITT foi igual nos 4 grupos. Dados de outros protocolos
experimentais mostram que acido oléico melhora a resposta da insulina
(CICERALE, LUCAS e KEAST, 2010; PEREZ-JIMENEZ et al, 2005). Embora
estudos epidemiolégicos (MARSHALL, HAMMAN & BAXTER, 1991) e
experimentais (HIRABARA et al, 2010; ITANI et al, 2002; de Assis et al, 2009,
BENOIT et al, 2009) relacionem o acido graxo palmitico com alteragbes em
parametros de resposta a insulina e DMTIIl, em nosso protocolo experimental
nao encontramos sinais de resisténcia a insulina nos grupos HGS e NGS. A
maior area sob a curva encontrada nos animais do grupo HOO pode indicar
uma secregao diminuida de glicose pelas células pB-pancreatica. Em estudos in
vitro com célula INS, a exposig¢ao crénica ao acido oléico alterou a secrecao de
insulina em resposta a estimulagdo com glicose (LAMELOISE et al, 2001)

Acidos graxos promovem desacoplamento mitocondrial, tanto por meio UCP-
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dependente quanto UCP-independente (SKULACHEV, 1998). Aumento da
expressao de UCP diminui a razdao ATP:ADP por meio de desacoplamento da
fosforilacdo oxidativa mitocondrial, desta forma, diminuindo a secrecdo de
insulina estimulada por glicose sem alteragdes no metabolismo da glicose.

UCP-1 foi descoberta em 1976 (RICQUIER & KADER, 1976) em tecido
adipose marrom, depois outras UCPs foram sendo identificadas tais como
UCP-2 expressada em varios tecidos como musculo, figado, péncreas, tecido
adiposo, leucdcitos, rins e neurénios e UCP-3 expressa predominantemente
em coragao e musculo esquelético e UCP-4 e 5 no cérebro (BOSS et al, 1997;
GIMENO et al, 1997; SANCHIS et al, 1998; MAO et al, 1999; LAMELOISE et al,
2001).

Acidos graxos ou gordura dietética aumentam mRNA da UCP-2 em
varios tecidos (BOSS e cols, 1998; FLEURY et al, 1998)

Em musculo esquelético, exposi¢gdo a longo prazo a FFA estimulam
UCPs que, quando ativadas catalisam o transporte de protons através da
membrana interna da mitocdndria, dissipando o gradiente de prétons e
diminuindo a sintese de ATP levando a producéo de calor (KLINGENBERG &
HUANG, 1999). Se esta aumentada AUC no TTG nos ratos HOO & devido a
diminuida secrecédo de insulina mediada por UCP ou diminuida expressao de
genes assoviados com o estimilo de secregédo da insulina como verificado por

Pinnich et al. (2010) precisa ainda ser investigado.

E bem estabelecido na literatura cientifica que desordens no
metabolismo lipidico s&o determinantes de aterosclerose, dados
epidemiologicos relacionam a ingestdo elevada de colesterol e gordura

saturada com doengas cardiovasculares (ARTRAUD-WILD et al, 1993). Dietas
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com elevados teores de gordura saturada tem sido denominadas como ‘dietas
aterogénicas’, cuja principal caracteristica € a elevagdo plasmatica de
colesterol, TAG, LDL-colesterol somados a diminuigdo do HDL-colesterol
(RAVNSKOQOV, 1998) por outro lado, varios estudos epidemioldgicos
desenvolvidos em diferentes paises mostram os efeitos benéficos da ‘Dieta
Mediterranea’, que € rica em azeite de oliva, na reducdo de doenca
cardiovascular (PEREZ-JIMENEZ et al, 2005) modificagdes positivas no perfil
lipidico, pressdo sanguinea, metabolismo da glicose, perfil antitrombdtico,
funcdo endotelial, inflamacéo e estresse oxidativo, além de reduzir o risco de
certos tipos de cancer (WATERMAN et al, 2007; PEREZ-JIMENEZ et al, 2005),
A avaliagédo do perfil lipidico, plasmatico e tecidual (figado) indicou que, néao
somente a qualidade da gordura, mas também a quantidade, ambas
influenciam no perfil de lipideos. Consumo da dieta com gordura saturada ‘ad
libitum’ elevou niveis de colesterol plasmatico e TAG, o mesmo nao aconteceu
quando os animais tinham o consumo caldrico controlado, além disto, as
concentragbes de TAG e colesterol em figado mostraram-se elevados em
todos os grupos que consumiam dietas hiperlipidicas, porém, estavam maiores
no grupo HOO. E bem documentado na literatura os efeitos do azeite de oliva
na reducdo dos niveis de lipideos plasmaticos (PEREZ-JIMENEZ et al, 2005),
bem como os efeitos da gordura saturada em elevar os niveis destes,
especialmente colesterol total e particulas LDL (STEINBERG et al, 1997).
Segundo McGarry (2002) diabéticos e obesos geralmente apresentam aumento
da concentragado intracelular de TAG no figado e no musculo o que se
correlaciona proporcionalmente com a presenga de resisténcia a insulina

nestes tecidos. Em células HepG2, Lee, Cho e Kwon (2009) encontraram um
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maior acumulo de TAG quando tratadas por 6h com oleato, o tratamento com
palmitato pelo mesmo periodo de tempo ndo aumentou deposicao de TAG,
mas sim de diacilglicerol (DAG). Isto poderia explicar esse aumento hepatico

de TAG nos animais do grupo HOO.

Paroxonase1 (PON1) é uma lactonase/esterase antioxidante associada
ao HDL e sua atividade € inversamente relacionada ao risco de doencga
cardiovascular (GETZ & REARDON, 2004; MACKNESS, DURRINGTON &
MACKNESS, 2000). PON1 catalisa a hidrolise de acidos graxos oxidados de
fosfolipideos e previne o acumulo de lipideos oxidados em lipoproteinas,
especialmente o LDL (CHO, 2009). O resultado da dosagem da PON1 em soro
revelou diminui¢do no grupo HGS em relagao aos outros grupos, estes animais
também apresentaram hipercolesterolemia quando comparados com os outros
grupos, Rosenblat, Karry e Aviram (2006) avaliando atividade da PON1 em
soro de pacientes diabéticos ou hipercolesterolémicos, encontraram diminuigao
de 46% na atividade da PON1 em nos diabéticos quando comparados com
controle, e de 37% em pacientes hipercolesterolémicos também comparados
aos controles. Esse resultado indica de que consumo excessivo de dieta rica

em gordura saturada aumenta o risco de doenga cardiovascular.

5. Conclusoes

Em resumo, os animais que consumiam dieta rica em gordura saturada
‘ad libitum’ comiam mais e animais que consumiam dieta rica em 6leo de oliva
menos calorias diarias.
Ao final das 16 semanas, o peso corporal dos animais dos grupos com dietas

hiperlipidicas ‘ad libitum’ foi maior do que os outros, porém, a deposicao de
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gordura retroperitoneal foi maior naqueles que ingeriam a dieta com gordura
saturada ‘ad libitun’.

A concentragdo de glicogénio hepatico foi maior os animais que consumiam a
dieta com gordura saturada, ‘ad libitum’ e normocalérica com relagdo aos
outros grupos.

A sintese de glicogénio em figado mostrou-se aumentada, tanto a partir de
glicose (via direta) quanto a partir de alanina (via indireta) nos animais que
consumiram a dieta com gordura saturada ‘ad libitum’ e normocaldrica.

Em sdleo a sintese s6 estava aumentada nos animais que tinham dieta com
gordura saturada e normocaldrica.

Nao houve diferengas na captagéo de glicose em sdleo.

Em plasma, observamos que ndo somente a qualidade da gordura ingerida,
mas também a quantidade pode afetar o perfil lipidico, animais que ingeriam a
dieta com gordura saturada e normocalérica nao apresentaram alteragoes, ja
aqueles que comeram ‘ad libitum’ apresentaram alteragdes negativas no perfil
lipidico. Os animais que ingeriam dieta com 6leo de oliva n&o apresentaram
alterag¢des no perfil lipidico plasmatico.

O perfil lipidico tecidual (figado) mostrou-se alterado em todas as dietas
hiperlipidicas, todos os grupos tinham valores maiores que o grupo controle, e
0s maiores valores encontrados foram do grupo que consumia 6leo de oliva.
Analisando o consumo caldrico diario ao longo do tratamento, observamos que
o tipo de gordura ingerida (mono versus saturada) pode afetar a resposta
metabdlica de saciedade, animais que consumiam a gordura monoinsaturada

sempre ingeriam menos calorias diarias mesmo com livre acesso a comida.
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O GTT mostrou-se alterado, com uma AUC maior no grupo que consumia dieta

com Oleo de oliva, ndo observamos alteragdes no ITT.

6. Perspectivas

Repetir o protocolo experimental utilizando com fonte de gordura
saturada manteiga animal e acrescentando um grupo com 6leo de oliva
extra-virgem,;

Verificar possiveis efeitos destas dietas sobre vias de sinalizacdo da

insulina em hipotalamo;

Verificar efeitos destas dietas sobre vias de sinalizagdo da insulina em

musculo séleo;

Verificar parametros de estresse oxidativo em figado, rins e sistema

nervoso central;

Verificar parametros de resisténcia a insulina tais como imuno-

reatividade da insulina e HOMA;

Verificar proteinas hepaticas para tentar entender o mecanismo pelo
qual o d6leo de oliva aumentou a concentracéo hepatica de colesterol e

TAG;
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