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Resumo i

Resumo

Estudos prévios de nosso laboratorio demonstraram que ratos alimentados,
por trés semanas, com a dieta hipercalérica do tipo cafeteria apresentam
hiperinsulinemia associada ao aumento dos niveis de TAG plasmaticos, aumento da
lipogénese e da utilizacdo de glicose pelo TAB RETRO e EPI, bem como do
conteudo de gordura nesses tecidos sem ocorrer alteragdes no peso corporal
durante todo o periodo avaliado. Tem sido também relatado que tanto individuos
quanto animais obesos com resisténcia a insulina apresentam aumento do
catabolismo protéico e perda de massa magra.

Assim um dos objetivos do presente trabalho, foi investigar em ratos
alimentados com uma dieta hiperlipidica e hipercalérica do tipo cafeteria por 3
semanas o metabolismo protéico in situ no musculo esquelético tibialis anterior.
Verificamos que, de fato, a dieta promoveu aumento da liberacdo de tirosina
muscular em relagdo aos controles, com redugdo no peso e no conteudo de
proteinas dos musculos esqueléticos soleus, EDL e tibialis, o que poderia explicar,
pelo menos em parte, a manutengao do peso corporal nesses animais, apesar do
aumento da gordura corporal.

Outro objetivo do presente estudo foi verificar se 0 aumento da massa
adiposa estocada ocorreu devido apenas ao aumento da lipogénese ou também
devido a alteragdes na atividade lipolitica do tecido adiposo.

Os resultados obtidos mostraram que animais alimentados com a dieta
cafeteria apresentam, tanto in situ quanto in vitro, uma atividade lipolitica basal maior
no RETRO, sem entretanto apresentar alteracdes significativas no EPI. Tornou-se

interessante avaliar a resposta lipolitica do TAB de ratos cafeteria incubados na
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presenca de diferentes agentes lipoliticos. Foi observado uma maior responsividade,
in vitro, dos adipdcitos dos animais cafeteria, incubados na presenca de NOR,
DBAMPc, IBMX, THEO e FSK, quando comparados com os controles.

Contudo nossos achados ndo permitem qualquer conclusdo quanto aos
mecanismos pelos quais a adaptacdo a dieta cafeteria induz as alteragdes
observadas no metabolismo dos lipidios, mais especificamente, no processo
intracelular de ativacado da lipdlise. Apesar da atividade lipolitica do TAB de ratos
cafeteria ser maior que dos animais controles, a atividade aumentada da LPL e da
lipogénese provavelmente sao preponderantes no TAB, favorecendo o acumulo de
lipidios observado nesses animais.

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que a
administracdo de uma dieta hipercaldrica do tipo cafeteria por 3 semanas reduz o
conteudo protéico muscular e induz o aumento do peso dos tecidos adiposos
RETRO e EPI apesar do aumento da lipdlise basal (in situ e in vitro), e da lipdlise
estimulada por agentes lipoliticos em estudos in vitro. A dieta ainda promoveu
aumento do catabolismo protéico avaliada pela técnica de microdialise, o que sugere

uma provavel resisténcia a insulina na musculatura esquelética.

Palavras-chave: Tecido adiposo branco, dieta hipercalérica e hiperlipidica, dieta

cafeteria, musculatura esquelética, microdialise, lipdlise, agentes lipoliticos.
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Abstract

Previous studies from our laboratory have shown that hypercaloric diet (type
cafeteria) fed rats for three weeks present high plasma levels of insulin and
triacylglycerol associated to an increased glucose uptake and lipogenesis in white
adipose tissue (retroperitoneal and epidydimal). In spite of the higher fat content in
these animals, they have the same body weight than controls during all the
experimental period. It has been reported that obese animals with insulin resistance
show increase in protein catabolism and loss of lean body mass.

One of the objectives of this work was to investigate in rats fed a HCHL diet for
3 weeks, the muscle protein metabolism in situ using a microdialysis technique. In
fact, this diet induced an increase in tyrosine release from tibialis anterior muscle and
a reduction in protein content and muscle weight (soleus, Extensor Digitorius Longus
and tibialis anterior), wich could explain at least in part, the absence of body weight
change in these animals when compared to controls, in spite of the increase in fat
mass.

The second goal of this work was to investigate if the increase in fat mass of
cafeteria diet-fed rats was also due to changes in adipose tissue lipolytic activity. The
basal rates of lipolysis in RETRO (in situ and in vitro) from these animals are higher
than controls, as also the response of both tissues to lipolytic agents as
norepinephine, cAMP, isobutylmethylxanthine, theophilin and forskolin, when
compared to controls.

Our findings do not allow any conclusion about the mechanisms responsible

for the increase in adipose tissue lipolysis in cafeteria diet-fed rats.
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Probably the high lipogenesis and lipoprotein lipase activity in adipose tissue from
cafeteria diet-fed rats are responsible for the increase in fat content, besides the
higher lipolytic activity observed in these animals.
Taken together the results of the present study allow concluding that the
administration of cafeteria diet for 3 weeks was able to:
- Increase the retroperitoneal and epididymal adipose tissue weight
and decrease the muscle protein content;
- Increase basal lipolysis in situ and in vitro (RETRO), and hormonal
stimulated-lipolysis in vitro (RETRO and EPI);
- Increase muscle catabolism evaluated by microdialysis technique.
This kind of diet probably induces an increase in insulin resistance in skeletal

muscle in rats.

Key words: Adipose tissue, hypercaloric hyperlipidic diet, cafeteria diet, skeletal

muscle, microdialysis technique, lipolysis, lipolytic agents.
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1) Introducgao

A manutengao do balango energético em mamiferos é fundamental para a
homeostase metabdlica, sendo que um balango adequado entre o aporte e a
utilizacao de energia é de fundamental importancia para o estabelecimento de um
equilibrio dindmico no organismo vivo.

A ativacdo de determinada via metabdlica depende do estado nutricional do
individuo além de um controle hormonal fino que modula tanto a captacdo de
nutrientes quanto sua producdo enddgena nos tecidos (Yeo & Sawdon, 2007). A
integracdo de multiplas vias metabdlicas nos principais tecidos envolvidos no
metabolismo energético, como a musculatura esquelética e o tecido adiposo, séo
responsaveis pela utilizagcdo da energia proveniente dos nutrientes da dieta ou da
reserva corporal. Um desequilibrio crénico entre a ingestdo e o gasto energético

podem resultar em deposicao de gordura e instalagado da obesidade.

1.1) Tecido muscular esquelético

O desempenho adequado do organismo esta relacionado, principalmente,
com a massa magra corporal (James, 1983) e € no estado de crescimento que a
massa celular aumenta, devido ao predominio das reacdes de sintese protéica, em
relacdo as de degradagao (protedlise).

O musculo esquelético é o tecido que contém maior quantidade de proteinas
e compde 40-45% do peso corporal de ratos. Diferente da maioria das células, o

crescimento da musculatura esquelética ndo esta intimamente ligado a sintese de
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DNA ou divisdo celular, mas sim relacionado ao acumulo de proteinas (Kettelhut et
al., 1988b).

O metabolismo de proteinas neste tecido é regulado por numerosos fatores
nutricionais, hormonais e neurais, que promovem ajustes metabdlicos nas mais
diversas situagbes fisioldgicas ou patolégicas. Os processos de sintese séao
finamente regulados ndo havendo estoque ou reserva de aminoacidos na forma de
proteinas, como ocorre com a glicose e os acidos graxos (AG), que podem ser
armazenados como glicogénio ou triacilglicerois (TAG).

Dessa forma, qualquer desequilibrio entre os processos de sintese e
degradagao podera promover atrofia ou hipertrofia do tecido muscular. Assim, a
atrofia muscular pode ser consequéncia de uma reducdo na sintese protéica, de
uma ativacdo da degradacao de proteinas, ou ainda uma associagao de ambos 0s
processos.

A insulina apresenta varias ag¢des anabdlicas sobre o musculo: estimula o
transporte de aminoacidos para o interior do tecido, aumenta a sintese, promovendo
0 inicio da traducgao, e inibe a degradacéao protéica (Jefferson et al., 1974; Goldberg
et al., 1980). Devido a estes efeitos anabdlicos, a insulina é essencial para o
crescimento muscular normal, o qual ndo ocorre em seres humanos ou animais
diabéticos (Jefferson et al., 1974; Goldberg et al., 1980; Goodman, 1987).

A perda de massa corporal, que € caracteristica frequente de varios estados
patolégicos, como infarto e diabetes mellitus (Wang et al., 2006; Bailey et al., 2006;
Siew et al., 2007) resulta principalmente da ativagdo de mecanismos proteoliticos, o
que afeta significativamente a homeostase do tecido muscular esquelético,

resultando em perda de massa e fraqueza nos individuos.
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Estudos sobre os efeitos de dietas deficientes em proteinas no metabolismo
protéico muscular de ratos (Kettelhut et al., 1988b) tem demonstrado um decréscimo
na protedlise muscular, com reducédo nao s6 da atividade lisossomal, mas também
do sistema proteolitico ubiquitina-proteassoma (UPS). Entretanto, ratos alimentados
com uma dieta hiperprotéica (HP) comparado com animais que receberam uma dieta
normal (N) ndo demonstraram alteracbes na atividade de nenhuma das vias
proteoliticas presentes na musculatura esquelética (Doretto, 1995).

Outros autores tém estudado o papel de dietas hiperlipidicas e hipercaldricas
no metabolismo de carboidratos e lipidios, uma situagdo nutricional oposta a
encontrada em ratos HP (Duarte et al., 2001; Estadella et al., 2004; Prada et al.,
2005; Chaves et al., 2006; Frasson, 2010). Entretanto, poucos tém discutido a
relacdo do acumulo de gordura corporal induzida por uma dieta hiperlipidica e o
metabolismo de proteinas. Alguns estudos tém demonstrado que a taxa de
protedlise corporal total de mulheres obesas é elevada em relagcdo a de mulheres
nao obesas (Welle et al., 1992 & 1994). Outros autores observaram que a obesidade
esta associada ao aumento do catabolismo protéico corporal e que esse quadro
associado a resisténcia a insulina pode ser um dos responsaveis pelo aumento da
protedlise muscular (Chevalier et al., 2006; Wang et al., 2006).

Além disso, estudos tém demonstrado que tanto em humanos, quanto em
roedores, a ingestdo de quantidades altas de gordura esta relacionada de forma
desfavoravel a sensibilidade a insulina. De fato, o consumo de uma dieta
hipercaldrica do tipo cafeteria constituida de itens palataveis, a qual € muito utilizada
na alimentacado ocidental, tem sido associada a adiposidade e instalacdo de um
quadro de resisténcia a insulina (Chopra et al., 2002; Popkin, 2001). Frente a grande

diversidade de proteinas secretadas pelo tecido adiposo branco (TAB), assim como
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seus efeitos que atingem desde os proprios adipdcitos até outros tecidos do
organismo, constata-se cada vez mais que esse tecido tem uma ligagao direta com
patologias associadas a obesidade, em especial a resisténcia a insulina e a
sindrome metabdlica (caracterizada por algumas desordens metabdlicas associadas
a obesidade, como resisténcia a insulina, hipertensao, e dislipidemia).

A resisténcia a insulina € uma condigdo, genética ou adquirida, na qual
concentragbes fisioldgicas de insulina provocam uma redugcdo na captagdo de
glicose pelas células, especialmente nas musculares e nas adiposas. Em
consequéncia a menor captagdo de glicose, torna-se necessaria uma maior
producdo de insulina pelo pancreas para a manutengdo dos niveis glicémicos
normais, aumentando-se desta forma os niveis circulantes de insulina, levando a um
quadro de hiperinsulinemia, sem, contudo, observar-se alteragbes nas demais
funcdes desse hormdnio (Bhanot et al., 1996; Pessin et al., 2000; Correia et al.,
2002). Entretanto, apesar dos mais variados estudos sobre o tema, os mecanismos
exatos pelos quais ocorrem a instalacdo da obesidade e a resisténcia a insulina nao
sao bem conhecidos.

Prada et al.,, 2005; demonstraram que ratos submetidos a dieta cafeteria,
hiperinsulinémicos e normoglicémicos, apresentaram redugdo na captagdo de
glicose medida por clamp euglicémico-hiperinsulinémico. Ao utilizar esta técnica
trabalhos da literatura tém demonstrado que a resisténcia a insulina ocorre
primeiramente no figado em um periodo de tempo muito curto (3 dias), seguido de
danos na acao insulinica em diversos tecidos como musculos esqueléticos, TAB e
tecido adiposo marrom (TAM) em 3 semanas (Hansen et al., 1994; Oakes et al.,

1997).
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Zhou et al. (2007) demonstraram que camundongos alimentados com uma
dieta hiperlipidica durante 5 meses desenvolveram um quadro de resisténcia a
insulina com concomitante aumento na degradacgao de proteinas musculares devido
a inibicdo da atividade do substrato do receptor da insulina-1 (IRS-1). Estes autores
ainda observaram que a diminuicdo de Akt fosforilada, proteina envolvida na cascata
de sinalizacdo da insulina, causa a ativagcdo da caspase 3, a qual desestrutura o
complexo miofibrilar formando substratos que serdo degradados pelo UPS.
Consistente com essa ativacao da via UPS foi observado um aumento na expressao
dos atrogenes (genes cuja expressao € estimulada em situagdes de atrofia), entre
eles, os da E3 ligases, atrogina 1 (ou MAFbx) e MuRF-1 no musculo desses
camundongos. Mudangas metabdlicas associadas a obesidade, tais como a
diminuicdo dos niveis de adiponectinas, aumento de acidos graxos circulantes,
perda de massa magra, (cerca de 11% em musculo soleus e cerca de 12% em
musculos extensor digitorum longus, EDL ), foram observadas em camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica (Zhou et al., 2007). Esses autores também
demonstraram nesses camundongos um aumento significativo nos niveis de
citocinas circulantes, como TNFa, IL-6, e IFNy, as quais tém sido relacionadas ao
catabolismo da musculatura esquelética. Em cultura de adipécitos 3T3-L1
transfectados com um adenovirus recombinante que hiperexpressa adiponectina
(produzida pelo tecido adiposo e funciona como um fator enddégeno de
sensibilizagdo a insulina), foi observado que ao serem expostas a acidos graxos
livres, que causam resisténcia a insulina no tecido muscular, estas células
apresentam uma redugdo na expressdo dessas adipocinas (Zhou et al., 2007).
Esses achados demonstram que o balango entre os acidos graxos e a adiponectina

circulante desempenha um importante papel na protedlise muscular em condi¢coes
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de resisténcia a insulina e fornece evidéncias da existéncia de um “crosstalk” entre o
tecido adiposo e a musculatura esquelética (Zhou et al., 2007).

O interesse de nosso laboratério no estudo da regulagdo da via
gliceroneogénica levou a utilizacado de ratos alimentados por 3 semanas com a dieta
cafeteria (Chaves et al., 2006; Frasson, 2010). Nesses estudos foi observado que
essa dieta induz um aumento nos niveis plasmaticos de insulina e de TAG, sem,
contudo alterar os niveis plasmaticos de glicose e de AGL. Além disso, foi
demonstrado aumento da massa de gordura corporal e da capacidade lipogénica
dos animais que receberam a dieta cafeteria. Embora tenha sido constatado o
aumento da massa adiposa nao foram encontradas alteragcdes no peso corporal dos
ratos cafeteria quando comparados com os controles.

Tais achados em conjunto com os dados da literatura, que demonstram
aumento de protedlise muscular associada a resisténcia a insulina, motivaram no
presente trabalho, o estudo dos efeitos da dieta hipercaldrica do tipo cafeteria, por 3

semanas, no metabolismo de proteinas in situ do musculo esquelético de ratos.

1.2) Tecido adiposo branco

Além da classica fungdo do TAB como principal reserva energética do
organismo para mobilizacdo de AG em situagdo de demanda, este tecido
desempenha importante papel na protecdo mecanica contra choques e
traumatismos externos. Vale ainda ressaltar seu papel na producio e liberacao de
varias citocinas, sendo definido por alguns autores como “6rgdo endocrino”

(Wajchenberg, 2000; Frulhbeck et al., 2001).
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O metabolismo de lipidios no TAB é regulado por hormdnios que promovem
efeitos diversos, ndo sé sobre os processos de sintese e degradagao de TAG, como
sobre sua propria fungdo endoécrina e sobre a regulagdo da adipogénese
(Wajchenberg et al., 2000). O TAG é estruturalmente formado pela unido de uma
molécula de glicerol a trés moléculas de AG por meio de ligagbes ésteres e seu
conteudo armazenado no TAB é dependente do balanco entre a velocidade de
sintese (lipogénese) e de degradacao (lipdlise). Em periodos de balango energético
positivo, como durante a ingestdo alimentar, em que a ingestdo caldrica excede o
gasto energético, o TAG é estocado como forma de energia. Enquanto que, em
periodos de balango energético negativo, como em condi¢cbes de jejum, o TAB
fornece AG e glicerol, pela continua hidrélise dos TAG estocados. Essa lipdlise
ocorre em grau variavel de acordo com a demanda energética, liberando os AG que
serdao transportados na circulagdo (na forma livre, ndo esterificado) ligados a
albumina, onde poderao ser captados e oxidados pelos tecidos.

A glicose e os AGL constituem os principais substratos utilizados pelos
tecidos periféricos como fonte de energia. Tanto a producédo hepatica de glicose
quanto sua utilizacdo pelos tecidos sdo controladas. Os AGL, por sua vez, sao
controlados nao apenas durante sua sintese, ndo sendo conhecido nenhum fator
responsavel pela regulacdo de sua utilizagdo, a qual é proporcional a sua
concentracao plasmatica.

O aumento da atividade lipolitica do TAB combinado com a diminui¢cdo da
lipogénese conduz a diminuicdo do conteudo de TAG dos adipécitos durante o
jejum. Apdés uma alimentagao rica em carboidratos, a atividade lipogénica, tanto no
TAB quanto no figado, encontra-se estimulada, levando a elevacdo dos niveis

plasmaticos de TAG. Embora os fatores nutricionais sejam a causa primaria das
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alteragdes na taxa de lipogénese no TAB, estes controlam a sintese de AG néo
apenas diretamente, pelas alteracdes do fluxo de metabdlitos, como também pela
ativacdo da secregao de hormoénios reguladores da sintese de AG (Hillgartner et al.,
1995; Kersten, 2001), como a insulina.

O sistema nervoso autbnomo tem controle direto sobre o tecido adiposo
através de seus componentes simpatico e parassimpatico. A inervacao simpatica
esta relacionada principalmente com as acbes catabdlicas, como a lipdlise mediada
pelos receptores [ adrenérgicos e dependente da atividade da enzima lipase
horménio sensivel (LHS) (Pénicaud et al., 2000). Entretanto, a possivel contribuicao
da inervagao do tecido adiposo pelo sistema nervoso parassimpatico € bastante
controversa e a existéncia da inervacdo parassimpatica no TAB ainda permanece
incerta (Ballantyne, 1968; Ballantyne & Raftery, 1974; Kreier et al. 2002 & 2006;
Berthoud et al., 2006; Giordano et al. 2006).

A insulina é o principal hormdnio anabdlico no controle do metabolismo
energético, regulando o metabolismo da glicose, de proteinas e de lipidios e é
provavelmente, o mais importante fator hormonal envolvido na regulagdo da
lipogénese. Seus efeitos sdo iniciados pela ligagdo da insulina ao seu receptor na
superficie celular, ativando a atividade tirosina quinase do receptor e iniciando a
cascata de transducéao do sinal, que culminara com a estimulagédo da lipogénese por
mais de um mecanismo. A produgao de glicerol-3-P pode ser oriunda da captacao
de glicose, o que envolve proteinas transportadoras especificas, os GLUT-4, e este
processo € controlado pela insulina, que durante o periodo prandial, estimula a
translocacao dessas proteinas para a membrana celular, aumentando o transporte
de glicose (Lemos et al., 2006). Além disso, a metabolizacdo da glicose € acelerada

pela insulina, produzindo além do glicerol-3-P pela ativagado das enzimas glicoliticas,
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também moléculas de AG, por ativacdo de enzimas lipogénicas por modificacdo
covalente e/ou estimulagdo da expressao génica (Foretz et al., 1999; Kersten 2001;
Griffin et al., 2004).

Durante o processo de lipogénese, além dos AG sintetizados de novo a partir
da glicose ou de outros compostos produtores de acetil-CoA (como alguns
aminoacidos), os AG esterificados pelo tecido, podem ser provenientes da hidrdlise
dos TAG endogenos ou captados dos quilomicrons e das lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDL), por meio da hidrélise dos TAG contidos nestas
lipoproteinas pela lipase lipoprotéica (LPL). Os AGL assim liberados das
lipoproteinas sdo captados pelos adipécitos, por difusdo facilitada através de
transportadores especificos, tais como CD36 e proteina transportadora de AGL
(FATP). Uma vez no citosol, que € um meio aquoso, o AGL se liga a outra proteina
ligadora, a FABP, que transporta o composto para ser acilado com coenzima A. Este
processo € executado por outra proteina integral de membrana, a acil-CoA sintase.
Terminando esta etapa, a acil-CoA é levada por outra proteina, a ACBP (proteina
ligadora de Acil-CoA), para os locais de esterificagdo com glicerol-3-P.

Experimentos realizados em nosso laboratério com a técnica de dupla
marcacdo (administracéo simultanea de *H,0 e de glicose-U-"*C) indicam que os AG
provenientes da sintese de novo constituem a menor fracdo do total de AG utilizados
pelo TAB para a sintese de TAG (Botion et al., 1998) em animais normais e
alimentados com a dieta HP.

No entanto, independente da origem dos AG, o fornecimento de glicerol-3-P é
essencial para o funcionamento adequado do TAB e formacdo de TAG. A via
classica de obtencao de glicerol-3-P pelo TAB é a sua sintese a partir de carbonos

de glicose, pela conversdo de dihidroxiacetona fosfato, um intermediario da via
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glicolitica, a dlicerol-3-P, uma reacédo catalisada pela enzima glicerol-3-P
desidrogenase. Além desta via, o TAB possui duas outras formas de obtengéo desse
metabdlito: a) fosforilagdo direta do glicerol pela gliceroquinase (GyK) e b) via
gliceroneogénica que consiste na formagao de glicerol-3-P a partir de compostos
nao glicidicos, como aminoacidos, lactato e piruvato, envolvendo a carboxilagdo do
piruvato a oxaloacetato, descarboxilagdo do oxaloacetato a fosfoenolpiruvato e a
formagao de glicerol-3-P por uma reversao parcial da via glicolitica.

O conteudo e a atividade da GyK no TAB sao relativamente baixos e
considerados despreziveis quando comparados ao TAM ou ao figado. Esta
informacéo tem permitido a utilizagao do glicerol liberado para o meio de incubagao
por fragmentos do TAB ou por adipocitos como indice da atividade lipolitica.
Entretanto, diversos achados sugerem que a GyK contribui na geragao de glicerol de
TAG no TAB. Estudos mostram haver uma correlagcao positiva entre a atividade da
GyK no TAB e diferentes tipos de obesidade (Stern et al.,1983 e Chakrabarty et al.,
1984). Ratos Zucker obesos (fa/fa), camundongos obesos ob/ob e camundongos
com obesidade induzida por aurotioglicose, apresentam aumento na atividade de
GyK no TAB, correlacionado positivamente como peso corporal e o tamanho dos
adipdcitos nessas situagoes (Stern et al., 1983). Além disso, dados deste laboratoério
demonstraram que a atividade da GyK mostra-se aumentada no TAB epididimal
(EPI) de animais que receberam a dieta cafeteria, acompanhando o aumento do
turnover de noradrenalina (NOR) tecidual observado neste tecido (Frasson, 2010).
Esta mesma relagao direta entre GyK e atividade simpatica também é observada no
TAB retroperitoneal (RETRO), de animais alimentados com a mesma dieta
hipercaldrica, onde ha aumento da atividade simpatica e aumento da GyK. (Chaves

et al., 2006).
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O controle da lipdlise no TAB é bastante complexo e envolve a interagao de
diversos fatores. As catecolaminas sao as principais ativadoras da mobilizagcao de
AG do TAB induzida pelo jejum. A NOR ao se ligar aos receptores -3 adrenérgicos,
0s quais sdo acoplados as proteinas G na membrana plasmatica dos adipdcitos,
transmitem o sinal estimulatorio a enzima adenilil ciclase, a qual catalisa a conversao
de ATP em AMPc (adenosina monofosfato ciclico). O AMPc gerado se liga a
proteina quinase dependente de AMPc (PKA) e a ativa pela dissociagdo das
subunidades regulatorias e cataliticas. Uma vez estimulada, a PKA fosforila a lipase
horménio sensivel (LHS), induz sua ativagcdo e, subsequentemente, sua
translocacdo do citosol para o glébulo de gordura desencadeando a hidrélise dos
TAG estocados (Morimoto et al., 2001; Holm, 2003; Su et al., 2003). Além da LHS,
as perilipinas, proteinas que recobrem a superficie do glébulo de lipidios
protegendo-os da hidrélise, também s&o fosforiladas pela PKA durante o estimulo
lipolitico. Estas proteinas, quando fosforiladas, sofrem modificagcdo conformacional
permitindo assim o acesso da LHS ao globulo de gordura (Clifford et al., 2000;
Sztalryd et al., 2003).

Estudos realizados recentemente em camundongos com auséncia do gene
que codifica a LHS sugerem que outras lipases podem participar da mobilizagdo de
AG do TAB. O tratamento de adipécitos isolados destes animais com isoproterenol
promove um aumento moderado na taxa lipolitica quando comparado a estimulacao
lipolitica induzida nos adipdcitos dos animais controles (Okazaki et al., 2002). Além
disto, os camundongos com auséncia da LHS apresentam acumulo de diacilglicerol
(DAG) no TAB, sugerindo que a LHS & uma enzima limitante para a hidrolise apenas
do DAG (Haemmerle et al., 2002). De fato, experimentos realizados in vitro tém

demonstrado que a LHS é mais ativa na hidrélise de DAG e ésteres de colesterol se
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comparado a hidrolise de TAG e monoacilglicerol (MAG) (Kraemer et al., 2002). A
superexpressao da lipase recentemente descrita, denominada lipase do triacilglicerol
do adipécito (ATGL ou desnutrina), promove um aumento na quebra de TAG e
liberagdo de AG do TAB (Zimmermann et al., 2004; Jaworski et al., 2007).

A ATGL ou desnutrina é altamente expressa no tecido adiposo e esta
aumentada durante a diferenciagao do adipocito 3T3-L1. A expressao da ATGL é
também observada na musculatura cardiaca, fibras tipo | da musculatura
esquelética, testiculos, macrofagos, figado e outros tipos celulares. A ATGL realiza
seletivamente o primeiro passo na hidrolise dos TAG resultando na formacao de
DAG e AGL e sua atividade de hidrolase de TAG é independente da LHS no tecido
adiposo. Além disso, em 2006, Lass et al., mostrou que a atividade da ATGL é
fortemente estimulada por um ativador conhecido como comparative gene
identification-58 (CGI-58). Contudo, o mecanismo molecular da ativagcdo da ATGL
pela CGI-58 nao é conhecido. Aparentemente, CGI-58 se liga a ATGL, mas nao esta
claro se a ligacdo com CGI-58 afeta a conformacédo ou facilita o contato com a
superficie de seu substrato.

Assim, tem sido proposto um novo modelo para os mecanismos envolvidos na
regulacdo da lipdlise. As perilipinas regulam a atividade da ATGL e da LHS pela
ligacado do ativador CGI-58 na ATGL e pelo controle do acesso da gota lipidica pela
LHS. No estado basal, CGI-58 se encontra ligada as perilipinas e a atividade das
lipases esta baixa. No estado ativado, a fosforilacdo das perilipinas pela PKA leva a
liberacdo de CGI-58 a qual torna-se entao disponivel para ativar a ATGL. A ativacao
da ATGL produz DAG que é o substrato preferencial da LHS. Concomitantemente, a
LHS é fosforilada pela PKA e as perilipinas promovem sua translocacao resultando

em uma eficiente hidrolise dos DAG. Em seguida, a atividade da lipase do
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monoacilglicerol (MGL) resulta na formacao de glicerol e acidos graxos livres
(Zimmermann et al., 2009).

Ao contrario das catecolaminas, no tecido adiposo, a insulina promove,
inibicdo da lipdlise, reduzindo os niveis de AGL plasmaticos promovendo a inibicao
da mobilizagdo de AG do TAB (Beardsall et al., 2006; Lemos, 2006). A regulacao da
lipdlise pela insulina pode envolver dois mecanismos distintos, sendo um deles
dependente e o outro independente de AMPc. A inibicao da lipdlise dependente de
AMPc induzida pela insulina envolve a ativagao da fosfodiesterase do AMPc do tipo
3B (Stralfors et al., 1989; Zhang et al., 2005; Langin, 2006). Este processo se inicia
pela ligagdo da insulina ao seu receptor tirosina quinase causando a autofosforilagao
deste e, subsequentemente, a fosforilagdo dos substratos do receptor de insulina,
permitindo sua interagdo com a subunidade p85 da fosfatidil inositol 3-quinase
(PI3K). Em seguida, PI3K propicia a fosforilagdo e ativagdo da proteina quinase B ou
Akt (PKB/Akt) por meio da PDK1 (Proteina quinase dependente de fosfatidilinositol
1). PKB/Akt, por sua vez, fosforila e ativa a fosfodiesterase 3B, enzima responsavel
pela degradacdo do AMPc no adipdcito. A diminuicdo dos niveis de AMPc prejudica
a ativacao da PKA e, consequentemente, a fosforilacdo da LHS e perilipinas,
prejudicando em ultima instancia a ativagao da ATGL através da liberagdao de CGl-
58 pelas perilipinas, bloqueando portanto, a mobilizacdo de AG do TAB. A regulagao
da lipdlise independente de AMPc pela insulina envolve a estimulagao da proteina
fosfatase-1 (pela fosforilagdo de sua subunidade regulatéria). A proteina fosfatase-1
ativada, rapidamente defosforila e desativa a LHS, causando uma queda na taxa

lipolitica do tecido (Londos et al., 1985; Olsson et al., 1987; Ragolia et al., 1998).



Introdugéo 14

Noradrenalina

-

e
er
e
.........
sen®
e

Perilipina

Desnutrina/ATGL

Perilipina

K (ac) e Adipécito
S

Agquaporina7

Figura 1 — Representacdo esquematica do processo de lipdlise (modificado de
Vazquez-Vela et al., 2008). a,B,y, subunidades da proteina G. AG, acidos graxos.
AMPc, monofosfato de adenosina ciclico. 5AMP, 5 monofosfato de adenosina.
ATGL, lipase do triacilglicerol do adipdcito. ATP, trifosfato de adenosina. CGI-58,
comparative gene identification-58. DG, diacilglicerol. GDP/GTP, trifosfato e difosfato
de guanosina. Gs, proteina G estimulatéria. IRS, substrato do receptor da insulina.
LHS, lipase horménio sensivel. MG, monoacilglicerol. MGL, lipase do
monoacilglicerol. P, fosfato. PDE-3B, fosfodiesterase 3 B. PF1, proteina fosfatase-1.
PI3K, fosfatidil inositol 3 quinase. PKA, proteina quinase dependente de AMPc.
PKB/Akt, proteina quinase B. TG, triacilglicerol.
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Apesar da lipdlise e lipogénese, serem processos estritamente controlados
por fatores nutricionais, hormonais e neurais, por vias ainda nao totalmente
elucidadas, pode ocorrer um desequilibrio favorecendo o balango energético
positivo, levando a adiposidade. Quando esse desequilibrio é cronico ocorre a
instalacdo de um quadro de obesidade. Parece que o ajuste do consumo com a
oxidacdo de cada macronutriente possui um rigoroso controle para manutencéo da
homeostase energética. Flatt (1987), afirma que o balango de nitrogénio e de
carboidratos € facilitado pela capacidade do organismo em ajustar as taxas de
oxidagdo de aminoacidos e de glicose, respectivamente, em relagdo aos seus
consumos alimentares. Contudo, no caso dos lipidios, esse ajuste € bem menos
preciso € o aumento no seu consumo nao estimula proporcionalmente a sua
oxidacdo. Além disso, a eficiéncia com que o lipidio da dieta € estocado como
gordura corporal é alta, cerca de 96%. O aumento na ingestédo lipidica induz o
balanco lipidico positivo e, consequentemente, o acumulo de massa adiposa
corporal (Flatt, 1987 & 1995).

Estudos prévios de nosso laboratério demonstraram que ratos alimentados
por 3 semanas com a dieta cafeteria apresentaram aumento da captagao de glicose
in vivo para produgao de glicerol-3-P, da atividade da GyK, da sintese de AG, bem
como da atividade da LPL, com consequente aumento dos depdsitos de gordura
corporal (Chaves et al., 2006). Contudo, embora esses ratos apresentem
hiperinsulinemia e aumento de lipogénese, também foi observado um aumento no
turnover de NOR no RETRO e EPI desses animais, indicando uma hiperatividade
simpatica.

Considerando esses achados em conjunto com os dados existentes na

literatura, podemos observar as complexas alteracbes hormonais e metabdlicas em
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animais adaptados a uma dieta hipercalorica e hiperlipidica. Assim, o presente
trabalho teve como outro objetivo investigar se a adiposidade, verificada nos animais
cafeteria, foi apenas devido ao aumento da lipogénese, a uma reducéo na atividade
lipolitica, ou ainda a uma associagao de ambos os processos. Desta forma, a fim de
verificar os efeitos da dieta cafeteria no metabolismo lipidico do TAB de ratos, a
atividade lipolitica basal, in situ e in vitro, foi avaliada. Além disso, para esclarecer as
possiveis alteragdes na resposta lipolitica, também investigamos a lipdlise in vitro, no
RETRO e EPI, em condicdo estimulada por um agonista adrenérgico
(noradrenalina), forskolina (que estimula o complexo da adenilil ciclase), dibutiril-
AMPc (db-AMPc), um anélogo estrutural do AMPc, e com inibidores da

fosfodiesterase do AMPc como isobutil-metil-xantina (IBMX) e teofilina (THEO).
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2) Objetivos

Este trabalho teve como objetivo principal esclarecer, na musculatura

esquelética e no tecido adiposo branco (TAB), o efeito da dieta hipercaldrica e

hiperlipidica do tipo cafeteria no metabolismo de proteinas do musculo esquelético in

situ e a atividade lipolitica in situ e in vitro, do TAB de ratos.

Os objetivos especificos do presente trabalho foram investigar os efeitos da

dieta cafeteria:

no conteudo de gordura, no peso e no conteudo de proteinas da
musculatura esquelética;

no metabolismo de proteinas da musculatura esquelética in situ de
ratos;

na tolerancia a glicose;

na resposta lipolitica do TAB in situ e in vitro, em condi¢des basais;

na resposta lipolitica no TAB retroperitoneal (RETRO) e epididimal
(EPI) in vitro, em condigdo estimulada por agonista adrenérgico
(noradrenalina), forskolina (que estimula o complexo da adenilil
ciclase), dibutiril-AMPc (db-AMPc), um anéalogo estrutural do AMPc, e
com inibidores da fosfodiesterase do AMPc como isobutil-metil-xantina

(IBMX) e teofilina (THEO).
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3) Materiais e Métodos

3.1) Animais e seu Tratamento

3.1.1) Dieta hipercalodrica e hiperlipidica do tipo cafeteria

Para a realizagao dos experimentos, foram utilizados ratos machos Wistar
com peso inicial entre 40 e 55 g, provenientes do Biotério Central da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — USP. Os animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Bioquimica & Imunologia em ambiente controlado, ciclo claro-
escuro de 12 horas, temperatura de + 25°C (+ 2°C) e acondicionados aos pares em
gaiolas, permitindo a medida diaria da quantidade de alimento e do volume de
liquido ingeridos. Uma dieta hipercaldrica e hiperlipidica do tipo cafeteria, obtida pela
suplementacdo de uma dieta balanceada comercial com diversos alimentos
palataveis, foi oferecida ao grupo experimental no periodo de 8 a 90 dias, de acordo
com o protocolo utilizado. Para as analises bioquimicas os animais foram
alimentados com a dieta por 8, 15 e 21 dias. Na avaliagao de parametros como peso
e conteudo de gordura da musculatura esquelética e do tecido adiposo, a dieta
cafeteria foi administrada por 8, 10, 15 e 21 dias. Nos estudos da atividade lipolitica,
in vitro, e de microdialise os animais receberam a dieta por 21 e 24 dias (3 semanas)
respectivamente. Enquanto no teste de tolerancia a glicose (GTT) a dieta foi
administrada durante 40, 50, 60 e 90 dias. A cada dia, quatro, entre doze itens
previamente selecionados (Tabela 1), eram oferecidos aos animais, sendo que cada
um deles apresentava densidade caldrica superior a da dieta comercial (Rothwell et

al.,1982). A agua dos animais do grupo experimental era acrescida de sacarose
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(20%). Os ratos controles receberam uma dieta balanceada comercial (Nuvital®) e
agua ad libitum.

A distribuicdo dos macronutrientes e a densidade caldrica de cada um dos
itens palataveis que foram oferecidos ao grupo experimental, bem como a da ragao
comercial Nuvital®, foram obtidas das tabelas de informacdes nutricionais nos rotulos
dos alimentos (Tabela 1). Em média, os ratos alimentados com a dieta controle
ingeriram aproximadamente 50 Kcal por 100 g de peso corporal por dia, enquanto os
animais submetidos a dieta hipercaldrica e hiperlipidica do tipo cafeteria (HCHL)
ingeriram aproximadamente 70 Kcal por 100g de peso corporal por dia.

Os experimentos foram realizados pela manha, entre 8h e 11h, em ratos
alimentados ou em jejum de 12 horas (para os estudos de tolerancia a glicose),
pesando cerca de 240 g e o sacrificio desses animais foi realizado por deslocamento

cervical ou decapitagao (quando necessaria a coleta de sangue).
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Tabela 1 — Distribuicdo dos macronutrientes e densidade caldrica dos alimentos
constituintes da dieta cafeteria.

Carboidrato Lipidio Proteina Densidade caloric

(9/1009) (9/100g) (g/100g) (Kcallg)
Bala de caramel 72,70 9,09 18,18 4,45
Bacon 0,00 58,00 9,00 5,69
Batata frita 45,00 35,00 5,00 5,15
Bis® 63,10 23,30 8,10 4,95
Bolacha de Maisena 62,50 12,50 7,50 4,02
Castanha-do-Para 7,00 67,00 17,00 6,99
Chocolate 50,00 33,30 10,00 5,40
Chocooky® 63,33 23,33 3,33 5,00
Pé-de-moleque 58,82 26,47 11,76 5,29
Snacks® 65,00 17,50 7,50 4,50
Torrada 73,33 6,67 13,33 4,00
Torrone 80,00 7,50 10,00 3,80
Racao Nuvital® 55,00 4,50 22,00 2,85

Os ratos do grupo experimental recebiam agua ad libitum acrescida de sacarose
(20%).
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3.2) Determinagao do conteudo lipidico da musculatura esquelética e do

TAB RETRO e EPI

Os tecidos adiposos foram retirados de ratos alimentados com a dieta
cafeteria durante 8, 10, 15 e 21 dias, e o tecido muscular esquelético foi retirado
apenas de ratos adultos (230 - 250 g), alimentados durante 3 semanas com a dieta
cafeteria. A extragdo do conteudo lipidico da musculatura esquelética e do TAB
RETRO e EPI foi realizada pelo método de Folch et al. (1957). Os tecidos foram
entdo armazenado em cloroférmio:metanol, na propor¢cao de 2:1, para posterior
processamento. Os tecidos foram homogeneizados em Politron e em seguida o
material foi filtrado utilizando papel Whatman n° 1 e ao filtrado foi adicionado agua
deionizada, na proporcéo de 10 ml de cloroférmio-metanol para 2 ml de agua para
cada 10 mL do filtrado. Apds separacdo das fases cloroférmica e aquosa, uma
aliquota da fase cloroférmica foi transferida para tubos previamente pesados para
evaporacao a 50° C. A quantificacdo da gordura foi obtida pelo método gravimétrico

e os resultados expressos em g.1009'1 de peso corporal.

3.3) Teste de tolerancia a Glicose (GTT)

O teste de tolerancia a glicose (GTT) foi realizado em ratos controles e
alimentados com essa dieta durante 40, 50, 60 e 90 dias.

Apds jejum de 12h, foi coletada uma amostra de sangue da cauda dos
animais e a concentragao plasmatica basal de glicose foi medida imediatamente por
um glicosimetro modelo Accu-Chek® Go. Em seguida, uma solugéo de glicose (2,0

g/kg) foi administrada aos animais por meio de uma sonda gastrica e amostras de
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sangue foram coletadas nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apds a
administragcdo de glicose. A variagcdo da concentracdo de glicose plasmatica
(concentragdo de glicose plasmatica apds administragdo da solugcdo de glicose
subtraida da concentracédo de glicose plasmatica basal) versus o tempo foi plotada
em grafico, obtendo-se uma curva exponencial de primeira ordem. A area sob a
curva (integral) foi determinada utilizando o software origin 6.0 para verificar a
sensibilidade a glicose pela comparagao entre as areas sobre as respectivas curvas

glicémicas dos dois grupos estudados.

3.4) Microdialise no tecido muscular esquelético

A fim de investigar o efeito, da dieta do tipo cafeteria no metabolismo de
proteinas, in situ, de ratos adultos foram determinadas as concentragdes de tirosina
liberadas para o intersticio, pelo musculo esquelético tibialis anterior. Para tanto, foi
utilizada a técnica de microdialise (Ungerstedt, 1991), que consiste na implantagao
de cateteres do tipo linear, no tecido de interesse. Os cateteres foram
confeccionados a partir de uma membrana de didlise semipermeavel (Cuprophane,
18mm de comprimento por 0,3 mm de didmetro, 3 kDa de limite de permeabilidade)
colada em ambas as extremidades a tubos de polietiieno PE-10 (comprimento
padrdao de 50mm) e preenchidos com um fluido isoténico. Estes cateteres, quando
implantados no tecido desejado, permitiam a passagem dos metabdlitos do liquido
intersticial para dentro da membrana, por gradiente de concentragao, até atingirem o
equilibrio.

No dia dos experimentos, os animais com peso corporal entre 220 e 250 g (24

dias na dieta) foram anestesiados com tiopental sédico (50mg/kg peso corporal, i.p.),
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traqueostomizados com cateter de polietileno PE-240 e canulados na artéria caroétida
esquerda (cateter PE-50) para coleta de amostras de sangue. Os animais foram
mantidos em mesas cirurgicas aquecedoras (Insight®) com temperatura constante de
37°C.

Para determinar a concentracdo de tirosina liberada pela musculatura
esquelética, o cateter de microdidlise foi inserido longitudinalmente no musculo
tibialis anterior com o auxilio de canula-guia e perfundido a um fluxo constante de
1ul/min com uma solugdo de perfusdo (solugdo de NaCl 0,9% contendo glicose 1
mM, tirosina fria 50 pM, albumina bovina 0,5% e [*C]-tirosina). Ap6s um periodo de
equilibrio inicial de 30 minutos considerados a partir do inicio do gotejamento da
solugdo de perfusdo, os musculos foram dialisados ao longo de 90 minutos. Ao
término do experimento, foram coletadas amostras do dialisado, da solucdo de
perfusdo e do sangue arterial da carétida esquerda para determinagédo do fator de
recuperacao do cateter, das concentragdes intersticial (1) e arterial (A) de tirosina e
da diferenga | - A. O dialisado foi coletado diretamente em tubos de microcentrifuga
e, em seguida, mantido a — 20°C em solugéo de acido tricloroacético (TCA 5%). O
sangue coletado da artéria carétida esquerda foi imediatamente centrifugado, sendo
o plasma separado e desproteinizado com acido perclérico (PCA 1N) e congelado a
— 20°C para posterior analise. As concentragdes de tirosina no dialisado (40 pl), na
solugédo de perfusédo (50 ul) e no plasma (40 pl) foram determinadas pelo método
fluorimétrico descrito por Waalkes & Uderfriend (1957). O plasma desproteinizado
foi utilizado para a determinagcdo da concentragdao de tirosina e do fator de
recuperacao do cateter. A capacidade de recuperacgao da tirosina é avaliada através
da adicdo de ['*C]-tirosina (~2500 dpm, 0,05 mmol/L) ao liquido de perfuséo, e é

calculada a partir da extragao fracional da marca radioativa, que corresponde ao
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valor de recuperagao do metabolito ndo marcado. A contagem de radioativo da ["C]-
tirosina na solucdo de perfusdao e no dialisado foi determinada em 10 ul de cada
amostra diluida em 4 ml de liquido de cintilacdo biodegradavel (Fischer Scientific). A
leitura foi feita em espectrobmetro de cintilagdo liquida PACKARD 1900. O
catabolismo protéico € avaliado pela diferenca entre a concentracdo de tirosina
intersticial e arterial, ou seja, pelo indice | — A. Este conteudo de tirosina é utilizado
como um indice do metabolismo protéico por ser um aminoacido nado metabolizado e

por nao ser sintetizado de novo no tecido muscular.

-30 min 90 min
l Equilibrio 1 Microdidlise 1
0 min

¢ Anestesia (Tiopental Coleta:

50 mg/Kg, i.p.);
e Traqueostomia; e Sangue arterial;
e Canulagao da ¢ Dialisado;

carétida; e Sol. de perfusao.

e Insercgao do catéter no
musculo tibial
anterior;

¢ Fluxo constante de um
MI/min.

Figura 2 — Protocolo experimental utilizado para a determinagdo da concentragao
intersticial de tirosina no musculo tibialis anterior de ratos alimentados com a dieta
cafeteria e ratos controles.
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3.5) Microdialise no TAB

A fim de investigar o efeito da dieta do tipo cafeteria na atividade lipolitica , in
situ, de ratos adultos, foram determinadas as concentragdes de glicerol liberadas
para o intersticio pelo RETRO. Para tanto, foi utilizada a técnica de microdialise
(Ungerstedt, 1991). Os cateteres utilizados foram confeccionados como
anteriormente descrito no protocolo utilizado para o musculo esquelético. No dia dos
experimentos, os animais com peso corporal entre 220 e 250 g (24 dias de dieta)
foram anestesiados com tiopental sddico (50mg/kg peso corporal, i.p.),
traqueostomizados com cateter de polietileno PE-240 e canulados na artéria carétida
esquerda (cateter PE-50) para afericdo da pressao arterial média (PAM) e coleta de
amostras de sangue. Os animais foram mantidos em mesas cirurgicas aquecedoras
(Insight®) com temperatura constante de 37°C.

Para determinar a concentragao de glicerol liberado pelo TAB, o cateter de
microdialise foi inserido longitudinalmente no RETRO com o auxilio de uma canula-
guia e perfundido a um fluxo constante de 2,5ul/min com uma solugado de perfuséo
contendo NaCl 0,9%, glicose 1 mM, albumina bovina 0,5% e glicerol-[U-"C]
(0,5uCi/mL). Este ultimo foi utilizado para estimar o fator de recuperagao do cateter
de microdialise. Apds um periodo de equilibrio inicial de 60 minutos, considerados a
partir do inicio do fluxo da solugao de perfusdo, o RETRO unilateral foi dialisado ao
longo de 90 minutos de experimento, o qual foi dividido em 3 intervalos consecutivos
de 30 minutos cada. Apds o término de cada intervalo foram coletadas amostras do
dialisado, da solugédo de perfusdo e do sangue arterial da carétida esquerda para
determinacao do fator de recuperacdo do cateter, das concentracdes intersticial e

arterial de glicerol e da diferenga | - A. As concentragdes de glicerol no dialisado (40
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dl), na solugcdo de perfuséo (40 pl) e no plasma (40 ul) foram determinadas por
espectrofotometria modificada para leitura em placas de ELISA, utilizando o kit
enzimatico comercial Bioclin da Quibasa®.

A contagem de radioativo do inceroI-[U-”C] na solucdo de perfusao e no
dialisado foi determinada em 10 ul de cada amostra diluida em 4 ml de liquido de
cintilacdo biodegradavel (Fischer Scientific). A leitura foi feita em espectrémetro de
cintilacao liquida PACKARD 1900. A concentragao intersticial de glicerol liberado
pelo TAB foi calculada a partir da sua concentragédo no dialisado corrigida pelo fator
de recuperacdo do cateter. A diferenca entre a concentracao intersticial e arterial de

glicerol foi utilizada como indicador da atividade lipolitica do RETRO.

- 60 min 30 min 60 min 90 min

1 Equilibrio l 1 1 1
0 min Microdidlise

Anestesia (Tiopental I I

50 mg/Kg, i.p.);

Traqueostomia; Coleta:

Canulacao da

carétida; e Sangue arterial;

Insercdo do catéter  Dialisado;

no tecido adiposo  Sol. de perfuséo;

retroperitoneal; e Afericao da PAM no

Fluxo constante de 2,5 tempo inicial e final da

pI/min. microdialise.

Figura 3 — Protocolo experimental utilizado para a determinagdo da concentragao
intersticial de glicerol no RETRO de ratos alimentados com a dieta cafeteria e de
ratos controles.
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3.6) Determinacao dos parametros hemodinamicos

3.6.1) Pressao Arterial Média (PAM)

Nos experimentos de microdialise, o estado hemodinamico dos animais foi
avaliado pela afericdo da PAM diretamente na artéria carétida. Apds o tempo de
equilibrio a PAM era aferida, no inicio e no final da coleta das amostras, por meio de

um transdutor de pressao conectado a um amplificador (braile biomédica).

3.6.2) Fluxo sanguineo (FS)

Para a avaliagao qualitativa do FS local utilizou-se a técnica do clearance do
etanol, o qual foi adicionado a solucido de perfusdo. Nestes experimentos, o tecido
muscular tibialis anterior e o tecido adiposo inguinal foram perfundidos a um fluxo
constante de 1ul /min com solugao de perfusao acrescida de etanol absoluto (5mM),
ao longo de 90 minutos no tecido muscular e 120 minutos no tecido adiposo. O
etanol foi quantificado no dialisado a cada 15 minutos no tecido muscular e a cada
20 minutos no tecido adiposo, bem como, na solugdo de perfusdao ao final do
experimento. O etanol é utilizado para estimar o fluxo sanguineo por se tratar de um
metabdlito inerte, ou seja, por ndo ser secretado e nem metabolizado pelos tecidos
analisados. Portanto, infere-se que uma reducdo na concentracdo de etanol no
dialisado significa um aumento do FS local (vasodilatagdo), pois as moléculas de
etanol evaporam devido a um aumento da temperatura no local, bem como, o

aumento no dialisado, significa uma redug¢ao no FS local (vasoconstri¢ao).
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O FS foi entdo estimado pela obtengcdo da extracdo fracional de etanol

empregando-se a seguinte formula:

EF = ([Eto)/[Etsp])
Onde:
EF: extracao fracional;
[Etp]: concentragéo de etanol (mmol/L) no dialisado;

[Etsp]: concentracéo de etanol (mmol/L) na solugéo de perfusao.

A partir dos resultados obtidos na extracdo fracional podemos inferir que
quanto mais préximo de 1 menor sera o FS. Portanto, ha uma relagao inversa entre
a extracao fracional e FS local, ou seja, quanto menor for a extragao fracional, maior

sera o fluxo e vice-versa.

3.7) Atividade lipolitica no TAB

Apds 21 dias de tratamento com a dieta cafeteria, a atividade lipolitica do
RETRO e do EPI foi avaliada através da liberagao de glicerol para o meio de incubagéo.

Apos sacrificio dos animais por deslocamento cervical, os tecidos adiposos
foram removidos, fragmentados e pesados. O RETRO (200 mg), previamente fatiado
com 500 uym de espessura (utilizando-se um fatiador “Mcilwain Tissue Chopper”) ou
a porcado mais fina distal do EPI (200 mg) foram incubados a 37°C, sob agitagcéo
constante, durante duas horas, em 2 ml de meio Krebs-Henseleit contendo 0,119 M
de NaCl; 0,025 M de NaHCOs; 4,746 mM de KCI; 1,2 mM de MgSOs4; 1,2 mM de
KH2POs4; 1,92 mM de CaClz acrescido de glicose 4,5 mM e de 2% de albumina, em
pH 7,4, equilibrado em carbogénio (95% de O, :5% de COy) . Para o grupo controle,

quando necessario, foi utilizado um “pool” de RETRO ou EPI de dois ratos, tomando-
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se o cuidado de colocar, em cada tubo de incubagdo, a mesma proporgdo em peso
de tecidos de cada rato utilizados para formar o “pool”.

Com o objetivo de verificar o efeito da dieta cafeteria na atividade lipolitica
basal , in vitro, os fragmentos de tecido foram incubados como acima descrito, em
condigdo nao estimulada. A lipdlise foi avaliada através da quantificagao de glicerol
liberado para o meio de incubagdao e foi determinada por espectrofotometria
modificada para leitura em placas de ELISA, utilizando o kit enzimatico comercial
Bioclin da Quibasa®, e de AGL utilizando o kit Randox® NEFA. Os valores foram
expressos em nmol de glicerol ou AGL.ug de DNA™".2h™" de incubagao.

O efeito da NOR na atividade lipolitica do tecido adiposo branco, dos ratos
controles e alimentados com a dieta cafeteria, foi avaliado pela adicdo desta
catecolamina em diferentes concentracdes (107, 10° 10° e 10™*M) e &cido
ascorbico (0,01 M), ao meio Krebs-Henseleit acima descrito.

O efeito de agentes lipoliticos na resposta lipolitica do TAB dos ratos
controles e alimentados com a dieta cafeteria foi avaliado pela adicdo, ao meio
Krebs-Henseleit acima descrito, de um analogo do AMPc, o dibutiril AMPc (DBCAMP,
10 M ), da forskolina, uma droga que atua ativando o sistema da adenilil ciclase
(FSK, 10 M), da isobutilmetilxantina (IBMX, 10 M) e Theofilina (THEO, 10 M), que

sao inibidores da fosfodiesterase do AMPc.

3.7.1) Determinagao do conteudo de DNA

Devido ao fato do presente estudo ter sido desenvolvido com fragmentos de

tecido, os resultados de liberagcado de glicerol e de AG para o meio de incubagéao

foram expressos como nmol.ug DNA".h-', para corregdo pelo nimero de células
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correspondentes a cada grupo. A corregao pela quantificacdo de DNA do tecido
permite essa correspondéncia com o numero de células considerando-se que o
conteudo de DNA por célula é constante nos mamiferos (Rat Genome Sequencing
Project Consortium, 2004).

Para tanto, avaliamos trés diferentes métodos de extracdo de DNA. O
primeiro foi a técnica de extracdo utilizando o detergente catibnico CTAB (brometo
de cetil-trimetilamonio) que tem a funcdo de romper as membranas celulares para
liberacdo do DNA. Como os acidos nucléicos podem absorver radiagcao UV a 260
nm, o DNA pode ser quantificado utilizando-se espectrofotometro. O segundo foi o
método de Burton, 1955; cujo principio se baseia na reacdo do DNA com a
difenilamina formando um complexo colorido, que pode ser detectado por
espectrometria de absorcdo a 600 nm. O ultimo foi o método de Erwin et al., 1981,
cujo principio baseia-se na reagcdao da desoxirribose com o acido 3,5-
diaminobenzdico (DABA) formando um composto fluorescente que é detectado por
um espectrofluorimetro.

Todos os métodos avaliados foram eficientes para a extracdo do DNA do
tecido adiposo, contudo, tanto o método que utiliza o detergente CTAB quanto o que
utiliza a difenilamina sofrem contaminagdo com o RNA. Assim sendo, o método
escolhido para a realizagao do presente trabalho foi o método que utiliza o reagente
DABA por nao ser necessaria nenhuma separagcao de DNA e RNA, pois a reacao ¢é
altamente especifica para desoxirribose.

O conteudo de DNA do RETRO e EPI, de ratos que receberam a dieta
cafeteria e ratos controles, foi entdo avaliado pelo método fluorimétrico utilizando o
DABA e DNA de esperma de salmao como padrdo. O procedimento € baseado na

medida do produto fluorescente da reacdo especifica entre o DABA e a
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desoxirribose. Fragmentos de tecido adiposo (~ 200 mg) foram imersos em TCA 5%
e homogeneizados em politron. Em seguida, os homogenados foram centrifugados a
11.000 r.p.m., 4°C por 10 minutos, e o sobrenadante, descartado. O pellet foi entao
ressuspenso em TCA 5%, e as amostras e os padrdes foram incubados em banho-
maria por 30 minutos, a 90°C, para hidrélise do DNA. As amostras foram entao
resfriadas em gelo e os aldeidos resultantes da hidrolise do DNA foram separados
por centrifugacdo. Uma aliquota de 50 pl do hidrolisado foi diluida em 0,45 ml de
TCA 5%. As amostras e a curva padrao foram entdo incubadas na presenga de 200
Ml de uma solugdo de DABA (200 mg/ml) durante 1 hora a 60°C. As amostras foram
resfriadas em gelo, e foram adicionados 2 ml de HCI 1N no momento da leitura. A
fluorescéncia emitida pelo produto formado entre o DABA e a desoxirribose liberada
foi medida em espectrofluorimetro Schmadzu, com comprimentos de ondas de 412
nm (excitagdo) e 520 nm (emissao). O conteudo total de DNA dos fragmentos de
tecido foi utilizado para a corregdo da concentragcédo de glicerol e de AGL liberados

para o meio de incubacao.

3.8) Analises bioquimicas

A concentragdo de proteinas totais na musculatura esquelética foi
determinada pelo método de Lowry et al. (1951). A concentracéo plasmatica de AGL
foi medida por titulagdo com base fraca segundo o método de Dole & Meinertz
(1960). A medida da glicemia foi realizada pelo método da glicose oxidase utilizando
o kit Glucox 500 (Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratérios Ltda). A
concentracdo de etanol foi determinada pelo método bioquimico de Bent &

Gutmann, 1974 e Hickner, et al.; 1992.
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3.9) Analise estatistica dos resultados

Os resultados foram expressos como média  erro padrdo da média (EPM) ou
como médias percentuais + EPM dos grupos experimentais em relagdo aos grupos
controles (considerados como 100%). As diferencas entre os grupos foram
analisadas utilizando o teste Two Way ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls
el/ou teste t de Student e nivel de significancia adotado foi menor ou igual a 5% (P<

0,05).
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4) Resultados

4.1) Peso corporal

Os pesos dos animais controles (alimentados com a dieta balanceada) e dos
ratos submetidos a dieta cafeteria foram acompanhados diariamente e estao
representados na figura 4. O peso corporal destes animais ao final de 24 dias de

dieta foi semelhante ao dos animais controles (235 = 5 Q).
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Figura 4 — Peso corporal (g) de ratos alimentados com a dieta cafeteria e de animais
controles. Os valores representam a média + EPM de 10 a 20 animais.
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4.2) Parametros metabdlicos plasmaticos

Na figura 5 estdo representados os valores médios de glicemia de animais do
grupo cafeteria e do grupo controle durante o periodo de administracao da dieta.

Nos animais alimentados com a dieta balanceada os valores de glicemia
plasmaticos variaram de 131 mg.di”’ para 148 mg.dl" apés 2 semanas e para 144 mg.dI”
apds 21 dias, havendo um aumento de aproximadamente 12% em relagdo a primeira
semana de dieta. Contudo, os valores glicémicos no grupo cafeteria foram semelhantes
até o final do periodo avaliado. Dessa forma, ndao foi observado diferencas na
concentragdo plasmatica de glicose entre os grupos nutricionais apds a segunda semana
de estudo. Além disso, foi observado na primeira semana uma diferenga de 11% na

glicemia dos animais controles quando comparado com os animais do grupo cafeteria.

[ Controle EZZZ Cafeteria
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Figura 5 — Glicemia (mg.dl”') de ratos alimentados com as dietas cafeteria e
controle. Os valores representam a média + EPM de 10 a 20 animais. *P<0,05 vs
controle. #P<0,05 vs 8 dias.
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Nos animais alimentados com a dieta balanceada os valores de AGL
plasmaticos variaram de 0,338 ymol.ml™" apés 1 semana para 0,458 pmol.ml™ apds
21 dias, havendo um aumento de 0,120 pmol.ml” ou 35%. Nos animais alimentados
com a dieta cafeteria, embora os valores de AGL fossem semelhantes aos controles
ap6s uma semana na dieta, houve um aumento de 43%. Contudo, a dieta cafeteria
nao alterou os niveis plasmaticos de AGL durante todo o periodo avaliado entre os
grupos estudados (Tabela 2 e Figura 6).

Ao final do periodo experimental foi verificado que a dieta cafeteria promoveu
um aumento significativo nos niveis plasmaticos de TAG quando comparado com 0s

controles (Figura 7).

Tabela 2 — Niveis plasmaticos de AGL de ratos controles e alimentados com a dieta
cafeteria.

AGL (pmol.ml™)

Tempo Controle Cafeteria
(dias)
8 0,338 £ 0,017 (17) 0,358+0,010 (18)
15 0,469+0,022 (21)# 0,505+0,013 (22) #
21 0,458+0,021(10)# 0,51310,03 (10)#

Os valores representam a média + EPM. Os numeros entre parénteses
representam o total de animais utilizados. #P<0,05 vs 8 dias.
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Figura 6 — AGL plasmaticos (umol.ml™") de ratos alimentados com a dieta cafeteria e
animais controles. Os valores representam a média + EPM de 8 a 22 animais.

#P<0,05 vs 8 dias.
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Figura 7 — TAG plasmatico (mg.dl™") de ratos alimentados com a dieta cafeteria e
com a dieta controle. Os valores representam a média + EPM de 10 animais por

grupo. *P<0,05 vs controle.
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4.3) Teste de tolerancia a glicose (GTT)

A fim de determinar o efeito da dieta cafeteria na concentracdo plasmatica de
glicose, foi realizado um teste de tolerancia a glicose (GTT) em ratos controles e
alimentados com essa dieta durante 40, 50, 60 e 90 dias.

Apds jejum de 12h, a concentragdo plasmatica de glicose obtida em cada um
dos tempos de coleta e a porcentagem da redugao dessa concentragdo com o
decorrer do tempo n&o sofreu alteragdes entre os dois grupos estudados em todo o

periodo avaliado.
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Figura 8 — Concentracao de glicose plasmatica no teste de tolerancia a glicose de
ratos alimentados com a dieta cafeteria e com a dieta controle. Os valores
representam a média £+ EPM de 5 animais por grupo. #P<0,05 vs 90 dias.
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4.4) Peso de diferentes depodsitos do TAB

Os animais alimentados com a dieta cafeteria apresentaram aumento de
aproximadamente 3 vezes, apos 8 e 10 dias de dieta e aumento de 4 vezes apos 21
dias no peso dos tecidos RETRO e EPI , quando comparado aos animais controles.
(Figuras 9 e 10). A variagao do peso dos tecidos de cada grupo, ao longo do tempo

estudado, nao foi avaliada.
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Figura 9 — Efeito da dieta cafeteria no peso do TAB RETRO de ratos. Os valores
representam a média £ EPM de 7 a 20 animais. *P<0,05 vs controle.
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Figura 10 — Efeito da dieta cafeteria no peso do TAB EPI. Os valores representam a
média + EPM de 7 a 20 animais. *P<0,05 vs controle.
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4.5) Lipidios totais no TAB RETRO e EPI

Os animais alimentados com a dieta cafeteria apresentaram um aumento de
aproximadamente 31%, 10% e 8% no conteudo de gordura do RETRO, e de 52%,
18% e 5% no EPI, em relagdo ao grupo controle, apés 10, 15 e 21 dias de dieta
(Figuras 11 e 12). A variagado no conteudo dos tecidos de cada grupo, ao longo do

tempo estudado, nao foi avaliada.
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Figura 11 — Efeito da dieta cafeteria no conteudo de gordura do RETRO. Os valores
representam a média £+ EPM de 7 a 22 animais. *P<0,05 vs controle.
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Figura 12 — Efeito da dieta cafeteria no conteudo de gordura do EPI. Os valores
representam a média £+ EPM de 7 a 22 animais. *P<0,05 vs controle.
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4.6) Lipidios totais em musculos esqueléticos

A dieta cafeteria ndo alterou o conteudo lipidico dos musculos EDL e tibialis anterior.

Entretanto, nos musculos soleus e gastrocnemius, induziu um aumento de 55% e 18%,

respectivamente, no conteudo lipidico, comparado com os controles (Tabela 3 e Figura 13).

Tabela 3 — Conteudo lipidico de musculos esqueléticos de ratos controles e
alimentados com a dieta cafeteria.

Lipidios totais (%)

Musculos Controle Cafeteria
EDL 1,61 £ 0,15 (15) 1,79 £ 0,14 (20)
Tibialis 1,67 £ 0,28 (11) 1,69 £ 0,16 (15)
Soleus 2,48 £ 0,16 (17)

Gastrocnemius

3,85+ 0,29 (23) *

2,26+ 0,10 (14) 2,67 + 0,12 (15)*

Os valores representam a média *

erro padrédo. Os numeros entre parénteses

representam o total de animais utilizados. *P<0,05 vs controle.

Lipidios Totais (%)
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Figura 13 — Efeito da dieta cafeteria no conteudo de gordura de musculos esqueléticos.
Os valores representam a média + EPM de 14 a 24 animais. *P<0,05 vs controle.
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4.7) Peso e concentracao de proteinas totais da musculatura esquelética

Ao final de 21 dias de dieta foi observado que ratos alimentados com a dieta
cafeteria apresentaram uma redugédo significativa no peso dos musculos EDL (10%),
tibialis (12%) e soleus (14%). Entretanto, nenhuma diferenca foi observada no peso
dos musculos gastrocnemius quando comparado com os controles (Tabela 4 e

Figura 14).

Tabela 4 — Peso da musculatura esquelética de ratos controles e alimentados com a
dieta cafeteria.

Peso dos musculos (mg.100g"'pc)

Tecidos Controle Cafeteria
EDL 46,70 £ 1,03 (15) 41,97 £ 0,68 (15)*
Tibialis 170,51 + 3,27 (12) 149,56 + 5,00 (16)*
Soleus 52,70 + 1,00 (17) 45,20 + 1,40 (24)*
Gastrocnemius 440,93 £ 14 (6) 426,20 £ 5,00 (11)

Os valores representam a média £ erro padrdo. Os numeros
entre parénteses representam o total de animais utilizados.
*P<0,05 vs controle.
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Figura 14 — Efeito da dieta cafeteria no peso de musculos esqueléticos de ratos. Os
valores representam a média + EPM de 14 a 24 animais. *P<0,05 vs controle.
Nossos dados demonstram que animais alimentados com a dieta cafeteria
apresentam uma reducao de 7%, 13% e 11% no conteudo protéico dos musculos
EDL, tibialis, e soleus, respectivamente, sem alterar o conteudo protéico do musculo

gastrocnemius (Tabela 5 e Figura 15).

Tabela 5 — Conteudo protéico de musculos esqueléticos de ratos controles e
alimentados com a dieta cafeteria.

Proteinas totais (mg.100 mg™)

Tecidos Controle Cafeteria
EDL 10,2 £ 0,4 (6) 9,5+0,5(7)
Tibialis 14,9 + 0,6 (6) 12,9+ 0,3 (7)*
Soleus 10,1+ 0,3 (7) 9,0+ 0,3 (10)*
gastrocnemius 14,7 + 1,3 (4) 14,2 + 6,2 (6)

Os valores representam a média * erro padrdo. Os numeros
entre parénteses representam o total de animais utilizados.
*P<0,05 vs controle.
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Figura 15 — Efeito da dieta cafeteria no conteudo protéico da musculatura
esquelética de ratos. Os valores representam a média £+ EPM de 6 a 10 animais.
*P<0,05 vs controle.

4.8) Metabolismo de proteinas, in situ, em musculo esquelético

4.8.1) Tirosina liberada pela musculature esquelética

Com o objetivo de verificar o efeito da dieta cafeteria no metabolismo protéico in
situ na musculatura esquelética de ratos, a concentragao intersticial de tirosina foi
avaliada indiretamente pela técnica da microdialise. Os resultados foram calculados
pela diferenga entre as concentracdes de tirosina intersticial, no musculo Tibialis, e no
sangue arterial. A figura 16 mostra que o indice | — A, calculado a partir dos valores de
recuperagao do cateter, foi de 30,3 £ 2,02 nmol/ml no grupo controle e de 49,3 + 4,14
nmol/ml no grupo cafeteria indicando que os ratos cafeteria apresentaram um aumento

significativo de 63% na liberacdo de tirosina muscular em relagdo aos controles. A
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concentragao de tirosina no intersticio (107,2 + 3,64 vs 134,9 £ 6 nmol/ml) foi sempre

maior que a sua concentragéo arterial (75,8 + 2,8 vs 86,5 £ 3,6 nmol/ml) em ambos os

grupos (tabela 6 e figura 16) indicando liberagao de tirosina pelos musculos.

Tabela 6 — Tirosina liberada pelo tecido muscular, in situ, apés 90 minutos de

microdialise, de ratos controles e alimentados com a dieta cafeteria.

Tirosina (nmol.ml™")

Controle Cafeteria
Intersticial 107,2 £ 3,6 (11) 134,9 £ 6,0 (13)*
Arterial 75,8 £2,8 (11) 86,5 + 3,6 (13)*
indice I - A 30,3+2,0(11) 49,3+4,1 (13)*

Os valores representam a média + erro padrdo. Os numeros entre

parénteses representam o total de animais utilizados. *P<0,05 vs controle.
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Figura 16 — Concentragdo intersticial (I), arterial (A) e indice | — A de tirosina em
musculos de ratos alimentados com a dieta cafeteria ou controle. Os valores

representam a média £+ EPM de 11 a 13 animais. *P<0,05 vs controle.



Resultados 47

4.8.2) Extracao fracional de etanol na musculatura esquelética — medida

do fluxo sanguineo local no tecido muscular

Como é sabido, o espaco intersticial € influenciado nao apenas pelo metabolismo
celular, mas também pela microcirculacdo, e, portanto, a concentracdo de uma
substancia em particular depende do metabolismo celular, bem como, do fluxo
sanguineo local. Assim sendo, embora tenha apresentado diferencga significativa apos
30 minutos de perfusdo de etanol, nossos resultados demonstram que ratos
alimentados com uma dieta cafeteria ndo apresentam alteragdo no fluxo sanguineo
muscular perfundido ao longo do tempo, quando comparado com os animais controles
(figura 17). Esses resultados séo importantes para validar os achados que animais
alimentados com a dieta cafeteria apresentam aumento de liberagdao de tirosina do

tecido muscular, independentemente da alteracdo da microcirculacéo local.
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Figura 17 — Efeito da dieta cafeteria na extragdo fracional de etanol no musculo
tibialis de ratos. Os valores representam a média £ EPM de 6 a 7 animais. *P<0,05
vs controle.
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4.9) Atividade lipolitica, in situ, do TAB

4.9.1) Glicerol liberado pelo TAB

Confirmando os achados in vitro, pudemos observar em experimentos in situ, no
RETRO, que ratos alimentados com a dieta cafeteria apresentam um aumento na
atividade lipolitica basal quando comparado com os animais controles. A concentracéo
intersticial de glicerol foi maior que a concentragao arterial indicando liberagao de glicerol
pelo RETRO para o intersticio em ambos os grupos. O grupo cafeteria apresentou
aumento das concentragdes de glicerol liberado no intersticio e no plasma em relagéo ao
controle, cujos valores foram mantidos constantes ao longo de todo o periodo avaliado. O
aumento observado foi de ~ 62%, avaliado pela diferenga no indice I-A que foi de 0,948 +
0,140 mM de glicerol nos animais cafeteria e de 0,577 + 0,053 mM de glicerol nos

animais controles, apés 90 minutos de microdialise. (Tabela 7 e Figura 18).

Tabela 7 — Glicerol liberado pelo tecido adiposo branco retroperitoneal, in situ, apés
30 (A), 60(B) e 90(C) minutos de microdialise, em ratos controles e alimentados com
uma dieta cafeteria.

Glicerol (mM)
Tempo Controle Cafeteria
(minutos)

| 0,809 £ 0,079 (12) 1,116 £ 0,101 (10)*

30 A 0,135+ 0,014 (14) 0,262 + 0,030 (10)*
I-A 0,600 + 0,081 (14) 0,938 + 0,130 (10)*

| 0,749 £ 0,050 (12) 1,196 £ 0,145 (7)*

60 A 0,150 £ 0,016 (14) 0,231 £ 0,021 (9)*
I-A 0,575 £ 0,034 (13) 0,955 + 0,120 (6)*

| 0,742 £ 0,070 (11) 1,192 £ 0,158 (8)*

90 A 0,125+ 0,010 (8) 0,198 + 0,014 (8)*
I-A 0,577 £ 0,053 (11) 0,948 + 0,140 (8)*

Os valores representam a média + erro padrao. Os numeros entre parénteses

representam o total de animais utilizados. *P<0,05 vs controle.
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Figura 18 — Efeito da dieta cafeteria na atividade lipolitica, in situ, apos 30 (A), 60 (B)
e 90 (C) minutos de microdialise no TAB RETRO. Os valores representam a média +
EPM de 6 a 14 animais por grupo.*P<0,05 vs controle.

Nossos resultados demonstram que ratos alimentados com uma dieta

cafeteria ndo apresentam alteragdo no fluxo sanguineo local ao longo do tempo,

quando comparado com o0s animais controles,
metabdlicas observadas na microdidlise nado foram

sanguineo local (Tabela 8 e Figura 19).

indicando que as alteragbes

influenciadas pelo fluxo
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Tabela 8 — Efeito da dieta cafeteria na extragao fracional de etanol do tecido adiposo
branco inguinal de ratos alimentados.

Etanol (dialisado/perfusado)

Tempo
(minutos) Controle Cafeteria
20 0,847 £ 0,038 0,696 + 0,075
40 0,759 = 0,050 0,704 + 0,039
60 0,746 £ 0,038 0,714 £ 0,044
80 0,740 £ 0,050 0,670 = 0,057
100 0,702 £ 0,053 0,703 £ 0,052
120 0,730 £ 0,042 0,722 £ 0,035

Os valores representam a média £ EPM de 4 a 5 animais por grupo.
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Figura 19 — Efeito da dieta cafeteria na extragao fracional de etanol no TAB inguinal.
Os valores representam a média £ EPM de 4 a 5 animais por grupo.
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4.9.2) Atividade lipolitica, in vitro, do TAB

A lipdlise in vitro foi avaliada pelos valores de glicerol e de AGL liberados por
fragmentos de TAB no meio de incubagado. O conteudo de DNA de fragmentos de
tecido de ambos os grupos foram determinados e os valores de glicerol e de AGL
liberados pelo tecido foram corrigidos pela média do conteudo de DNA dos

fragmentos em questao (Tabela 9).

Tabela 9 — Conteudo de DNA de fragmentos de TAB RETRO e EPI de ratos
controles e alimentados com a dieta cafeteria.

DNA (ug DNA™.g™)

Tecidos Controle Cafeteria
Retroperitoneal 200 + 21 114 £ 9*

- - - + *
Epididimal 262 + 33 173 £ 22

Os valores representam a média * erro padrao de 8 a 15 animais.
*P<0,05 vs controle.

4.9.2.1) Lipodlise basal, in vitro

O RETRO de ratos cafeteria apresentou um aumento de 29% na atividade
lipolitica basal, avaliada pela liberagao de glicerol para o meio de incubagao, quando
comparado com os controles. Entretanto, ndo foi observada nenhuma alteragcao na

lipdlise basal do EPI (Tabela 10 e Figura 20).
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Tabela 10 — Glicerol liberado por fragmentos de TAB RETRO e EPI de ratos
controles e alimentados com a dieta cafeteria.

Glicerol (nmol.ug DNA™.2h™)

Tecidos Controle Cafeteria
Retroperitoneal 13,21 £ 0,77 (18) 17,04 £ 1,44 (22)*
Epididimal 12,62 £ 0,84 (22) 14,24 £ 0,75 (19)

Os valores representam a média + erro padrdo. Os numeros entre
parénteses representam o total de amostras avaliadas. *P<0,05 vs
controle.
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Figura 20 — Efeito da dieta cafeteria na atividade lipolitica basal, in vitro, do TAB de
ratos. Os valores representam a média + EPM de 18 a 22 amostras. *P<0,05 vs
controle.

A dieta cafeteria induziu um aumento de 152% e 27% na liberagcdo de AGL
para o meio de incubacdo do RETRO e EPI respectivamente, quando comparados

com os controles (Tabela 11 e Figura 21).
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Tabela 11 — Acidos graxos livres liberados por fragmentos de TAB RETRO e EPI de
ratos controles e alimentados com a dieta cafeteria.

Acidos graxos livres (nmol.ug DNA™".2h™)

Tecidos Controle Cafeteria
Retroperitoneal 14,48 + 1,75 (17) 30,09 + 1,93 (20)*
Epididimal 4,75 1+ 0,40 (15) 6,01 £ 0,42 (18)*

Os valores representam a média + erro padrdo. Os numeros entre
parénteses representam o total de amostras avaliadas. *P<0,05 vs
controle.

[ cControle Cafeteria
35+ *
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]
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Atividade lipolitica basal
AGL (nmol . pg DNA ".2h ™)

Figura 21 — Efeito da dieta cafeteria na lipdlise basal, in vitro, de fragmentos de TAB
RETRO e EPI. Os valores representam a média + EPM de 15 a 20 amostras;
*P<0,05 vs controle.
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4.9.2.2) Efeito da NOR na atividade lipolitica do TAB

Sabendo-se que as catecolaminas exercem um papel lipolitico classico na
lipdlise, o presente trabalho avaliou possiveis alteracbes na resposta do TAB de
ratos alimentados com a dieta cafeteria, frente a diferentes concentragdes de NOR.
Na tabela 12 estdo apresentados os valores médios de glicerol liberado pelo RETRO
para o meio de incubacao. Verificou-se que a dieta cafeteria promoveu um aumento
na lipdlise basal de 64%, e de 114%, 86%, 108% e 48% na lipdlise estimulada pela
NOR nas concentragdes de 107, 10°, 10° e 10™*M, respectivamente, em relagdo aos
animais controles.

Ao analisarmos os resultados em termos de acréscimo em relagao ao nivel
basal de glicerol, os efeitos do horménio séo significativamente maiores nos ratos
alimentados com a dieta cafeteria do que nos animais que receberam a dieta padrao

(Tabela 12 e Figura 22).

Tabela 12 — Glicerol (nmol.ug DNA™.2h™) liberado por fragmentos de TAB RETRO,
de ratos controles e alimentados com a dieta cafeteria incubados na presenca de
diferentes concentracdes de NOR.

Controle A Cafeteria A
Basal 2,97 £ 0,52 (11) 4,86 + 0,63 (9)*
(107) 15,01 +1,49 8% 12,0 32,15+ 1,95 (8)*# 27,3
NOR (10®) 53,20 + 1,35 (8)# 50,2 98,79 £ 2,01 (5)*# 93,9
(M) (10?) 54,47 +1,78 (5)# 51,5 113,563 + 2,28 (8)*# 108,7
(10 51,71+ 1,52 (4)# 48,7 76,47 £ 2,8 (6)*# 71,6

Os valores representam a média + erro padrdo da média. Os numeros entre
parénteses representam o total de amostras avaliadas. *P<0,05 vs controle;
#P<0,05 vs basal.
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Figura 22 — A - Efeito de diferentes concentragbes de NOR na lipdlise em
fragmentos de RETRO de ratos controles e alimentados com a dieta cafeteria. B -
Diferencas dos valores de glicerol obtidos na presenca da NOR. Os valores
representam a média £ EPM de 6 a 12 amostras por grupo.*P<0,05 vs controle;
#P<0,05 vs basal.
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Corroborando os achados na liberagao de glicerol para o meio de incubagao,
a dieta cafeteria promoveu um aumento na liberacdo de AGL de 142% em meio
basal e de 171%, 95%, 100% e 13% no meio contendo NOR nas concentragdes de
107, 10°, 10° e 10™*M, respectivamente, em relacdo aos animais controles. No que
concerne a magnitude de aumento em relagdo aos valores basais, semelhante ao
observado com a liberagao de glicerol, o efeito do horménio foi maior nos animais

cafeteria comparado com os animais controles (Tabela 13 e Figura 23).

Tabela 13 — AGL (nmol.ug DNA™.2h™) liberados por fragmentos de RETRO, de ratos
controles e alimentados com a dieta cafeteria incubados na presenca de diferentes
concentracdes de NOR.

Controle A Cafeteria A

Basal 12,64 * 2,42 (12) 30,58 + 3,59 (12)*

(107) 23,51 +3,85 (12)# 10,9 63,62+6,26 (10)4 33,0
NOR  (10%)  5951+222 (11)# 46,9 115095+4,82 (7*)}# 854
(M) (10%) 72,64 £+ 1,97 (10)# 60,0 14528 + 4,05 (9)#  114,7

(10%) 52,05+1,25 (8% 39,0 59,03+1,33(6)# 285

Os valores representam a média £ erro padrao da média. Os numeros entre
parénteses representam o total de amostras avaliadas. *P<0,05 vs controle;
#P<0,05 vs basal.
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Figura 23 - A - Efeito de diferentes concentragbes de NOR na lipdlise em
fragmentos de RETRO de ratos controles e alimentados com a dieta cafeteria. B —
Diferencas dos valores de AGL obtidos na presengca da NOR. Os valores
representam a média £+ EPM de 5 a 12 amostras por grupo.*P<0,05 vs controle;
#P<0,05 vs basal.
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Como podemos verificar, o mesmo fenédmeno foi observado no EPI em
relacéo a liberacao de glicerol (Tabela 14 e Figura 24) e de AGL (Tabela 15 e Figura
25) para o meio de incubagdo quando o efeito da dieta cafeteria foi avaliado (com
excecao do meio sem estimulo). A dieta promoveu um aumento de 92%, 43%, 92%
e 56% na liberacao de glicerol e de 132%, 67%, 44%, 89% na liberagdo de AGL na
lipdlise estimulada pela NOR nas concentracdes de 107, 10° 10° e 10™M,
respectivamente, em relacdo aos animais controles.

Ao se analisar o efeito da NOR, em termos de acréscimo, em relacdo aos
valores basais, também se observa um aumento na liberagdo dos metabdlitos em

questao, nos animais que receberam a dieta cafeteria.

Tabela 14 — Glicerol (nmol.ug DNA™".2h™") liberado por fragmentos de TAB EPI, de
ratos controles e alimentados com a dieta cafeteria incubados na presenca de
diferentes concentracdes de NOR.

Controle A Cafeteria A
Basal 3,49 £ 0,49 (12) 4,36 £ 1,00 (12)
(107) 22,06+ 0,98 (8)# 18,6 4226+2,33(9)# 379
NOR (109 57,82+ 1,26 (6)¢ 543 82,39+233 (8% 78,0
(M) (10°) 46,05+ 2,28 (4)# 42,6 8824 +2,93 (4)# 839
(10%) 49,22 £+ 1,39 (B)# 457 76,73+3,64 (6)# 724

Os valores representam a média + erro padrao da média. Os numeros entre
parénteses representam o total de amostras avaliadas. *P<0,05 vs controle;
#P<0,05 vs basal.
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Figura 24 — A - Efeito de diferentes concentragcbes de NOR na lipdlise em
fragmentos de EPI de ratos controles e alimentados com a dieta cafeteria. B —
Diferencas dos valores de glicerol obtidos na presenca da NOR. Os valores
representam a média £+ EPM de 4 a 12 amostras por grupo.*P<0,05 vs controle;
#P<0,05 vs basal.
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Tabela 15 — AGL (nmol.ug DNA™".2h™) liberado por fragmentos de TAB EPI, de ratos
controles e alimentados com a dieta cafeteria incubados na presenca de diferentes

concentracdes de NOR.

Controle A Cafeteria A
Basal 5,27 + 0,53 (12) 5,99 + 0,44 (12)
(107) 20,27 +1,27 (6} 15,0 47,071,227 (4)# 411
NOR (10 4552+ 1,74 (4)# 40,3 76,15+2,04 (4)# 70,2
(M) (10 52,50 + 1,55 (8)# 47,2 7549+1,10 (6)# 69,5
(10 73,21 £3,71 (12)# 67,9 138,26 + 6,05 (12)*# 132,27

Os valores representam a média = erro padrdao da média. Os numeros entre
parénteses representam o total de amostras avaliadas. *P<0,05 vs controle;

#P<0,05 vs basal.
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Figura 25 — A - Efeito de diferentes concentragdes de NOR na liberagdo de AGL de
fragmentos de EPI de ratos controles e alimentados com a dieta cafeteria. B —
Diferencas dos valores de AGL obtidos na presengca da NOR. Os valores
representam a média £+ EPM de 5 a 12 amostras por grupo.*P<0,05 vs controle;
#P<0,05 vs basal.
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4.9.2.3) Efeito de agentes lipoliticos na atividade lipolitica do TAB

A figura 26 mostra o efeito da dieta cafeteria na resposta lipolitica do RETRO
e do EPI quando incubados na presenga de diferentes agentes lipoliticos.
Comparando-se aos efeitos obtidos nos animais controles, no RETRO, a liberagao
de glicerol em resposta a agdo dos agentes lipoliticos aumentou, nos animais
cafeteria, em 53% e 47% para o IBMX e para o DBAMPc, respectivamente, e em
59% para a THEO. Entretanto, ndo se observou alteragdes na liberacéo de glicerol
frente a agdo da FSK, na concentragdo utilizada no presente estudo (Tabela 16 e
Figura 26).

Em relagao ao EPI, como podemos observar, a dieta cafeteria promoveu uma
maior liberacédo de glicerol em resposta a presenca dos agentes lipoliticos no meio
de incubacgédo. Esse aumento foi de 61%, 19% e de 51% para o IBMX, para o
DBAMPc e para a THEO, respectivamente. Contudo, diferente do ocorrido para o
tecido RETRO, a concentracdo de FSK utilizada foi suficiente para promover um
aumento na liberagao de glicerol de 87% neste tecido (Tabela 18 e Figura 28).

A liberacdo de AGL pelo RETRO (Tabela 17 e Figura 27) nos animais
cafeteria também aumentou em 95%, 125% e 84% para o IBMX, para o DBAMPc e
para a THEO, respectivamente. Entretanto, contrariando a resposta obtida para o
glicerol a FSK promoveu um aumento de 91% na liberacdo de AGL, nos animais
cafeteria quando comparados com os animais controles. Resposta semelhante foi
observada no EPI (Tabela 19 e figura 29) de ratos cafeteria que apresentaram um
aumento, na liberagédo de AGL, de 136%, 27% e 68% para o IBMX, para o DBAMPc

e para a THEO, respectivamente. Em relacdo a FSK, esta foi capaz de promover um
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aumento de 127% na liberagao de AGL para o EPI de animais cafeteria comparado
com os controles.

Quando analisamos os resultados em termos de acréscimo em relagao ao
nivel basal, tanto o glicerol quanto o AGL se encontram aumentados, nos animais
cafeteria, quando comparados com os controles, em ambos os tecidos (Tabelas 16-

19 e .Figuras 26-29 B).

Tabela 16 — Glicerol liberado por fragmentos de TAB RETRO, de ratos controles e
alimentados com a dieta cafeteria incubados na presenga de agentes lipoliticos.

Glicerol (nmol.ug DNA™.2h™)

C:i(:\r;z:!::ége Controle A Cafeteria A
Basal 12,99 £ 0,86 (7) 19,08 + 2,29 (8) *
IBMX (10M) 57,79+ 3,67 (4)# 44,8 88,20 £ 5,82 (8) *# 69,1
DBCAMP (10°°M) 74,49 £ 4,49 (7)# 61,5 109,54 £3,95(7)*# 90,5
THEO (102M) 35,27 +1,95 (6) # 22,3 56,08 + 2,65 (7) *# 37,0
FSK (10°M) 31,08 +3,35 (7)# 18,1 34,42 + 2,57 (7) # 15,3

Os valores representam a meédia = erro padrdo. Os numeros entre parénteses
representam o total de animais utilizados. *P<0,05 vs controle; #<0,05 vs basal.
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Figura 26 — A - Efeito da dieta cafeteria na lipolise, de fragmentos de RETRO de
ratos, incubados na presencga de agentes lipoliticos. B — Diferengas dos valores de
glicerol obtidos na presenga dos agentes lipoliticos. Os valores representam a média
+ EPM de 4 a 8 amostras por grupo.*P<0,05 vs controle; #P<0,05 vs basal.
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Tabela 17 — AGL liberado por fragmentos de RETRO, de ratos controles e
alimentados com a dieta cafeteria incubados na presenga de agentes lipoliticos.

AGL (nmol.ug DNA™.2h™)

Condigao de Controle A Cafeteria A
incubacao
Basal 7,44 £ 1,13 (7) 23,00+2,79 (8) *
IBMX (10M) 55,73+5,21 (8)# 48,3 108,73 £ 10,79 (8) *# 85,7

DBCAMP (10°M) 53,11+ 3,43 (7)# 457
THEO (10M) 66,86 + 4,57 (8)# 59,4

FSK (10°°M) 28,60 + 3,31 (8)# 21,2

119,57 + 11,27 (8) *# 96,6
122,71 £ 6,74 (6) *# 99,7

54,72+ 584 (7)*# 317

Os valores representam a média + erro padrdo. Os numeros entre parénteses
representam o total de amostras avaliadas. *P<0,05 vs controle; #P<0,05 vs basal.
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Figura 27 — A - Efeito da dieta cafeteria na lipdlise, de fragmentos de RETRO
incubados na presenca de agentes lipoliticos. B — Diferengas dos valores de AGL
obtidos na presencga dos agentes lipoliticos. Os valores representam a média + EPM
de 6 a 8 amostras por grupo.*P<0,05 vs controle; #P<0,05 vs basal.
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Tabela 18 - Glicerol liberado por fragmentos de EPI, de ratos controles e
alimentados com a dieta cafeteria, incubados na presenga de agentes lipoliticos.

Glicerol (nmol.pg DNA™.2h™)

Condigéo de Controle A Cafeteria A
incubacao
Basal 12,1 £1,01 (8) 14,95 + 1,24 (7)
IBMX (10™M) 49,00 +3,38 (4)# 36,9 78,96 £4,71 (8)*# 64,0

DBCAMP (10°M) 54,18 +3,06 (6)# 42,1 64,61 +2,50 (6)# 49,7
THEO (10%M) 49,49 +1,80 (8)# 37,4 74,73 +3,02 (7)*# 59,8

FSK (10°M) 26,31+3,24 (8)# 142  4912+3,65(4)*# 342

Os valores representam a média = erro padrdao. Os numeros entre parénteses
representam o total de amostras avaliadas. *P<0,05 vs controle; #P<0,05 vs
basal.
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Figura 28 — A - Efeito da dieta cafeteria na lipdlise, de fragmentos de EPI de ratos,
incubados na presenca de agentes lipoliticos. B — Diferencas dos valores de glicerol
obtidos na presencga dos agentes lipoliticos. Os valores representam a média + EPM
de 4 a 8 amostras por grupo.*P<0,05 vs controle; #P<0,05 vs basal.
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Tabela 19 — AGL liberado por fragmentos de TAB EPI, de ratos controles e
alimentados com a dieta cafeteria incubados na presenga de agentes lipoliticos
intracelulares.

AGL (nmol.ug DNA™.2h™)

Condigao de Controle A Cafeteria A
incubacgao
Basal 3,97 £ 0,55 (8) 6,02 £ 0,90 (7)
IBMX (10™M) 32,26 £ 0,67 (6)# 28,3 76,28+295 (4)"# 70,3

DBCAMP (10°M)  32,28+1,20 (5)# 28,3 40,884,114 (4)*# 349
THEO (102M) 62,33+ 1,90 (4)# 584 104,62+509(4)*# 98,6

FSK (10°°M) 16,18 £+ 1,56 (8)# 12,2 36,78 +6,30 (4)*# 30,8

Os valores representam a média = erro padrdo. Os numeros entre parénteses
representam o total de amostras avaliadas. *P<0,05 vs controle; #P<0,05 vs
basal.
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Figura 29 — A - Efeito da dieta cafeteria na lipdlise, de fragmentos de EPI de ratos,
incubados na presenca de agentes lipoliticos. B — Diferengas dos valores de AGL
obtidos na presencga dos agentes lipoliticos. Os valores representam a média + EPM
de 4 a 8 amostras por grupo.*P<0,05 vs controle; #P<0,05 vs basal.
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5) Discussao

A composicdo e o peso corporal dependem da ingestdo e do gasto
energético. O desequilibrio crénico entre a ingestdo e o gasto energético pode
resultar em deposicao de gordura e obesidade. Schrauwen & Westerterp (2000),
relatam que dietas hiperlipidicas desempenham um papel importante na adiposidade
e na prevaléncia da obesidade. Esses autores ainda ressaltam que ha uma relagao
estreita entre o balango energético e a massa gordurosa, e que as dietas
hiperlipidicas levam a um balango positivo em curto tempo devido a perda de ajuste
da oxidagcdo em relacdo a ingestdo de gordura, e a longo prazo, o acumulo de
lipidios pode ocasionar um aumento de peso.

A influéncia da dieta sobre o metabolismo lipidico no TAB e TAM de ratos é
uma linha de investigacdo que vem sendo desenvolvida ha varios anos em nosso
laboratdrio e a dieta cafeteria tem sido utilizada como modelo hiperinsulinémico no
estudo da regulacdo da via gliceroneogénica desses animais. Nestes estudos foi
observado que os ratos que receberam a dieta cafeteria durante 3 semanas tiveram
uma ingestdo caldrica média de 70 Kcal.100g™".dia™, enquanto os animais controles
consumiram em média 50 Kcal.100g™".dia™. Este aumento, de ~ 40% foi decorrente
de um maior consumo de calorias provenientes de lipidios (145%) e de carboidratos
(45%). Em consequéncia a uma maior ingestdo caldrica, os ratos cafeteria
apresentaram aumento de lipogénese e da massa adiposa em comparagao aos
controles (Chaves et al., 2006; Frasson, 2010).

No presente trabalho, observamos que a dieta cafeteria, apesar de promover
adiposidade nao induziu uma diferenga no ganho de peso corporal de ratos,

submetidos a 3 semanas de dieta (Figura 4) semelhante ao observado por Chaves
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et al. (2006). Entretanto, resultados referentes ao peso corporal de ratos mantidos
sob dieta cafeteria sdo conflitantes na literatura (Schrauwen & Westerterp, 2000;
Prada et al., 2005; Chaves et al,. 2006; Duarte et al., 2006; Zambon et al., 2009).
Essa discrepancia entre os resultados de diferentes trabalhos provavelmente se
deve ao tempo de manutencao dos ratos na referida dieta, bem como a idade do
animal em que foi iniciado o tratamento ou ainda a composicdo dessas diferentes
dietas, embora todas sejam hiperlipidicas e hipercaléricas (Kusunoki et al., 1993;
Kim et al., 2000).

Trabalho prévio deste laboratério (Chaves et al., 2006) demonstrou que os
niveis plasmaticos de insulina de ratos submetidos a dieta cafeteria por 3 semanas,
no estado alimentado, apresentam um aumento significativo em relagdo ao
observado em ratos controles. Essa hiperinsulinemia € um indicativo da resisténcia
dos tecidos periféricos a esse horménio e provavelmente foi decorrente da adicdo de
sacarose (20%) na agua ingerida por esses animais, fato este também observado
em ratos alimentados com dietas hipercaldricas similares (Davidson et al., 1993;
Rizkalla et al., 1987).

Como é sabido, a resisténcia a insulina promove uma redug¢ao na utilizacao
de glicose pelos tecidos periféricos, hidrélise elevada de TAG armazenado e
aumento na mobilizacido e dos niveis plasmaticos de AG. Foi verificado no presente
estudo que apesar de induzir a hiperinsulinemia, a dieta cafeteria nao alterou os
niveis plasmaticos de AGL (Figura 6 e Tabela 2) corroborando estudos anteriores de
nosso laboratério (Chaves et al., 2006). Embora em periodos iniciais de
administracao da dieta, tenha sido observado um aumento significativo da glicemia
nos animais cafeteria, 0 aumento concomitante nos niveis plasmaticos de insulina foi

suficiente para a manutencao da glicemia em niveis normais até o final do periodo



Discussao 73

avaliado (Figura 5). Além disso, nds observamos no presente trabalho que ratos
alimentados com a dieta cafeteria por tempo mais prolongado (40, 50, 60, e 90 dias)
nao apresentam alteragado na curva de tolerancia a glicose (Figura 8). Confirmando
dados ja encontrados em nosso laboratério, no presente trabalho foi observado uma
elevacdo nos niveis plasmaticos de TAG dos ratos cafeteria quando comparados
aos controles (Figura 7). Corroborando nossos achados, Prada et al., 2005
observaram, em ratos machos Wistar, alimentados com uma dieta cafeteria por 10
ou 30 dias, um aumento nos niveis plasmaticos de TAG, hiperinsulinemia e
nenhuma alteracdo da concentragdo plasmatica de glicose. Estudos realizados em
humanos utilizando uma dieta cafeteria mais palatavel tém confirmado a ocorréncia
de adiposidade e resisténcia a insulina.

Contudo, Prada et al., 2005 demonstraram que a instalacdo da resisténcia a
insulina em ratos que receberam uma dieta cafeteria por 10 ou 30 dias, é tecido-
especifica e a hiperinsulinemia compensatéria é evidente apenas quando a
sinalizagcdo da insulina é prejudicada no figado, mesmo quando a resisténcia a
insulina ja € observada no musculo e no hipotdlamo apés 10 dias na dieta. Para
avaliar os mecanismos pelos quais o0 aumento da massa adiposa induzida pela dieta
estd associada com a resisténcia a insulina, Prada et al. (2005) avaliaram a
regulacdo e a sensibilidade a este horménio através do clamp euglicémico
hiperinsulinémico, os quais permitiram isolar os componentes da acéo da insulina e
associar esses dados com a cascata de sinalizacdo desse horménio em cada tecido.
A sinalizagao da insulina foi entdo avaliada pela ativagao da quinase c-jun N-terminal
(UNK) e a fosforilagdo em Ser’® de IRS-1 no figado, musculo, tecido adiposo
epididimal, e hipotalamo, permitindo integrar de uma forma temporal, dados da acéo

funcional com a sinalizag¢ao da insulina.
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Uma clara redugao (30%) na utilizacédo de glicose estimulada pela insulina
pelos tecidos periféricos foi detectada apenas apds 42 dias de administracdo da
dieta cafeteria em ratos por Davidson et al., 1993. No EPI de ratos alimentados por
10 ou 30 dias com uma dieta cafeteria foi observado um significativo aumento no
transporte de glicose induzido pela insulina (Prada et al., 2005). Contudo, néo foi
observado aumento na expressdo das proteinas envolvidas na sinalizacido da
insulina, nos passos iniciais sugerindo que o0 mecanismo molecular que contribui
para este aumento no transporte de glicose provavelmente é posterior a Akt, devido
a nao ter sido detectada nenhuma alteragdo na via IRS/PI3-K/Akt. Além disso,
musculos de camundongos nocautes para o gene do receptor da insulina, exibem
aumento de massa gordurosa e da atividade de transporte de glicose estimulada
pela insulina no EPI (Michael et al., 2000). Corroborando esse achado, Chaves et al.,
2006 demonstraram que a utilizagdo de glicose, in vivo, e a sintese de AG,
aumentam no TAB (EPI e RETRO) de animais alimentados por 3 semanas com a
dieta cafeteria. Esses resultados indicam que uma redugéo no transporte de glicose
muscular, devido a uma resisténcia periférica a insulina, deve ser parcialmente
compensada por aumento na atividade de transporte de glicose no TAB, e que os
altos niveis plasmaticos da insulina sao suficientes para superar qualquer resisténcia
a sua acgao nesse tecido (Prada et al., 2005; Chaves et al., 2006), preservando assim
a normoglicemia dos ratos cafeteria. Além disso, tais achados fornecem evidéncias
de que a resisténcia a insulina é tecido-especifica, instalando-se primeiro no
hipotalamo e na musculatura esquelética, atenuando o efeito anorexigénico da
insulina e reduzindo o transporte de glicose muscular, respectivamente, e por ultimo
no figado, diminuindo a inibicdo da liberacdo de glicose hepatica. Dessa forma,

alteragdes na sinalizagao da PI3-K/ Akt no hipotalamo, musculo e figado, mas néo
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no TAB deve levar ao desenvolvimento da adiposidade e resisténcia a insulina
induzida pela dieta cafeteria (Prada et al., 2005).

Em contraste ao aumento observado de massa adiposa, a auséncia de
alteracdo no peso corporal de animais cafeteria quando comparado com os animais
controles, motivou nossos estudos relacionados ao metabolismo da massa
muscular, uma vez que os musculos esqueléticos correspondem a 40~45% do peso
corporal total. Foi observado que a dieta cafeteria ndo alterou o conteudo lipidico
dos musculos extensor digitorum longus (EDL) e tibialis anterior, que possuem
predominantemente fibras glicoliticas, de contragao rapida. Entretanto, nos musculos
soleus e gastrocnemius, (com predominancia de fibras do tipo I), houve um aumento
no conteudo lipidico quando comparado com os controles (Tabela 3 e Figura 13).
Essas medidas nao nos permitem concluir se o aumento da gordura em alguns tipos
de musculos de ratos na dieta cafeteria ocorre no tecido adiposo que existe entre as
fibras ou se esse aumento ocorre no interior da célula muscular ou ainda em ambas
as localizagdes. Foi também verificado no presente trabalho uma reducgao
significativa no peso e no conteudo de proteinas nos musculos EDL, tibialis e soleus,
e nenhuma alteracdo desses parametros no musculo gastrocnemius (Figuras 14 e
15; Tabelas 4 e 5). Tendo em vista a diminuicdo no conteudo de proteinas nos
musculos tibialis (13%) e a reducdo também observada em outros musculos
estudados, decidimos avaliar a protedlise na musculatura esquelética desses
animais.

Inicialmente, tentativas foram feitas para estudar a atividade proteolitica total
em musculo soleus e EDL de ratos jovens alimentados com a dieta cafeteria durante
curto periodo de tempo: 8, 10 e 15 dias (dados nao apresentados). Periodo no qual

o tamanho dos musculos ainda era adequado para os estudos de incubacgao in vitro
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e avaliagao das vias proteoliticas lisossomal, dependente de calcio e ubiquitina
proteassoma. Contudo, nédo foi observada nesses animais jovens, submetidos a 2
semanas de dieta cafeteria, nenhuma alteragao na atividade proteolitica muscular
em relagao aos animais controles. Considerando a metodologia de incubagao de
musculos integros “in vitro”, que s6 permite a utilizacdo de musculos pequenos, nao
foi possivel avaliar a protedlise in vitro, de musculos em ratos maiores, devido a
espessura dos mesmos que nao estariam apropriadas para as medidas das vias
proteoliticas ndo permitindo que ocorressem trocas efetivas de metabdlitos e
oxigénio com o meio de incubacdo. Entretanto, estudos realizados em
camundongos, submetidos a uma dieta hiperlipidica durante um tempo mais
prolongado (5 meses), demonstraram que os musculos soleus e EDL desses
animais, quando incubados in vitro, apresentaram aumento na protedlise total em
relacdo aos animais que receberam a dieta padrao (Zhou et al., 2007). Além disso,
Wang et al., 2006 demonstraram em musculos soleus, EDL, e plantaris de
camundongos obesos db/db (com deficiéncia no receptor da leptina), uma redugéo
no peso associada a um aumento na protedlise total nos musculos desses animais
em relagdo aos controles. Esses mesmos autores observaram ainda uma reducao
na area das fibras do musculo gastrocnemius, e demonstraram que essa atrofia
muscular em camundongos db/db era decorrente da ativacdo de caspases e da via
proteolitica ubiquitina-proteassoma, avaliada por um aumento na atividade
peptidasica semelhante a quimiotripsina. Esses dados nos levaram a investigar, pela
técnica de microdialise, o efeito da dieta cafeteria no metabolismo protéico in situ, no
musculo tibialis anterior, de ratos submetidos a dieta hipercaldrica por 3 semanas.
Verificamos um aumento de 63% na liberagdo de tirosina em relagdo aos ratos

controles (tabela 6 e figura 16) sem alteragcdo no fluxo sanguineo, o que poderia
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influenciar o resultado obtido (Figura 17). Tais achados corroboram dados na
literatura que observaram realmente ocorrer perda de massa magra em animais
obesos submetidos a dietas hiperlipidicas. A perda de massa magra associada com
a obesidade parece ser decorrente do aumento na circulacao de citocinas, como o
TNFa e outras, que podem causar resisténcia a insulina (Hotamisligil et al., 1996;
Kimmel et al., 1998; Rui et al., 2001 e Stentz et al., 2004). Existem evidéncias de que
a diminuicdo da resposta a insulina na musculatura esquelética leva a degradacéao
protéica, devido a ativagao da via proteolitica ubiquitina-proteassoma, envolvendo a
transcricdo de genes que codificam proteinas envolvidas neste sistema (Price et al.,
1996; Mitch et al., 1999). Esses dados sao relevantes ja que a estimulagdo da
degradacgao protéica por aumento da atividade da via ubiquitina-proteassoma em
condicdes catabdlicas, tais como idade, acidose, doenca renal crbénica ou tumores
sdo frequentemente associadas com resisténcia a insulina (DeFronzo et al., 1979;
Hasselgren et al.; 1987; Dardevet et al., 1994 e Kobayashi et al., 2005). Outros
autores demonstraram que a diminuicdo na atividade da PI3K e, por conseguinte de
Akt fosforilada, aumenta a expressao de enzimas E3 ligases como a atrogina-1 e
MuRF1 no musculo esquelético (Lee, et al., 2004; Sandri et al., 2004; Stitt et al.,
2004).

Wang et al, 2006 verificaram que a perda de massa muscular que ocorre em
camundongos obesos e resistentes a insulina deve-se, em parte, a defeitos na
sinalizagao insulinica causados pela inibicdo do substrato do receptor 1 da insulina
(IRS-1). Zhou et al., 2007 observaram que o tratamento de células musculares
C2C12 com AGL in vitro por 48 h reduzia a sinalizacdo IRS-1/Akt no musculo e
acelerava a degradacgao de proteinas e que este efeito podia ser revertido com a

adiponectina, que age como um fator endégeno de sensibilizagcao a insulina (Scherer
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et al., 1995 e Gil-Campos et al., 2004), sendo produzido em abundancia em
individuos magros e saudaveis. Além disso, Wang et al., (2006) verificaram que,
como esperado, os niveis de adiponectinas, em camundongos obesos db/db estéo
mais baixos em relacdo aos controles. Dessa forma, esses estudos fornecem
evidéncias de um possivel mecanismo que controla a massa muscular através de
um cross-talking entre o tecido adiposo e a musculatura esquelética envolvendo a
adiponectina. Talvez nos animais cafeteria, os niveis de adiponectina estejam mais
baixos em relacdo aos animais controles podendo causar em algum tecido o
aumento da resisténcia a insulina. A realizacdo de experimentos, incluindo o teste de
tolerancia a insulina, bem como a verificacdo dos niveis de adiponectinas é
necessaria para esclarecer o envolvimento da administracdo da dieta cafeteria na
reducdo da sensibilidade a insulina nesses animais.

Assim podemos sugerir, em face de nossos achados e em conjunto com os
dados da literatura, que a adiposidade induzida pela dieta cafeteria afeta a
manutencdo da massa magra seja por desordens relacionadas ao mecanismo de
agao da insulina seja por fatores relacionados a inflamacgéo e a fungcédo do TAB na
producéo e liberagao de adipocinas.

No presente trabalho foi observado que a dieta cafeteria administrada por
apenas 8 dias ja é capaz de induzir adiposidade em ratos, pois promoveu um
aumento significativo no peso do TAB RETRO e EPI quando comparado aos animais
controles (Figuras 9 e 10). Tais achados sao similares aqueles encontrados por
Rozen et al.,1994 e Bernardes et al., 2004. Além disso, em estagios iniciais da
administragcdo da dieta também promoveu um aumento no percentual de gordura
desses tecidos, quando comparado com o grupo alimentado com a dieta padrao

(Figuras 11 e 12). Chaves et al. (2006) utilizando o mesmo tipo de dieta do presente
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trabalho, também observaram aumento dos estoques de gordura nos tecidos EPI,
RETRO, bem como nos tecidos mesentérico e inguinal.

Além disso, Chaves (et al., 2006) demonstraram que a administragao da dieta
cafeteria por 3 semanas foi capaz de ativar a produgédo de glicerol-3-P a partir de
dihidroxiacetona na via glicolitica, devido ao aumento na utilizagdo de glicose in vivo.
A fosforilagdo direta do glicerol também foi ativada pela dieta cafeteria, como
indicado pelo aumento na atividade da GyK e na velocidade de incorporagao de 4C-
glicerol em glicerol de TAG tanto no RETRO quanto no EPI (Chaves et al., 2006;
Frasson, 2010). Também foi verificado que apesar do aumento simultdneo dos
niveis plasmaticos de insulina e da velocidade de renovacao de NOR no TAB, que
atuam de forma distinta na regulagédo da atividade da LPL, a atividade desta enzima
se encontra aumentada nos animais que receberam a dieta cafeteria quando
comparado com o0s animais controles. Portanto, estes dados indicam que todas
essas adaptagdes em resposta a dieta favoreceram a adiposidade nesses animais.

Dessa forma, apds confirmarmos que a dieta cafeteria é capaz de promover a
perda de massa magra, e adiposidade, nosso interesse se voltou para a
investigacdo da atividade lipolitica do TAB, para verificarmos se o aumento da
massa adiposa observada em nossos animais ocorria, ndo s6 pelo aumento da
lipogénese, mas também por alteragées na lipdlise. Outro objetivo foi verificar a
importancia fisiolégica da ativagdo do SNS neste tecido, uma vez que estudos deste
laboratério tém demonstrado que em situagdes como o jejum e a exposigao ao frio
de 4°C, aumentam a atividade simpatica nos varios depdsitos de TAB (Garéfalo et
al., 1996; Migliorini et al., 1997) enquanto no RETRO e no EPI, de ratos adaptados a
dieta hiperprotéica, livre de carboidratos (Boschini 2006; Frasson 2010), esta

atividade esta reduzida. Também foi observado em nosso laboratério aumento do
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fluxo simpatico no RETRO, e no EPI de animais alimentados com a dieta cafeteria,
apesar de que neste ultimo tecido o efeito € menos pronunciado (Chaves et al.,
2006).

Classicamente, o SNS, tem importante papel na ativagao da lipdlise. Estudos
mostram que em situagdes de demanda energética, neurbnios de diversas areas do
sistema nervoso central, principalmente neurdnios hipotalamicos, aumentam o fluxo
simpatico para o tecido adiposo, aumentando a liberacggo de NOR e
consequentemente aumentando a lipélise, mobilizando assim os AGs armazenados
como TAG. Além da lipdlise, a participacao do SNS é importante no controle da
utilizacao de glicose, de glicerol-3-P, atividade da gliceroquinase e da diferenciagao
e proliferacao celular.

Os dados do presente trabalho mostram que a dieta cafeteria promoveu
aumento da atividade lipolitca do RETRO ocorrendo aumento na liberagdo de
glicerol e de AGL para o meio de incubagao. Entretanto, o mesmo néo foi observado
no EPI (Tabelas 10-11; Figuras 20-21). Portanto, o aumento da atividade lipolitica do
RETRO, observado no presente trabalho, corrobora o achado prévio deste
laboratério que demonstra um aumento no fluxo simpatico para este tecido.

Como ja é sabido, ratos cafeteria apresentam uma maior deposi¢cao de
lipidios nos adipdcitos levando a hipertrofia da célula adiposa em comparacdo com
as células de ratos controles. Assim sendo, tornou-se interessante expressar a
atividade lipolitica do tecido adiposo de nossos experimentos utilizando a medida do
conteudo de DNA dos fragmentos de tecido incubados de ambos os grupos como
representativa do numero de células, uma vez que ha diferengca no numero de
células entre os tecidos adiposos dos grupos estudados (Tabela 9). Embora n&o

tenha sido mensurado em nosso trabalho, dados da literatura fornecem evidéncias
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de que as células dos animais alimentados com a dieta cafeteria, por 15 dias,
apresentam um didmetro maior que as células controles, tanto no EPI (~71,0 £ 1,0
Mm nos animais cafeteria e ~ 48,9 £ 0,9 um nos animais controles) quanto no
RETRO (~75,7 = 1,34 ym nos animais cafeteria e ~51,4 + 0,99 ym nos animais
controle) (Lladé et al.,, 2000; 2002). Além disso, durante nossos experimentos, foi
observado que células adiposas isoladas de animais que receberam a dieta cafeteria
s&o mais sensiveis ocorrendo um aumento na lise dessas células. Contudo, Llado et
al., 2000 & 2002 nao observaram diferenca na lipdlise basal das células adiposas do
EPI e RETRO de ratos alimentados durante 15 dias com a dieta cafeteria, quando
comparados com os controles. Estudo recente de Gaidhu et al, 2010, mostrou que
em camundongos alimentados com uma dieta hiperlipidica por oito semanas, ha um
aumento na lipdlise basal do tecido adiposo EPI e inguinal em relagao aos controles.
Contudo, embora haja resultados contraditérios, alguns trabalhos mostram existir
uma correlagao direta entre a lipdlise e o tamanho do adipdcito (Smith 1970; Goldrick
et al.; 1970; Hartman et al., 1971; Knittle et al., 1972; Ogundipe et al., 1974; Arner et
al., 1979; Berger et al., 1999). Dessa forma, o aumento da atividade lipolitica basal,
no tecido RETRO, nos nossos animais alimentados com a dieta cafeteria ndo seria
inesperado, contudo a mesma relagdo nao é verdadeira para o EPI sugerindo que
apenas o tamanho das células ndo é um fator suficiente para explicar o aumento da
atividade lipolitica observado nos animais cafeteria.

O TAB quando incubado in vitro, apresenta uma tendéncia a manter o mesmo
padrao metabodlico que possuia in vivo, refletindo no meio de incubacgao, as
condi¢cdes do ambiente em que ele se encontrava no momento de sua remocéo.
Ainda assim nem sempre € possivel extrapolar os resultados de estudos in vitro para

situagdes in vivo, ja que o tecido e as células sao removidas de seu local natural, e
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das interagdes dinamicas e complexas de fatores paracrinos, hormonais e neurais
que controlam os processos celulares.

Dessa forma, avaliamos entdo a lipdlise basal in situ pela técnica de
microdialise. Uma das vantagens do uso da técnica de microdialise em estudos do
metabolismo tissular € que ela permite avaliar o estado funcional do tecido em
diversas situacoes, através do exame in situ do liquido intersticial no animal intacto,
in vivo, portanto em condigdes muito préximas da fisioldgica. Utilizando esta técnica,
confirmamos os achados in vitro, que o RETRO, de ratos alimentados com a dieta
cafeteria apresenta um aumento de 62% na atividade lipolitica basal quando
comparado com o controle (Tabela 7 e Figura 18). Nossos resultados também
demonstram que ratos alimentados com a dieta cafeteria ndo apresentam alteragao
no fluxo sanguineo local ao longo do tempo, quando comparado com 0s animais
controles, indicando que as alteracbes observadas na microdidlise nao foram
influenciadas pelo fluxo sanguineo e devem, portanto representar alteragées locais
no metabolismo lipidico neste tecido (Tabela 8 e Figura 19). Em experimentos de
microdialise no tecido adiposo subcutaneo de humanos saudaveis, Navegantes et
al.,, 2003 demonstraram, em um modelo de estimulagdo simpatica fisiolégica
induzida por pressdo negativa dos membros inferiores, que ocorre um aumento
significativo na lipdlise do tecido adiposo subcutdneo de humanos, equivalente a
lipélise induzida por exercicios (Borsheim et al.,, 2000) ou estimulos elétricos
regionais pela inervagao simpatica (Dodt et al. 1999). Contudo, em uma situagao de
hiperinsulinemia, esses mesmos autores observaram ocorrer uma reducao ao efeito
antilipolitico da insulina no tecido adiposo subcutaneo, sugerindo que o aumento da
lipdlise € mediado por ativagao neural simpatica direta no tecido, sem, contudo poder

descartar uma ativacdo adrenal concomitante. Demonstraram assim que o efeito
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lipolitico simpatico é preponderante, apesar da hiperinsulinemia e da concomitante
ativacdo da fosfodiesterase do AMPc mediada pela insulina (Navegantes et al.,
2003).

No presente trabalho, o aumento na atividade lipolitica basal do RETRO
observado nos ratos cafeteria hiperinsulinémicos provavelmente foi devido ao
aumento da estimulagdo simpatica (alto turnover de NOR) neste tecido, apesar do
aumento na utilizagdo de glicose, na lipogénese e na atividade da LPL e da GyK em
relagdo aos animais controle, observado em estudo anterior de nosso laboratério
(Chaves et al,. 2006). Corroborando nosso achado, em uma situagao oposta em que
ratos que receberam por 15 dias uma dieta hiperprotéica (HP) apresentando baixos
niveis plasmaticos de insulina e menor turnover de NOR (Boschini 2006; Frasson
2010), Martins-Afférri et al., 2004 demonstraram em experimentos de microdialise
que a lipdlise basal (diferenga | — A) do tecido adiposo subcutdneo abdominal é
menor quando comparada com os ratos controles.

Como é sabido, as catecolaminas sao capazes de estimular a lipdlise pela
ativagdo dos adipdcitos pelos receptores 3 adrenérgicos (B1, B2 € Bs), primeiramente
através da producao de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e a ativagao da LHS.
No entanto, podem também através dos receptores a,, diminuir a mobilizagcado de
lipidios através da inibicdo da producdo de AMPc e indiretamente manter os
estoques de lipidios (Carey et al., 1998; Lafontan et al., 1993). Além disso, 0 numero
e os tipos de receptores a e B variam entre os tecidos e as espécies, sendo que em
roedores o efeito lipolitico das catecolaminas ocorre principalmente pela ativacao
dos receptores Bs.

Apos a verificacdo que o tecido adiposo de ratos cafeteria apresentam uma

atividade lipolitica basal maior que a dos controles e sabendo-se do efeito classico
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exercido pelas catecolaminas na lipdlise, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar a resposta deste tecido frente a diferentes concentracbes de NOR. Foi
verificado que a NOR promove um maior aumento da lipdlise nos adipécitos de
animais que receberam a dieta cafeteria quando comparado com os controles.

O efeito da NOR na estimulagao da liberagcdo de AGL e glicerol do tecido
adiposo RETRO e EPI de ratos submetidos a dieta cafeteria foi maior do que o
observado em ratos controles (Tabelas 12 - 15; Figuras 22 - 25). Os animais
utilizados nestes experimentos in vitro apresentaram peso corporal (~ 270 g) cerca
de 23% superior ao peso dos animais utilizados nos experimentos anteriores in vitro.
Observamos que em termos quantitativos, a liberacdo de glicerol para o meio de
incubagao foi menor do que aquela observada em outros experimentos de lipdlise
basal. Este fato nao foi, entretanto observado para os AGL liberados para o meio de
incubacdo. A concentragdo de AGL foi semelhante aquela ja observada em
experimentos anteriores e provavelmente se deve a diminuicdo no processo de
reesterificacdo ou oxidacdo dos mesmos no TAB de ratos mais velhos (Caparotta et
al., 1983). Contudo, o efeito qualitativo na resposta lipolitica n&o foi prejudicado

e provavelmente os efeitos observados quantitativamente foram devido ao
maior tamanho dos adipdcitos presentes nos fragmentos dos tecidos incubados.

Interessante que ratos submetidos a dieta HP por 15 dias apresentam niveis
plasmaticos de insulina reduzidos, além de reducdo no turnover de NOR, no
tamanho dos adipécitos e na lipdlise basal e estimulada, e representam uma
situacao totalmente oposta a dos ratos cafeteria utilizados no presente estudo.

Receptores adrenérgicos a, (antilipoliticos) e B (lipoliticos) coexistem na
mesma célula adiposa, e a relagao funcional entre esses receptores presentes no

adipocito deve determinar se a atividade que predomina no TAB sdo a sintese e o
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depdsito de gordura ou a liberagdo de AGs ativados pelas catecolaminas,
desempenhando, portanto, um importante papel na regulagao do balango energético
(Soloveva et al. 1997).

Varios estudos em roedores tém demonstrado que receptores adrenérgicos a,
estdo aumentados com a hipertrofia das células adiposas no estado de obesidade
(Lafontan et al., 1995; Carpene et al. 1990 & 1998). Em adipdcitos de humanos
obesos 0 numero de receptores ay, a relacdo a/f33, e a resposta mediada por ay, se
encontram aumentadas, embora seja demonstrado que estes resultados sao
dependentes da regido analisada (Lafontan et al. 1995; Galitzky et al., 1990;
Mauriege et al., 1991 & 1995; Berman et al., 1998).

Nossos achados frente a resposta lipolitica na presenga de NOR sugerem
que a responsividade dos receptores nao foi afetada pela dieta. Embora nao
tenhamos avaliado a expressdao do conteudo dos receptores adrenérgicos no
presente trabalho, devido a magnitude da resposta dos fragmentos de TAB quando
expostos ao horménio lipolitico, e ao aumento do fluxo simpatico verificado
anteriormente nesses tecidos, podemos sugerir que a resposta mediada pelos
receptores B, nos animais cafeteria, € preponderante a resposta mediada pelos
receptores a, resultando em aumento da lipdlise estimulada pelas catecolaminas
para ambos os tecidos avaliados. Entretanto, experimentos de binding de receptores
sao necessarios para validar esta hipotese.

Além de mudancgas nos receptores, alteragdes na cascata de sinalizacdo das
catecolaminas podem interferir na atividade lipolitica do TAB. Dessa forma, nosso
interesse foi avaliar a resposta lipolitica do TAB de ratos cafeteria frente a diferentes

agentes lipoliticos.
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Quando analisamos os resultados em termos de acréscimo em relagédo ao
nivel basal, tanto a liberagdo de glicerol quanto de AGL para o meio de incubagao,
na presenca de agentes lipoliticos, se encontram aumentados nos animais cafeteria
quando comparados com os controles, em ambos os tecidos.

No presente estudo n&o foi observada alteragcéo na liberagéao de glicerol, pelo
tecido RETRO, frente a acdo da FSK (Tabela 16 e Figura 26). Ao que se refere a
liberacdo de AGL por esse tecido, frente a acdo da FSK, a dieta cafeteria promoveu
um aumento em relagédo aos controles (Tabela 17 e Figura 27). Diferentemente, para
o tecido EPI, a concentracdo de FSK utilizada foi suficiente para promover um
aumento na liberacao de glicerol e de acidos graxos livres para o meio de incubagéao
(Tabelas 18 - 19; Figuras 28 - 29). Corroborando nossos achados, no estudo de
Gaidhu et al., 2010 foi observado um aumento na lipdlise estimulada por FSK no EPI
e inguinal de camundongos que receberam uma dieta hiperlipidica durante 8
semanas. Diferentemente dos nossos achados, outros autores tém demonstrado que
a administracao da dieta cafeteria, por 15 dias, em ratos machos Wistar, induz uma
reducédo significativa (40-60%) na lipdlise estimulada in vitro pela NOR, CGP12177A
(agonista B3 adrenérgico e antagonista 1 € B2 adrenérgico), BRL37344 (agonista B3
adrenérgico) e FSK associado a um aumento no conteudo de adrenoceptores do
tipo az-A e uma diminuigdo no conteudo de 33 (Lladé et al., 2002).

Em relagdo a agdo do analogo do AMPc nossos dados demonstram uma
resposta aumentada em relagcdo a liberacdo de AG e glicerol para 0 meio de
incubagcdo em ambos os tecidos. Além disso, a mesma resposta de estimulo foi
observada quando incubados na presenca de THEO e IBMX. Dados da literatura
tém demonstrado que a administracdo de uma dieta semipurificada rica em lipidios

promove uma diminuicdo na hidrélise dos TAG em adipdcitos isolados do RETRO
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em resposta a agentes B adrenérgicos e que nenhuma alteragdo ocorre quando os
adipdcitos sao incubados com dB-AMPc e FSK (Portillo et al., 1999). Diferente dos
achados obtidos no RETRO, a dieta cafeteria (15 dias) ndo promoveu alteracéo na
atividade lipolitica maxima do EPI induzida pela NOR, pelo BRL 37344, pela FSK e
pelo dB-AMPc, mas aumentou os niveis de mRNA do receptor 33 adrenérgico em
adipdcitos isolados desse tecido (Llado et al., 2000). Esses dados demonstram que
o TAB de diferentes regides do organismo apresentam diferencas funcionais
corroborando nossos achados que demonstram que o RETRO é mais responsivo a
agentes lipoliticos como a NOR, IBMX e dB-AMPc em relagao ao EPI, enquanto este
ultimo é mais responsivo a THEO e a FSK.

Estudos mostram que a fosforilagdo da LHS in vitro promove um aumento de
2 vezes da atividade da enzima sobre substratos emulsificados, um pequeno
aumento quando comparado ao aumento de 50 vezes na hidrélise de TAG, induzida
por estimulagao de adipdcitos (Londos et al., 1999). Com base em diversos estudos,
foi sugerido que esta discrepancia é devida em parte a translocagédo da LHS do
citosol para o glébulo lipidico, e ainda a alteragbes na superficie do glébulo,
atribuidas a movimentacao por fosforilagcdo das perilipinas, permitindo o acesso da
LHS ao seu substrato. Ainda reforcando essa idéia, em experimentos com
catecolaminas, AMPc e FSK, semelhantes aos deste trabalho, foi demonstrado que
a ativacao da lipdlise ocorre sem alteracdo do conteudo ou da atividade da LHS.
Gaidhu et al., 2010 verificaram que a obesidade induzida pela dieta hiperlipidica em
camundongos alterou componentes da cascata lipolitica no TAB. Estes mesmos
autores verificaram down-regulation da LHS e das perilipinas, e up-regulation para a
ATGL e CGI-58. Foi verificado que a dieta hiperlipidica promoveu uma inibicao na

fosforilagdo da LHS, a qual é necessaria para a lipdlise mediada pela PKA. A up-
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regulation da ATGL, promovida pela alimentagdo com uma dieta hiperlipidica,
combinada com aumento da expressdo de seu co-ativador CGI-58 provavelmente
aumentou a hidrélise de TAG e formagao de DAG culminando no aumento da lipdlise
basal observada nesses animais.

Ao analisarmos o efeito da dieta cafeteria pela comparagdo dos efeitos
obtidos pela NOR e agentes lipoliticos observamos que os adipdcitos dos animais
cafeteria apresentam maior responsividade frente a agentes lipoliticos, in vitro. E
mesmo em face de uma situacao hiperinsulinémica, o aumento do turnover de NOR
que representa aumento na atividade simpatica no TAB provavelmente promove um
aumento da lipdlise basal, in vivo. Embora essas alteracbes tenham sido
observadas, apenas a acdo do SNS e da insulina sdo insuficientes para explicar
essas respostas tornando-se interessante avaliar a atividade das lipases desses dois
tecidos e os niveis de outros horménios como glicocorticéides e horménios
tireoidianos (visto que estes ultimos modulam a lipdlise por redugéo da atividade da
fosfodiesterase do AMPc) (Engfeldt et al., 1982; Wahrenberg et al., 1986).

Considerando o exposto, os resultados obtidos neste trabalho permitem
concluir que a administracido da dieta do tipo cafeteria em ratos por 3 semanas
promoveu aumento:

- do peso dos tecidos adiposos branco RETRO e EPI e diminuicdo do
conteudo de proteinas dos musculos EDL, soleus e tibialis anterior.

- da lipdlise basal no tecido adiposo RETRO tanto in situ como in vitro e
estimulada por horménios (in vitro) em ambos os tecidos.

- do catabolismo protéico avaliada pela técnica de microdialise.
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Apesar da hiperinsulinemia ter sido capaz de manter a normoglicemia, parece
ter ocorrido resisténcia a insulina na musculatura esquelética (devido ao aumento do
catabolismo protéico) mas nao no tecido adiposo (mesmo com o aumento da
lipdlise, pois esse efeito parece ser devido a atividade preponderante do SNS)
nesses animais alimentados com a dieta cafeteria.

Os resultados deste estudo confirmam a nogdo de que diferengas regionais
marcantes existem na composi¢cdo do TAB que, por sua vez, determina a amplitude
e a modalidade de sua expansdo com a alimentagdo ad libitum. Estes dados
sugerem que, em adicdo a fatores sistémicos (por exemplo, hormonais, tais como
insulina e outros fatores de crescimento), existe controle regulatério especifico local
que deve modular o crescimento regional do TAB. Nossos dados ainda sugerem que
o aumento da lipdlise estimulada é devido a uma maior responsividade dos
adipocitos dos animais cafeteria. Contudo, experimentos adicionais sao necessarios
para verificar se estes achados indicam uma maior sensibilidade dos receptores B3,
nos ratos cafeteria. O aumento da resposta aos agentes lipoliticos poderia ser
explicada por um aumento na atividade da LHS, ATGL, ou no conteudo de CGI-58
induzidos pela adaptacao a dieta cafeteria e/ou ainda alteragbes nos processos
intracelulares de ativacéo da lipdlise.

Estes resultados demonstram que apesar do aumento na utilizacdo de
glicose, na lipogénese e na atividade da LPL, induzidas pela hiperinsulinemia, ainda
assim ha comprovadamente uma maior atividade lipolitica no TAB sugerindo que a
estimulagdo simpatica (alto turnover de NOR) no tecido dos animais cafeteria é
preponderante a acao antilipolitica da insulina. Provavelmente a manutencdo da
adiposidade verificada nesses animais € devido ao aumento da sintese de novo de

AG associado ao aumento da atividade da GyK no TAB dos animais cafeteria.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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