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RESUMO

CATTA-PRETA, Mariana. Dietas hiperlipidicas alteram citocinas inflamatorias,
adipocinas, tecido adiposo e figado em camundongos. 2011. 97f. Tese. (Doutorado
em Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

As dietas ricas em lipidios saturados provocam efeitos deletérios no
metabolismo de glicose, secrecdo de adipocinas e inflamagéo, entretanto, outros
tipos de lipidios podem modular de forma diferenciada tais efeitos. Assim, o objetivo
deste trabalho foi investigar o efeito de diferentes dietas hiperlipidicas no
metabolismo de carboidratos, lipidios, no tecido adiposo e no figado. Camundongos
machos C57BL/6 foram divididos em 5 grupos (n=10/grupo): animais que receberam
dieta controle (standart chow, SC, 10% de lipidios, grupo controle) e animais que
receberam diferentes dietas hiperlipidicas (High-fat, HF, 60% de lipidios): a base de
banha de porco (lard, grupo HF-L), a base de 6leo de oliva (olive oil, grupo HF-0), a
base de 6leo de girassol (sunflower oil, grupo HF-S) e a base de éleo de canola
(canola oil, grupo HF-Ca).Os animais foram alimentados com as dietas experimentas
por 10 semanas. Diariamente a ingestédo alimentar era verificada e semanalmente a
massa corporal foi aferida. A glicose de jejum e o teste intraperitoneal de tolerancia a
insulina (TITI) foram realizados uma semana antes da eutandsia. No dia da
eutanasia o sangue foi coletado, o tecido adiposo e o figado dissecados e pesados.
A insulina, leptina, adiponectina, resistina, fator de necrose tumoral alfa (TNFa),
interleucina-6 (IL-6), proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) e inibidor do
ativador de plasminogénio-1 (PAI-1) foram dosadas por ELISA. Com os dados de
insulina e glicose foi calculado o indice HOMA-IR. Os animais dos grupos HF-L e
HF-O apresentaram os maiores valores de insulina, resistina, leptina e HOMA-IR em
comparacao aos outros grupos (P < 0,0001). No grupo HF-L, os niveis de IL-6 foram
maiores quando comparados com os demais grupos (P < 0,0005), enquanto os
valores de adiponectina foram os menores (P < 0,0001). A quantidade de gordura
subcuténea e visceral foi maior no grupo HF-L e este grupo apresentou também um
aumento no diametro dos adipécitos. Entretanto a relacdo:visceral:subcutanea foi
maior nos grupos HF-L e HF-O quando comparado com os demais grupos. Além
disso, houve aumento de triglicérides hepéaticos e de esteatose hepatica nos animais
dos grupos HF-L e HF-O. Nossos achados nos permitem concluir que animais que
sdo alimentados com dietas hiperlipidica, a distribuicdo do tecido adiposo, o
metabolismo de carboidratos, acumulo de triglicérides hepaticos e esteatose
hepatica sdo mais influenciados pelo tipo de lipidios do que pela quantidade.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica. Oleo de canola. Oleo de oliva. Oleo de girassol.

Banha de porco.



ABSTRACT

Diets rich in saturated fat have a deleterious effect on glucose metabolism,
adipokine release and inflammation. However, other lipid sources may modulate
these parameters differently. Thus, the aim of the present work was to investigate the
effect of high-fat diets from different sources on carbohydrate and lipid metabolism,
adipose tissue and liver. Male C57BL/6 mice were allocated into 5 groups
(n=10/group): standard chow fed mice (SC, 10% lipid, control group), and mice fed
with high-fat diets (HF, 60% lipids) as follow: lard (HF-L), olive oil (HF-O), sunflower
oil (HF-S), and canola oil (HF-C). Diets were offered for 10 weeks. Food intake was
recorded daily and body mass weekly. One week before euthanasia, fasting glucose
and intraperitoneal insulin tolerance test (IPITT) were assessed. At euthanasia, blood
was collected, and the liver and adipose tissue were weighed. Insulin, leptin,
adiponectin, resistin, tumoral necrosis factor alpha (TNFa), interlekin-6 (IL-6),
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), and plasminogen activator inhibitor-1
(PAI-1) were measured by an Elisa assay. The HOMA-IR index was calculated based
on fasting glucose and insulin. Insulin, resistin, leptin and HOMA-IR were higher in
HF-L and HF-O groups compared with the remainder groups (P < 0.0001). IL-6 was
higher in the HF-L group compared with the other groups (P < 0.0005), whereas
adiponectin levels were the lowest (P < 0.0001). The amount of both subcutaneous
and visceral fat depots was the highest in the HF-L group, and they also had
increased adipocyte diameter. However, visceral to subcutaneous fat ratio was
higher in HF-L and HF-O groups compared with the remainder groups. Additionally,
HF-L and HF-O groups showed increased hepatic triglyceride content and steatosis.
Our data allow us to conclude that the type of lipid instead of its amount is important
for determining adipose tissue distribution, carbohydrate metabolism, hepatic
triglyceride accumulation and steatosis in mice fed a high-fat diet.

Keywords: High-fat diet. Canola oil. Olive oil. Sunflower oil. Lard.



Figura 1 -
Figura 2 -
Figura 3 -

Figura 4 -
Figura 5 -

Figura 6 -
Figura 7 -

Figura 8 -
Figura 9 -
Figura 10 -

LISTA DE FIGURAS

Obesidade central e suas alteracfes metabdlicas e inflamatérias.. 23
Tecido adiposo, adipocinas e resisténcia a insulina ....................... 32

Possiveis causas e mecanismos de acumulo de triglicerideo no

Efeito dos diferentes tipos de lipidios nos niveis séricos de
(=151 (] = SRR 52
Efeito dos diferentes tipos de lipidios nos niveis séricos de leptina. 53

Efeito dos diferentes tipos de lipidios nos niveis séricos de

= Yo [ o o] pT=Tod 11 o = NP PPPPPPPPPPPPP 54
Diametro dos adipOcitos epididimais .........ccoovvviiiiieiiiiiiiiiieee e, 57
Percentual de esteatose hepatica nos grupos estudados ............... 59

Triglicérides hepaticos nos grupos estudados ............c.ovvvvvvvvenennnn. 60



Tabela 1 -

Tabela 2 -
Tabela 3 -
Tabela 4 -
Tabela 5 -
Tabela 6 -

LISTA DE TABELAS

Efeitos metabdlicos descritos de diferentes formulacdes de dietas

RIPEFPIAICAS ... e 40
Composicéo da dieta experimental ... s 44
Parametros dietéticos dos grupos estudados ...........cccceeeeeeeeeeeeeennnn, 49
Metabolismo de carboidratos durante o experimento ...................... 51
Valores séricos das citocinas inflamatorias ...........ccccceeeviiiiieeeenneenn, 55
Morfologia do teCido adiPOS0 .......ccceeeviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 56



ABESO

ADSF

AGL
AMPK

CcC
CEA
DHGNA
EA

FIRI

FIZZ3
GLUT
HDL

HF
HOMA
HOMA-IR

HOMAR

A
IDF
IL-6
IMC
IPITT

RI
m-RNA
IRS-1

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Associacédo Brasileira para o Estudo da Obesidade e Sindrome
Metabolica

Adipocyte-specific secretory factor, Fator Secretor Especifico do
Adipdcito

Acidos Graxos Livres

Adenosine Monophosphate-activated Protein Kinase, Proteina Quinase
ativada por Adenosina Monofosfato

Circunferéncia da Cintura

Comité de Experimentacdo Animal

Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica

Eficiéncia Alimentar

Fasting Insulin Resistance Index, indice de Resisténcia a Insulina em
Jejum

Found in Inflammatory Zone, Encontrado em zona inflamatéria
Glucose Transporter, Transportador de Glicose

High-Density Lipoprotein, Lipoproteina de Alta Densidade

High Fat

Homeostasis Model Assessment, Avaliacdo Modelo da Homeostase
Homeostasis Model Assessment — Insulin Resistance, Avaliacao
Modelo da Homeostase — Resisténcia a Insulina

Homeostasis Model Assessment Beta, Avaliacdo Modelo da
Homeostase Beta

indice de Adiposidade

International Diabetes Federation, Federacéo Internacional de Diabetes
Interleucin-6, Interleucina-6

indice de Massa Corporal

Intraperitoneal Insulin Tolerance Test, Teste Intraperitoneal de
Tolerancia a Insulina

Receptor de Insulina

Messenger Ribonucleic Acid, Acido Ribonucléico Mensageiro

Insulin Receptor Substrate 1, Substratos do Receptor de Insulina 1



IRS-2
kJ

LDL
MCP-1

RM

ob
OCT
OLETF
OMS
PAI-1

PCR
P13q
PKB
PPAR

PPARy

PTP1B
QUICKI

RCQ
RE
SOCS3

TC
TITI
TNFa
TOTG
U
VEGF

Insulin Receptor Substrate 2, Substratos do Receptor de Insulina 2
Kilojoule

Low-Density Lipoprotein, Lipoproteina de baixa densidade
Monocyte Chemoattractant Protein-1, Proteina Quimiotatica de
Mondcitos — 1

Ressonancia Magnética

Gene da Obesidade

Optimal Cutting Tissue

Otsuka Long Evans Tokushima Fatty

Organizacao Mundial de Saude

Plasminogen Activator Inhibitor-1, Inibidor do Ativador de
Plasminogenio-1

Proteina C Reativa

Phosphatidylinositol 3'-kinase, Fosfatidilnositol 3-quinase

Protein Kinases B, Proteina Quinase B

Peroxisome Proliferator-Activated Receptor, Receptores Ativados por
Proliferador de Peroxissomo

Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma, Receptores
Ativados por Proliferador de Peroxissomo Gama

Protein Tyrosine Phosphatase 1B, Proteina Tirosina Fosfatase 1B

Quantitative Insulin Sensitivity Check Index, indice Quantitativo de
Sensibilidade a Insulina

Relacéo Cintura Quadril

Reticulo Endoplamatico

Suppressor of cytokine signaling 3, Supressor de sinalizacdo de
citocinas 3

Tomografia Computadorizada

Teste Intraperitoneal de Tolerancia a Insulina

Tumoral Necrosis Factor Alpha, Fator de Necrose Tumoral Alfa
Teste Oral de Tolerancia a Glicose

Ultrassonografia

Vascular Endothelial Growth Factor, Fator de Crescimento Endotelial

Vascular



Vis:Sub Relacao entre tecido adiposo visceral sob o tecido adiposo subcuteneo



SUMARIO

INTRODUGAO. ...ttt en e,
1 REVISAO DA LITERATURA ..o,
1.1 Epidemiologiadaobesidade........cccccccuuruiiiiiiiiiieeiiiieeieeeeeiei
1.2 Tecido adiposo como Orgao endOCriNO......ccccoeeecuvviiieeeeniiiiiieeeee s
121 LEPHNA. ..ot
2 o [ 0T 1Y ] 1] - PSRRI
I B S 11 - VR
OV -1 -
I TV - 1] o 1 - O
1.2.6 OMENLINA......eeuiiiiiiiiiniiiie e e ese e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeaeaaseaeeasaesa e aaaaeaaeaaaeaeeeeeeneneenes
1.2.7 Fator de necrose tumoral alfa.(TNFa)........ccuvvveiviiiiiiieeieieeieiieeeeeeiiiiens
1.2.8 INterleucing-6 (IL=6).........ccuuuumerummmniiiiaeseeeeeeeeeieeeeeeas e e esseeeeeeeeeeeeeeeaeees
1.2.9 |Inibidor ativador do plasminogenio 1 (PAI-1).....cccceeeeeeeieeiiiiiieieeeiiiiennnns
1.3 Resisténciaainsulina e obesidade.............ccccuuvviiiiiiiiiiiiiiineeeeeeee,
1.4  Figado e obesidade.........ccccooeriiiieeiiiic e
1.5 Lipidios e obesidade..........ccovviriiiiiiiiiiice e
2 OBJETIVOS. ...ttt et e e e e e e e e e e e as
2.1 ODJEtIVO geral....ccceeeiiiiiiiiiiiiiie e
2.2 ODbjJetiVOS ESPECITICOS. ..uuiiiiiiiiiiiiieiiii e
3 MATERIAIS E METODOS.......ciiiiiiiiiie et
3.1 ANIMAIS € I8 i —————
3.2 Massa corporal, ingestédo alimentar e eficiéncia alimentar............
3.3 ANAlISE SEIICA. . ittt ————————
G N = Tod o [ J=To T o Lo =Y o PP PPPPPPRPPPR
3.5  TeCidO NEPALICO.....cccii i
3.5.1 Dosagem dos triglicérides NEPALICO.........ccvvveriiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e
3.6 ANAliSE dOS dAdOS...ccoiiiiie e
4 RESULTADOS. ... .ottt e e e e e et e e e e e enssbnreee e e e anes
4.1 Ingestdo alimentar e eficiéncia alimentar...............ccccoeeeveieiiiiiiinnnn,
N V- 1S1oY: Wodo ] o 1o ] = | PR

4.3 Metabolismo de carboidratoS. ...



4.4
4.5
4.6
4.7

AQIPOCINAS ..o e e e e e e e e e e as 54

Citocinas iNflamatOrias........ccccouuriiiiiiieeeeeee e 57
TECIAO AAIPOSO .ttt e 57
Correlagcdo entre adipocinas, tecido adiposo e indice de

AIPOSIAAUE......eieieieeieee e 61
TeCIdO NEPALICO...ccii it 61
DISCUSSAD. ...ttt 64
CONCLUSAO. ..ottt 70
REFERENCIAS. ...t e e e e e e e e 71

APENDICE - Modulation of cytokines, resistin, and distribution of
adipose tissue in C57BL/6 mice by different high-fat diets .................... 92



17

INTRODUCAO

A obesidade ndo é uma condi¢cdo homogénea, e a distribuicao regional do tecido
adiposo € importante para compreender a relacao entre obesidade, metabolismo da
glicose e metabolismo lipidico (Bouchard et al., 1993).Esta distribuicdo determina a
nomenclatura do tecido adiposo, como subcutaneo ou visceral.

Em humanos, o tecido adiposo subcutaneo € aquele que compreende o0s
depoésitos de gordura situados abaixo da pele, nas regibes abdominal, glutea e
femural. Ja o tecido adiposo visceral compreende o depésito gorduroso encontrado
préximo ou no interior dos 6érgdos da cavidade abdominal (Fonseca-Alaniz et al.,
2007).

Em roedores, € considerada gordura subcutanea ou gordura inguinal, o deposito
localizado entre a parte inferior da caixa toracica e do meio da coxa. Ja o deposito
de gordura localizado na regido abdome até a regido do epididimo é considerado
gordura epididimal ou gordura visceral (Fernandes-Santos et al., 2009).

Considerando que o aumento da adiposidade total promove um maior risco de
doencas metabdlicas, o tecido adiposo visceral estda mais relacionado com doencas
associadas a obesidade e suas complicacdes, do que a adiposidade total ou a
guantidade de tecido adiposo subcutaneo (Fox et al., 2007; Pou et al., 2007).

O principal papel do tecido adiposo era de armazenamento de energia na forma
de triglicérides, mas hoje ele é reconhecido como o maior érgdo endocrino do corpo
humano (Bulcao et al., 2006). O tecido adiposo expressa e secreta uma variedade
de proteinas conhecidos como “adipocinas”, que inclui a leptina, adiponectina,
resistina, visfatina (Hida et al., 2005; Bastard et al., 2006), vaspina (Kloting et al.,
2006) e omentina (Yang et al., 2006; de Souza Batista et al., 2007) além de citocinas
pré-inflamatérias, como fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina-6 (IL-6) e
proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) (Antuna-Puente et al., 2008).

Outro importante o6rgdo alvo no caso de excesso alimentar € o figado,
guedesempenha um papel central no controle da homeostase glicEmica e esta
sujeito a uma regulacdo complexa por substratos, insulina e outros hormoénios. Em
roedores este Orgdo parece ser particularmente importante para a sensibilidade a
insulina, uma vez que esses animais estocam quantidade proporcionalmente
superior de glicogénio quando comparados aos humanos (Nandi et al., 2004; Diehl,
2005).
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A obesidade esta correlacionada positivamente com quantidade de lipidios na
dieta e o tipo de lipidio da dieta também esta4 envolvido no desenvolvimento de
doencas relacionadas a obesidade (Bueno et al., 2008). Ademais a ingestao de
gordura saturada estad intimamente associada com enrijecimento da membrana
plasmatica, levando a menor capacidade de interacdo dos receptores localizados
nas membranas e diminui¢cdo da taxa metabdlica basal (Matsuo et al., 1995b, a).

Ao contrario dos efeitos da gordura saturada, a ingestdo de &cidos graxos poli-
insaturados de origem vegetal, como 6leo de girassol, milho, canola e soja, ndo esta
ou estd muito pouco associada com a obesidade ou com mudancas na taxa
metabdlica basal (Storlien et al., 1998). No entanto, o0s acidos graxos
monoinsaturados  estdo  correlacionados  negativamente com  doencas
cardiovasculares.

Os acidos graxos monoinsaturados mais comuns na nossa dieta é o acido oleico,
o acido graxo predominante no oleo de oliva (Perona et al., 2006). Estudos mostram
gue ha melhora do padréo das lipoproteinas plasmaticas em humanos apos ingestao
de dieta rica em acido oleico, com subsequente diminuicdo do colesterol total, da
LDL-C e de triglicérides, assim como aumento da HDL-C (Mattson e Grundy, 1985;
Mensink et al., 1988). A vantagem dos acidos graxos monoinsaturados é que eles
podem ser sintetizados no organismo e sd0 menos susceptiveis a oxidacao quimica
em comparacdo com o0s acidos graxos poli-insaturados (Gorinstein et al., 2003). O
Oleo de oliva inibe a peroxidacdo em ratos devido a sua composicdo de acidos
graxos e do seu conteudo de polifenois antioxidantes (Visioli et al., 1995), o que
poderia contribuir para os efeitos benéficos do 6leo de oliva.

Em nosso laboratério, desde 1994 investigamos o efeito da ingestdo em longo
prazo de dietas hiperlipidicas com diferentes tipos de lipidios dietéticos (como por
exemplo, banha de porco, 6leo de soja, 6leo de canola, 6leo de palma, 6leo de oliva,
O0leo de peixe) (Aguila et al., 1998; Aguila e Mandarim-de-Lacerda, 1999, 2000,
2001b; Aguila e Mandarim-de-Lacerda, 200la; Aguila et al., 2002; Aguila e
Mandarim-de-Lacerda, 2003b, a; Aguila et al., 2004; Aguila et al., 2005; Gregorio et
al., 2008) e observamos que o tipo de lipidio da dieta € um fator crucial no
desenvolvimento ou atenuacao de diversas doencas.

A hipotese deste projeto € que dependendo do perfil lipidico da dieta (banha e
porco, rica em acido graxo saturado; 6leo de oliva, rico em acido graxo

monoinsaturado n-9; dleo de girassol, rico em acido graxo poli-insaturado n-6, éleo
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de canola, rico em &cido graxo poli-insaturado n-3) o desenvolvimento da obesidade
e sindrome metabdlica em camundongos da linhagem C57BL/6 sera diferenciado.
Para testar tal hipotese, foram estudados os efeitos de diferentes dietas
hiperlipidicas sobre o metabolismo de carboidratos, metabolismo dos lipidios
sanguineos, perfil secretor do tecido adiposo, biometria e parametros estruturais do

tecido adiposo e figado.
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1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 Epidemiologia da obesidade

O crescimento da taxa de obesidade na populacdo é uma questdo de extrema
importancia no mundo desenvolvido. Nos ultimos 30 anos os paises desenvolvidos
lideraram esse aumento e infelizmente, os paises em desenvolvimento estédo
seguindo o exemplo. Mais de 300 milhdes de pessoas no mundo ultrapassam o
indice de massa corporal (IMC) de 30 kg/m? (Kelly et al., 2008; Dixon, 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o IMC calculado a partir da
divisédo do peso em quilogramas pela altura ao quadrado em metros, € considerado
normal para ambos o0s sexos quando se encontra na faixa de 18,5 a 24,9 kg/m?. E
classificado como sobrepeso, o individuo que apresentar o IMC entre 25,0 e 29,9
kg/m?. E por fim, é classificado como obeso, aquele que apresentar o IMC acima de
30 kg/m? (WHO, 1998)

Quase um terco da populacdo adulta dos Estados Unidos estad obesa, e essa
propor¢cdo devera continuar a aumentar (Wang et al., 2008). Na Australia, as
prevaléncias sao 19% e 22% para homens e mulheres adultos, respectivamente
(Thorburn, 2005).

No Brasil, os inquéritos populacionais tém mostrado um aumento expressivo da
obesidade em todas as faixas etarias de ambos os sexos. (Estatistica, 2004). Entre
1974 e 2009, o percentual de meninos brasileiros entre 5 e 9 anos com excesso de
peso subiu de 10,9% para 34,8%. Ja o percentual de obesidade era de 2,9% em
1974-1975, foi a 4,1% em 1989 e atingiu 16,6% em 2008-2009. Entre as meninas, o
excesso de peso passou de 8,6% em 1974-1975 para 11,9% em 1989 e 32% em
2008-2009. Contudo o percentual de obesidade para as meninas subiu de 1,8% para
2,4% em 1989 e atingiu 11,8% em 2008-2009. Tendéncia semelhante foi observada
entre os jovens de 10 a 19 anos. A qual o excesso de peso atingiu 3,7% do total em
1974-1975 e 21,7 em 2008-2009. E a obesidade pulou de 0,4% para 5,9%. Entre as
meninas, 0 excesso de peso saltou de 7,6% para 19,4% e a obesidade de 0,7% para
4%. Entre os adultos - com 20 anos ou mais - 0 excesso de peso pulou de 18,5%
para 50,1% entre os homens e de 28,7% para 48% entre as mulheres. A obesidade
saltou de 2,8% para 12,4% entre os homens e de 8% para 16,9% entre as mulheres
(IBGE, 2010).
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Estima-se que existem mais de 300.000 mortes anuais atribuidas ao sobrepeso e
obesidade nos Estados Unidos, sendo 80% destes individuos com IMC superior a 30
Kg/m? (Allison et al., 1999). A relagcdo entre o IMC e a mortalidade é uma curva
ascendente (Gu et al., 2006; Jee et al, 2006) e este risco aumenta
progressivamente com o aumento do IMC na faixa acima de 30 Kg/m? (Calle et al.,
1999). O risco real de morte associada com a obesidade aumenta ndo s6 com o
IMC, mas também com a idade (Fontaine et al., 2003; Byers, 2006), mas 0s anos
estimados de vida perdidos em consequéncia da obesidade sdo maiores nos adultos
gue se tornaram obesos quando eram criangas (Fontaine et al., 2003).

A andlise de um seguimento do estudo de Framinghan constatou que mulheres
com 40 anos de idade nao fumantes perderam 7,1 anos de vida e homens na
mesma faixa etaria e também ndo fumantes perderam 5,8 anos por causa da
obesidade (Peeters et al., 2003). As causas do aumento da mortalidade associada
ao sobrepeso e obesidade incluem: doencas cardiovasculares, diabetes mellitus,
doencas renais e cancer (Flegal et al., 2007).

A classificacdo do peso corporal é geralmente baseada no IMC, que efetivamente,
nao avalia o conteudo da gordura corporal. Embora o IMC forneca informacdes uteis
para massa corporal, esse parametro precisa ser ajustado para a idade, o género e
a etnia do individuo (WHO, 1999; Evans et al., 2006; Rahman e Berenson, 2010).

A distribuicdo da gordura corporal constitui uma variavel de grande importancia na
avaliacdo do risco para doencas crénicas associadas a obesidade. Existe um valor
preditivo aumentado para doenca cardiovascular pela presenca de gordura visceral,
predominantemente na regido abdominal (Pouliot et al., 1994). Por essa razéo, a
distribuicdo de gordura corporal teria maior valor preditivo para a doenca
cardiovascular do que a relacdo entre peso e altura (Rexrode et al., 1998). Nesses
casos 0S homens apresentaram maiores riscos, ja gue como caracteristica
masculina existe maior acumulo de gordura visceral na regido abdominal e nas
mulheres tal acumulo ocorre principalmente na regido gluteofemoral (Martin e
Jensen, 1991). Considerando este aspecto, homem e mulher de mesma idade e
com o mesmo indice de massa corpérea tém seu risco cardiovascular aumentado na
proporcao do aumento de gordura visceral abdominal (Pouliot et al., 1994).

A distribuicdo de gordura visceral est4 associada com alteracdes metabdlicas e
maior secrecdo dos componentes da cascata inflamatéria proporcionando um

ambiente “téxico”. Em contrapartida, o acumulo de gordura na metade inferior do
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corpo, quadril, gluteo e coxa proximal pode ser protetora devido a influéncia dos
estrogenos (Wajchenberg, 2000; Goodpaster et al., 2003; Kanaya et al., 2004; Klein,
2004).

Estudos de Hans e colaboradores (Han et al., 1995) demonstraram que a medida
da circunferéncia da cintura (CC) maior que 88 cm para mulheres e maior que 102
cm para homens € capaz de identificar paciente com maior risco de doengas
cardiovasculares, ja a OMS estabelece como ponto de corte da CC de 80 cm para
mulheres e 94 cm para homens (WHO, 1998). Da mesma forma, a razao entre as
medidas da relacdo da cintura e do quadril (RCQ) maior que 0,95 para homens e
maior que 0,85 para mulheres, que caracterizam a distribuicdo central de gordura,
sdo utilizadas para identificar individuos com maior risco cardiovascular (WHO,
2000).

Um estudo australiano com quase 10.000 pessoas, constatou que a RCQ € um
parametro melhor do que CC e que o IMC na previséo do risco futuro de morte por
doenca cardiovascular (Welborn et al., 2003). Outro estudo que avaliou 1779
mulheres e 1625 homens na Tailandia revelou que a RCQ também é a melhor
previsdo de riscos futuros para o diabetes mellitus especialmente para individuos
com idade entre 45 e 64 anos (Chen et al., 2009).

Entretanto, outros estudos evidenciaram que a relacdo CC é a melhor previsao de
riscos cardiovasculares. Um estudo europeu realizado em 2008 com
aproximadamente 360 mil participantes demonstrou que a CC possui uma
correlacdo mais forte com morte cardiovascular do que a relacdo RCQ (Pischon et
al., 2008). Um terceiro estudo publicado mais recentemente prop&e novos valores de
IMC e CC para mulheres afro-americanas (Katzmarzyk et al., 2011). Corroborando
com esses dados, em 2005, a Federacdo Internacional de Diabetes propds
diferentes pontos de corte para cintura de acordo com a etnia do individuo e a
Associacédo Brasileira para o Estudo da Obesidade e Sindrome Metabdlica (ABESO)
também recomendou o uso desses pontos de corte (IDF, 2005; ABESO, 2009-2010).

As principais causas do aumento da obesidade sdo complexas, mas claramente
envolvem a interacdo com o meio ambiente, como a oferta de alimentos, a cultura, o
padrdo socioecondmico, ocupacédo urbana e politicas publicas (Dixon, 2010).

Héa também cada vez mais evidéncias de interacGes importantes entre o ambiente
€ nossos genes, possivelmente resultando de uma programacgdo metabolica e

alteracbes epigenéticas (Stevens et al., 2011). Existem evidencias muito claras de
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gue o consumo de dietas hipoproteicas e/ou hiperlipidicas durante a fase de
desenvolvimento humano leva ao surgimento de inimeras doengas crbnicas, dentre
elas a obesidade (Catta-Preta et al., 2006; Gregorio et al., 2010). E que esses
efeitos sdo transmitidos a geragodes futuras (Pinheiro et al., 2008).

A Figura 1 mostra de forma sucinta como a obesidade central influencia alguns

mecanismos para o desenvolvimento de uma ampla gama de doencas cronicas.

Estresse

Dislipidemia Disfuncio oxidativo
endotelial
Resisténciaa Acidos graxos
insulina Inflamacgao livres

sistémica

Sindrome do

Hipertensao L. s
ovario policistico

Diabetes
Tipo2 Aterosclerose

Doenca gordurosa
ndo alcodlicado
figado

Figura 1. Obesidade central e suas alteracdes metabolicas e inflamatérias (Figura

original do autor).

1.2 Tecido adiposo como 6rgéo enddécrino

Os adipdcitos sintetizam e liberam uma variedade de substancias do tipo
peptideos e ndo peptideos, bem como expressam outros fatores além de sua
capacidade de depositar e mobilizar triglicérides, retinoides e colesterol. Estas
propriedades permitem uma interacdo do tecido adiposo com outros 6rgaos, bem
como com outras células adiposas (Galic et al., 2010).

O tecido adiposo, enquanto O6rgdo secretor apresenta peculiaridades distintas,
uma vez que constitui um tecido que é distribuido amplamente e de forma variada no
corpo. Além disso, a capacidade metabdlica do tecido adiposo varia em funcdo da
sua localizagdo (subcutanea ou visceral), podendo contribuir de forma mais ou

menos intensa para a secrecdo de citocinas especificas (Hauner, 2004; Fox et al.,
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2007; Gnacinska et al., 2009). As proteinas sintetizadas pelo tecido adiposo séo
conhecidas como "adipocinas" ou "adipocitocinas" (Gnacinska et al., 2009).

As adipocinas desempenham um papel importante na regulagdo dos processos
metabdlicos (funcdo autdcrina e paracrina). Eles também regulam os processos
sistémicos, exibindo propriedades tipicas do sistema enddécrino. Portanto, o tecido
adiposo € uma parte importante do sistema enddcrino (Trayhurn e Wood, 2004;
Antuna-Puente et al., 2008).

O adipdcito € o local de sintese de muitas proteinas envolvidas na inflamacéo.
Citocinas associadas com inflamacéo e secretadas pelos adipécitos incluem TNFaq,
interleucinas (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10) e MCP-1. Os adipdcitos também secretam
proteinas da fase aguda do processo inflamatério, como amiloide A, haptoglobina e
PAI-1. Adipocinas como leptina, resistina e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) também desempenham um papel importante na inflamacao. Além disso, a
concentracdo da maioria das citocinas pro-inflamatérias (que séo produzidas por
macrofagos e adipocitos) aumenta concomitante com o crescimento da massa de
gordura corporal. Portanto, a obesidade pode ser caracterizada como um estado
inflamatorio crénico, e que desempenha um papel fundamental na génese da
resisténcia a insulina e sindrome metabdlica (Bedoui et al., 2005; Guerra et al.,
2008; Gnacinska et al., 2009).

1.2.1 Leptina

A leptina é um produto do gene da obesidade (ob), que foi descoberto em 1994,
em camundongos obesos ob/ob por Zhang e colaboradores (Zhang et al., 1994).
Quase ao mesmo tempo, o gene ob foi descoberto em humanos em 7q31 do
cromossoma. O produto desse gene foi chamado leptina (palavra grega leptos que
significa magro). A leptina regula a ingestdo de alimentos diminuindo o apetite. Sua
atuacdo é maior no sistema nervoso central, mas seu papel ndo é restrito a
regulamentacao do balanco de energia (Friedman, 1997; Friedman e Halaas, 1998).

A leptina é quase exclusivamente expressa e produzida pelo tecido adiposo
branco, especificamente, pelos adipécitos diferenciados (Ahima e Flier, 2000). A
gordura subcutanea é responsavel por 80% do total da producéo de leptina. Isto foi

demonstrado em culturas in vivo, onde a produgdo de leptina foi maior nos



25

adipécitos subcutaneos do que naqueles de origem visceral. A concentracdo de
leptina plasmética (Considine et al., 1996) e a expressdo do M-RNA do tecido
adiposo (Vidal et al., 1996) estdo diretamente relacionados com o grau da
obesidade, assim sendo, um aumento da massa adiposa esta associada com
aumento da quantidade de leptina, o que torna a leptina um indicador do total da
massa adiposa (Antuna-Puente et al., 2008).

Em média, a secrecao de leptina por grama de tecido adiposo é duas vezes maior
em obesos do que em magros. Isto acontece porque o adipdcito do obeso esta
hipertrofiado duas a quatro vezes do normal, fazendo com que haja uma secrecao
até sete vezes maior de leptina (Fried et al., 2000).

Embora o principal efeito biol6gico da leptina no sistema nervoso central seja o
controle da ingestédo alimentar e do gasto energético, ha uma relacéo significativa
entre leptinemia e o estado inflamatoério crénico da obesidade, o que sugere outros
possiveis efeitos bioldgicos associados as citocinas (Ahima e Flier, 2000). De fato,
um aumento da resposta pro-inflamatéria tem sido observado na presenca de
hiperleptinemia (Loffreda et al., 1998; van Dielen et al., 2001). A leptina é capaz de
controlar a produgédo de TNFa e a ativagdo de macrofagos (Loffreda et al., 1998) e,
por outro lado, parece que o TNFa e a |IL-6 sdo capazes de estimular a producéo de
leptina pelos adipdcitos (van Dielen et al., 2001; Simons et al., 2005). Além disso, a
leptina promove agregacao plaquetaria (Konstantinides et al., 2001; Cooke e Oka,
2002) e aumento de colesterol nos macréfagos (O'Rourke et al., 2002) e na
angiogénese (Sierra-Honigmann et al., 1998).

Outro ponto importante a ser relatado € a relacdo da leptina com a resisténcia a
insulina. Uma mutacdo no gene ob/ob da obesidade em ratos provoca a falta de
leptina, levando a hiperfagia, obesidade e, posteriormente, desenvolvimento de
resisténcia a insulina e doencas endécrinas. A administracdo de leptina
recombinante nestes animais reduz a ingestao alimentar, aumenta o metabolismo
basal e reduz de forma significativa a massa corporal (Friedman, 1997; Friedman e
Halaas, 1998; Al-Daghri et al., 2002). Embora a administracdo de leptina em
camundongos ob/ob cause reversdo da obesidade pela reducdo da ingestédo
alimentar e aumento da taxa metabdlica basal, a relevancia deste modelo genético
para o tratamento da obesidade humana parece ser minimo. Em contraste, obesos
com hiperleptinemia parecem ser insensiveis ou resistentes a leptina (Westerterp-
Plantenga et al., 2001).
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A resisténcia a leptina também pode ocorrer no musculo esquelético (Westerterp-
Plantenga et al., 2001). O desenvolvimento da resisténcia a leptina no musculo
esquelético é caracterizada pela supressédo da atividade da proteina quinase ativada
por AMP (AMPK) (Steinberg et al., 2006a; Steinberg et al., 2006c).

1.2.2 Adiponectina

A adiponectina foi descoberta em 1990 por quatro grupos diferentes de
pesquisadores. E produzida predominantemente pelo tecido adiposo e sua
concentracdo, diferentes das demais adipocinas, é reduzida na presenca de
obesidade e resisténcia a insulina (Lihn et al., 2005; Sharma e Tarnopolsky, 2005;
Trujillo e Scherer, 2005).

A hipoadiponectinemia esta associada com a ocorréncia de sindrome metabdlica,
diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia, esteatose
hepatica e doenca cardiaca isquémica (Targher et al., 2004; Kadowaki et al., 2006;
Frystyk et al., 2007).

Nivel elevado de leptina e nivel diminuido de adiponectina séo caracteristicos da
sindrome metabdlica e correlacionados com alto risco de doencas cardiovasculares.
Alguns autores sugerem que a adiponectina plasmatica pode prever eventos
cardiovasculares, em uma populacdo sem diagnostico de doenca cardiovascular
(Lindsay et al., 2002). Além disso, ha razdes para crer que a adiponectina ndo pode
ser apenas um marcador de risco cardiovascular, mas também um fator de risco
causal. A adiponectina pode reduzir o risco de doenca cardiovascular, melhorando a
sensibilidade a insulina e os niveis séricos de colesterol e triacilglicerol, como
sugerido por estudos experimentais e ensaios clinicos (Fagerberg et al., 2010;
Hecker et al., 2010). Diante dos dados supracitados, entende-se que a adiponectina
impede o desenvolvimento do diabetes mellitus e da doenca cardiaca isquémica. Em
vista dos vantajosos efeitos metabdlicos dessa proteina, é esperado que a
adiponectina possa no futuro ser usada terapeuticamente (Lihn et al.,, 2005;

Gnacinska et al., 2009).
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1.2.3 Resistina

As primeiras informagdes sobre a resistina foram descritas em 2001. Ela deve seu
nome ao seu papel na resisténcia a insulina. Esta proteina também €& conhecida
como FIZZ3 (found inflammatory zone, encontrado em zonas inflamatorias) e ADSF
(adipocyte-specific secretory factor, fator secretor especifico do adipdécito) e foi
inicialmente identificado como um novo fator de transcricdo produzido
exclusivamente pelos adipécitos (Steppan et al., 2001).

A secrecao de resistina ocorre nos adipdcitos de roedores (Steppan et al., 2001),
e nos macréfagos de humanos (Patel et al.,, 2003). A sintese da resistina esta
aumentada no estado pés-prandial e na obesidade e pode ser reduzida pelos
ligantes dos receptores ativados por proliferador de peroxissomo gama (PPARYy)
(Rajala et al., 2004).

Estudos baseados em animais com hiperresistinemia demonstram que a resistina
exerce papel na homeostase da glicose. A perfusdo ou superexpressao de resistina
leva a hiperglicemia, em grande parte, pelo aumento da producdo de glicose
hepatica (Banerjee et al., 2004; Qi et al., 2006).

A importancia da resistina em seres humanos ainda nao esta muito clara, visto
gue nem todos os estudos demonstram aumento da resistina sérica em pacientes
obesos (Savage et al., 2001; Sentinelli et al., 2002).

Ainda ndo esté totalmente elucidado sobre as vias de sinalizacao intracelular pelo
gual a resistina induz seus efeitos metabdlicos, embora a resistina tenha se
mostrado importante na regulacdo de vias metabodlicas em varios tecidos e 6rgaos
incluindo o hipotalamo, adipécitos e figado. Uma constatacdo "in vivo" € que a
resistina suprime a ativacdo da AMPK no figado e no masculo esquelético (Banerjee
et al., 2004; Satoh et al., 2004; Qi et al., 2006). No entanto, no musculo isolado de
roedor isto ndo ocorre, sugerindo que os efeitos inibitérios de resistina na ativacao
da AMPK possa exigir a liberacdo de um fator desconhecido de outros tipos de
células (Jorgensen et al., 2009). Uma possibilidade para explicar esse fato pode ser

0 aumento da SOCS3 induzida pela resistina (Steppan et al., 2005).
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1.2.4 Visfatina

A visfatina foi identificada por Shimomura e colaboradores. Ela é sintetizada e
secretada principalmente pela gordura visceral - por isso o nome "visfatina”. Este
fator estd presente no plasma de humanos e de camundongos (Fukuhara et al.,
2005). Assim sendo, niveis plasméticos de visfatina estdo correlacionados com a
gordura visceral (Fukuhara et al., 2005);

A infusdo endovenosa de visfatina em ratos normais leva a uma queda aguda da
glicemia, independente da secrecéo de insulina (Fukuhara et al., 2005). Este efeito
hipoglicemiante tem sido visto em modelos de resisténcia a insulina induzido por
dieta ou hiperinsulinémicos (induzidos por estreptozotocina).

Da mesma forma que a insulina, a visfatina in vitro aumenta a captacéo de glicose
pelos miocitos e adipdcitos e inibe a liberacdo de glicose pelo hepatécito. Os efeitos
também séo observados na via de sinalizacéo da insulina e surpreendentemente, a
visfatina e a insulina possuem a mesma afinidade para o receptor de insulina, com a
visfatina interagindo fisicamente com o receptor, porém em um local diferente
(Fukuhara et al., 2005).

Apesar dessas semelhancas entre a visfatina e a insulina, ha também diferencas
importantes. Por exemplo, os niveis de visfatina ndo se alteram nos estados
alimentados ou em jejum. Embora seja muito cedo para considerar esta adipocina
no desenvolvimento de medicamentos hipoglicemiantes, uma pesquisa mostrou que
ocorre um aumento da visfatina sérica com a deterioracdo progressiva das células

beta em pacientes diabéticos do tipo 2 (Lopez-Bermejo et al., 2006).

1.2.5 Vaspina

Vaspina (visceral adipose-tissue-derived serine protease inhibitor - vaspin) € uma
adipocina recentemente identificada como um membro da familia de inibidor de
protease-serina (Hida et al., 2005). E expressa no tecido adiposo visceral e esta
presentes em roedores (Hida et al., 2005) e humanos (Kloting et al., 2006)
concomitante com a obesidade. A expressao tecidual e 0s niveis plasmaticos da
vaspina sdo normalizados pela acdo da insulina ou sensibilizadores de insulina

(como por exemplo, a pioglitazona) (Curat et al., 2006). Além disso, injecbes de
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vaspina em ratos obesos melhorou a resisténcia a insulina e a tolerancia aos
carboidratos (Hida et al., 2005).

1.2.6 Omentina

Omentina foi identificada a partir de triagem de transcricdbes do DNA da gordura
omental humana e esta fortemente expressa no tecido adiposo visceral e fracamente
expressa no tecido adiposo subcutaneo (Schaffler et al., 2005; Yang et al., 2006). A
omentina é um peptideo de 313 aminoacidos, esta presente nas células do estroma
vascular do tecido adiposo omental, mas ndo em células adiposas maduras.
Curiosamente, ela aumenta a secrecéo de insulina, estimula a captacéo de glicose
pelos adipocitos (omental e subcutaneo), e promove a fosforilacdo da proteina
quinase B (PKB ou PKB) (Yang et al., 2006).

Individuos magros possuem niveis plasmaticos mais elevados de omentina do
gue os individuos obesos ou com excesso de peso (de Souza Batista et al., 2007).
Os niveis plasmaticos de omentina estao inversamente correlacionados com o IMC,
com a CC, com os niveis de leptina e com a resisténcia a insulina. Alem disso, a
omentina esta positivamente correlacionada com a adiponectina e os niveis de HDL-
colesterol. Assim, a expressdo do gene omentina encontra-se diminuido na
obesidade (de Souza Batista et al., 2007).

1.2.7 Fator de necrose tumoral alfa (TNFa)

Em seres humanos o TNFa é sintetizado e secretado pelas células do estroma
vascular e fracdes da matriz, incluindo os macrofagos, apesar de ter seu m-RNA
expresso no tecido adiposo. Entretanto, em condic¢fes fisioldgicas, o tecido adiposo
produz uma quantidade relativamente grande de TNFa, fato este que o inclui como
uma adipocina. Apenas uma parte do TNFa derivado do tecido adiposo se origina do
préprio adipdcito; uma consideravel parte pode ser secretada por macrofagos
infiltrados no tecido adiposo, fato este particularmente importante na obesidade
(Weisberg et al., 2003).
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O TNFa foi o primeiro fator derivado do tecido adiposo que correlacionou
obesidade, inflamacao e diabetes. Hotamisligil e colaboradores descreveram que o
aumento da expressao de TNFa no tecido adiposo tem relacdo com a resisténcia a
insulina (Hotamisligil et al., 1993). Além disso, Nicklas e colaboradores
demonstraram que a expressao génica do TNFa nos tecidos adiposos (subcutaneo e
visceral) € maior em pessoas obesas do que em eutréficos (Nicklas et al., 2005). J&
se sabe que o TNFa prejudica a sinalizagao de insulina nos hepatécitos e no tecido
adiposo (Stephens et al., 1997; Ruan et al., 2002; Cai et al., 2005).

Em diabéticos obesos, a neutralizacdo do TNFa nao parece melhorar a tolerancia
a glicose ou a sensibilidade a insulina, no entanto, em individuos obesos sem
diabetes, essa neutralizacdo melhora a sensibilidade & insulina (Tam et al., 2007).
Além disso, o TNFa é capaz de reduzir a oxidagdo dos acidos graxos tanto nos
hepatocitos (Nachiappan et al., 1994) como no musculo esquelético (Steinberg et al.,
2006b) fazendo com que haja maior acumulo de gordura nesses tecidos e

contribuindo ainda mais para a resisténcia a insulina.

1.2.8 Interleucina-6 (IL-6)

A IL-6 € uma citocina imunomoduladora com acgao pro-inflamatoria e enddcrina. O
tecido adiposo (preferencialmente a gordura visceral) é a principal fonte de IL-6
circulante nos estados nao inflamatorios (Fantuzzi, 2005). A IL-6 possui acdo sobre
varias células e tecidos. E capaz de induzir a producéo de proteina C reativa (PCR)
pelos hepatocitos, ativar células do sistema imune e apresenta grande correlacéo
com complicacbes cardiovasculares (Bastard et al., 2006). O nivel de IL-6 é trés
vezes maior em pacientes com obesidade e diabetes tipo 2 do que em pessoas
eutroficas. Em adipdcitos e hepatdcitos, a IL-6 inibe a via de sinalizacao da insulina
(Senn et al., 2002; Rotter et al., 2003).

Além disso, a IL-6 promove a oxidacao dos acidos graxos e captacao de glicose
no musculo esquelético, exigindo a ativacdo da AMPK (Carey et al., 2006; Glund et
al., 2007). No entanto, esse mecanismo ainda é desconhecido. Supbe-se que a IL-6
influencia negativamente o metabolismo dos carboidratos através do impacto sobre

a regulacao da visfatina (Pittas et al., 2004).
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1.2.9 Inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1)

O PAI-I é uma proteina antifibrinolitica produzida, sobretudo pelo figado, mas
também pelo tecido adiposo, que € a sua principal fonte na obesidade. A producéo
do PAI-1 é estimulada pela insulina e pelos corticoides e a sua expressao é regulada
pelos PPAR (Receptores Ativados por Proliferador de Peroxissomo), que
desempenham um papel na adipogénese, no metabolismo da glicose e de lipidios
(Fantuzzi, 2005).

Foi descrito que existe correlagdo da concentracdo de PAI-1 e o IMC em todas as
faixas etérias, tanto em homens como em mulheres. Assim, obesos apresentam
maior concentracdo de PAI-1 em comparacdo com eutréficos. Além disso, existe um
aumento da expressdao do mRNA de PAI-1 no tecido adiposo dos obesos. Alguns
estudos demonstram que existe correlacdo direta entre expressao de PAI-1 nos
adipdcitos e sua concentracdo plasmatica. Entretanto ainda ha divergéncia sobre o
local onde o PAI-1 é mais expresso. Alguns autores relatam que a expressao de
PAI-1 é maior no tecido adiposo visceral do que no tecido adiposo subcutaneo e
com isso, a obesidade visceral esta associada ao aumento da concentracao do PAI-
1. Entretanto, outros estudos relatam que néo existe diferenca na expresséo de PAI-
1 entre o tecido adiposo visceral e o subcutaneo (Mutch et al., 2001; Mertens e Van
Gaal, 2002; Trost et al., 2006).

Niveis elevados de PAI-1 coexistem com quase todos os componentes da
sindrome metabdlica, incluindo hiperinsulinemia, hipertensao arterial sistémica,
obesidade visceral, hipertrigliceridemia, aumento da concentracdo dos AGL,
aumento do LDL colesterol e diminuicdo do HDL colesterol. Niveis elevados de PAI-
1 é um fator de risco independente para o desenvolvimento do diabetes tipo 2, uma
vez que diabéticos tipo 2 apresentam concentracao de PAI-1 trés vezes maiores do
gue individuos sem diabetes (Trost et al., 2006).

Todavia, o0 estilo de vida também influencia a concentracdo de PAI-1. Por
exemplo, a diminuicdo do peso, a pratica regular de atividade fisica e a diminui¢éo
da resisténcia a insulina reduzem significativamente os niveis séricos de PAI-1
(Mavri et al., 2004; Trost et al., 2006).

Desta forma, as adipocinas leptina, resistina, TNFa, PAI-1, MCP-1 e IL-6 levam a

um estado pré inflamatorio com inducdo da resisténcia a insulina. Em contrapartida,
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as adipocinas adiponectina, vaspina e visfatina possuem efeitos antiinflamatorios,
melhorando a sensibilidade a insulina.
A acado de todas as adipocinas supracitadas e sua relacdo com a obesidade e

inflamacao esta resumida na Figura 2.
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Figura 2. Tecido adiposo, adipocinas e resisténcia a insulina (figura original do

autor).

1.3 Resisténciaainsulina e obesidade

O mecanismo preciso na génese da resisténcia a insulina ainda é desconhecido,
porem alguns estudos tém demonstrado que as alteracbes moleculares na via de
sinalizacdo da insulina sdo determinantes na resisténcia a insulina que acontece nos
tecidos periféricos, como o musculo esquelético e o tecido adiposo. Uma dessas
alteracbes pode ser na translocacdo do transportador de glicose (GLUT),
prejudicando a passagem de glicose para o0 meio intracelular. Entretanto, estas
alteracdes na translocacdo do GLUT é mais especifica no subtipo GLUT-4, néo
sendo tdo marcada nos demais subtipos deste transportador (Hotamisligil et al.,
1996; Dandona et al., 2004; Tsukumo et al., 2007; Waki e Tontonoz, 2007).
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principal responsavel pela ativagdo da translocacdo do transportador de glicose
(GLUT’s) na membrana plasmatica,

O GLUT-4 é o transportador insulina-dependente mais abundantemente
encontrado nas membranas celulares de tecidos como muasculo esquelético,
musculo cardiaco e tecido adiposo. Entretanto, sem o estimulo hormonal da insulina,
o GLUT-4 fica armazenado em vesiculas citoplasmaticas e a sua concentracdo na
membrana fica muito baixa. Apés a estimulacao pela insulina, esses transportadores
séo translocados para a membrana e o transporte de glicose acontece. No entanto,
em algumas células, como nos hepatdcitos, neurénios e hemacias, a glicose é capaz
de se difundir para o interior da célula independente da presenca de insulina (Olson
e Pessin, 1996; Foster e Klip, 2000).

Na obesidade ocorre reducdo na concentracdo e na atividade do receptor de
insulina (RI), redug&o na concentragéo e fosforilagdo dos substratos do receptor de
insulina 1 (IRS-1) e 2 (IRS-2), reducdo na atividade da fosfatidilinositol 3-quinase
(P13q), reducéo na translocacéo dos GLUT’s e reducdo na atividade das enzimas
intracelulares (Tuomilehto et al., 2001; Knowler et al., 2002; McPherson e Jones,
2003). Isso atenua a captacdo de glicose nos tecidos insulinodependentes, como
musculo esquelético e tecido adiposo.

Os acidos graxos livres (AGL) foram implicados nos processos de fosforilagdo e
ativacao de via insulina e RIl. Ao passo que a presenca de elevados niveis de AGL
circulantes esta associada a uma menor fosforilacdo em sitios especificos e a menor
ativacdo de proteinas-chave da via da insulina (IRSs/P13q). Evidéncias cientificas
apontam uma relacdo direta entre AGL e resisténcia a insulina, que pode ser
decorrente do acumulo de triglicérides e metabdlitos derivados de acidos graxos
(diacilglicerol, acetil-Coenzima A e ceramidas) no musculo e no figado (Shulman,
2004; Savage et al., 2007).

Existem formulas matematicas para identificar a resisténcia a insulina. Em
condicBes fisiologicas basais (apdés um jejum noturno, por exemplo) os niveis
sanguineos de insulina e da glicose podem ser correlacionados e permitem o célculo
de um indice da sensibilidade (ou resisténcia) a insulina. Destacam se a razao
glicose/insulina (Caro, 1991), o indice de resisténcia a insulina do HOMA
(Homeostasis Model Assessment) (Matthews et al., 1985; Bonora et al., 2000), o

indice de resisténcia a insulina FIRI (Fasting Insulin Resistance Index) (Duncan et
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al., 1995; Katz et al., 2000) e o indice de sensibilidade & insulina QUICKI
(Quantitative Insulin Sensitivity Check Index) (Katz et al., 2000; Radziuk, 2000).
Dentre os indices supracitados, o0 HOMA apresenta dois tipos: 0 HOMA-IR e o
HOMA-B. O HOMA-IR avalia a resisténcia insulinica, enquanto o HOMA-f avalia a
funcdo secretora da célula B pancreatica. De todos os testes o mais utilizado é o

HOMA-IR que pode ser calculado pela formula abaixo:

Insulina (mU/mL) x glicemia (mMol/L)
HOMA IR = 22,5

O HOMA-IR é considerado normal quando o valor encontra-se na faixa de: 0,97 a
1 (Matthews et al., 1985; Bonora et al., 2000)

1.4 Figado e obesidade

Uma das complicagbes mais frequentes da obesidade em adultos e criancas é a
doenca hepética gordurosa nao alcodlica (DHGNA) (Rector et al., 2008), que possui
correlacdo com o tecido adiposo visceral (van der Poorten et al., 2008) e hoje é
considerado o fator hepatico da sindrome metabdlica (Farrell e Larter, 2006).

DHGNA é uma das doencas hepaticas mais comuns e tem como definicdo, o
acumulo de triglicérides hepatico maior de 5% do peso do orgédo (Kleiner et al.,
2005). Sua prevaléncia varia de 10% a 30% em adultos sadios e na presenca de
obesidade e diabetes mellitus tipo 2, essa faixa aumenta para 75% a 100% (Angulo,
2002; Browning et al., 2004).

Embora a patogénese exata da DHGNA permaneca desconhecida, a hipotese
mais aceita é que fatores agressores estdo envolvidos nesta condicdo. Em primeiro
lugar, como resultado da resisténcia a insulina, h4 maior sintese e acumulo de
triglicérides no hepatdcito, levando a esteatose macrovesicular. Logo, é provavel que
uma menor oxidacdo de acidos graxos, por uma alteracdo da funcdo mitocondrial,
possa contribuir para a esta situacdo. A segunda agressao é geralmente atribuida ao

estresse oxidativo, que causa peroxidacao de lipideos na membrana do hepatdcito,
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producdo de citocinas que sdo, em parte, responsaveis pela progressao da
esteatose para esteatoepatite e cirrose (Liu et al., 2010).

Um recente estudo demonstrou de forma convincente que a disfuncao
mitocondrial precede o desenvolvimento da DHGNA e resisténcia a insulina em ratos
obesos e hiperfagicos (Otsuka Long Evans Tokushima Fatty, OLETF). Além disso, a
perda progressiva da fungdo mitocondrial em conjunto com a transicdo da
resisténcia a insulina para diabetes tipo 2, provavelmente contribui para a
progressdo da esteatose hepéatica. Sendo assim, a manutencdo da funcéo
mitocondrial representa um alvo terapéutico atraente para a prevencdo e 0
tratamento da DHGNA (Rector et al., 2010).

O papel da leptina na DHGNA é ainda controverso, mas estudos sugerem que
este horménio esta envolvido no desenvolvimento da esteatose hepatica e
esteatoepatite, e que os niveis de leptina se correlacionam com a esteatose, mas
nao com inflamacao ou fibrose (Uygun et al., 2000; Chitturi et al., 2002).

Outra observacgao importante € com relagdo a sintese e absorcao de colesterol em
pacientes portadores de DHGNA. Recentemente um grupo de pesquisadores da
Finlandia avaliou a sintese e absorcéo de 114 pacientes portadores de DHGNA em
comparacdo com 128 individuos saudaveis e foi constatado que a sintese de
colesterol estava aumentada e a absorcdo diminuida nos pacientes portadores da
DHGNA. O metabolismo do colesterol esta associado ao teor de gordura no figado
independente da massa corporal, 0 que significa que quanto maior for o acimulo de
lipidio no figado, maior sera a sintese do colesterol, e menor a absorcdo do
colesterol, contribuindo de forma significativa para o aumento do colesterol livre e
agravando ainda mais os efeitos téxicos no figado (Simonen et al., 2011). A Figura 3

resume a patogénese da DHGNA.
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Figura 3. Diagrama das possiveis causas e mecanismos de acumulo de Triglicérides

no figado (Figura original do autor).

Como em outras doencas hepaticas, muitos pacientes com DHGNA (50% a
100%) sado assintomaticos. A doenca hepatica € muitas vezes descoberta
acidentalmente, durante exames de rotina que revelam um aumento das
transaminases hepaticas (Sass et al.,, 2005). Os exames de imagens como
ultrassonografia (US), tomografia computadorizada (TC) e ressonancia magnética
(RM) podem identificar a esteatose hepatica. Destes, a US € a mais barata. Os
achados sonograficos de alteracfes gordurosas difusas sao ecotextura hiperecoica
difusa e aumento de ecotextura comparado ao rim. Por outro lado, na TC evidencia-
se menor densidade do parénquima hepatico. A comparacdo destes dois métodos
mostra que o exame de US é o mais sensivel na deteccdo das mudancas
gordurosas difusas que ocorrem na esteatose. Entretanto, quando as alteracfes de

infiltrac&o gordurosa séo localizadas, a TC e a RM séo superiores a US (Fabbrini et
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al., 2009; Guiu et al., 2009; Mennesson et al., 2009; Schwenzer et al., 2009; Lee et
al., 2010b). Além disso, estudos recentes evidenciaram a necessidade de uma
padronizacdo dos exames diagnosticos nao invasivos (Fabbrini et al., 2009; Guiu et
al., 2009; Mennesson et al., 2009; Schwenzer et al., 2009; Lee et al., 2010b).
Entretanto, deve ser destacado que nenhum dos métodos citados € capaz de
distinguir a esteatose da esteatoepatite, nem estimar a gravidade dessas alteracoes.
Assim, a bidpsia hepéatica ainda é considerada o padrdo-ouro para o diagnostico da
DHGNA (Fabbrini et al., 2009; Guiu et al., 2009; Mennesson et al., 2009; Schwenzer
et al., 2009; Lee et al., 2010b).

O método utilizado para avaliar as laminas de tecido hepético e classificar o grau
da lesé@o é outro ponto em discussao na literatura. A coloragéo utilizada nas laminas
pode variar, porém alguns estudos indicam que para melhor preservacdo dos
vacuolos de gordura e, consequentemente, uma avaliacdo mais fidedigna do tecido,
seria mais indicado o método da coloracdo Oil Red O em cortes congelados (Ge et
al., 2010; Levene et al., 2010; Rector et al., 2010). Por tanto para classificar o grau
da lesdo também néo existe ainda um consenso. Diversos métodos quantitativos e
gualitativos (Brunt et al., 1999; Turlin et al., 2001; Kleiner et al.,, 2005) foram
descritos e sabe-se hoje que os métodos qualitativos acabam sendo dependentes
da experiéncia do avaliador, ndo tendo uma boa acuracia. Em contrapartida, os
métodos quantitativos, sejam através da analise digital da imagem ou através da
contagem de pontos por estereologia, apresentam maior acuracia e com iSso Sao 0s
mais recomendados para o diagnostico (Franzen et al., 2005; Turlin et al., 2009;
Rawlins et al., 2010).

1.5 Lipidios e obesidade

A obesidade ndo € uma doenca singular, e sim um grupo heterogéneo de
condi¢cBes com multiplas causas que, em Ultima analise, refletem no fenétipo obeso
(Dixon, 2010). O balanco energético positivo € importante contribuidor para o
desenvolvimento da obesidade, promovendo aumento nos estoques de energia € no
peso corporal. A manutencdo do balanco energético positivo pode ser consequéncia
tanto de aumento na ingestdo alimentar, como reducdo no gasto energético, ou 0s

dois fatores combinados (Hill et al., 2000).
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As estatisticas populacionais da maioria dos paises do mundo indicam que a
industrializagdo e a informatizagdo tém sido associadas com aumento do
sedentarismo e, mais recentemente, com uma mudanca significativa na populagao
de peso saudavel para sobrepeso/obesidade (Chaput e Tremblay, 2009). Além
disso, este processo de modernizagdo e transicdo econdOmica tem promovido
alteracbes na industrializacdo da producdo alimenticia, que colabora para o
consumo de dietas ricas em proteina e gordura e com baixo teor de carboidratos
complexos (Wildey et al., 2000). Deste modo, o sedentarismo e o0s hébitos
alimentares parecem representar o principal fator de risco no desenvolvimento da
obesidade.

N&o sdo apenas os totais de energia ingerida e energia gasta que regulam a
guantidade do estoque de energia corporal (Flatt, 1987, 1995), mas também o
balanco de cada macronutriente esta envolvido no rigoroso controle para ajustar o
consumo com o gasto (e vice-versa) e manter um estado de equilibrio. Flatt (Flatt,
1987) afirma que o balanco de nitrogénio e de carboidratos € facilitado pela
capacidade do organismo em ajustar as taxas de oxidacdo de aminoacidos e de
glicose, respectivamente, em relacado aos seus consumos alimentares. No caso das
gorduras, esse ajuste € bem menos preciso e 0 aumento do seu consumo nao
estimula proporcionalmente o0 aumento de sua oxidacdo. Além disso, a eficiéncia
com que o lipidio da dieta é estocado como gordura corporal € alta (por volta de
96%). O aumento da ingestdo de lipidios induz ao balanco lipidico positivo e,
consequentemente, ao acumulo de tecido adiposo corporal (Flatt, 1987, 1995). Em
animais, a primeira descricdo que o aumento da ingestdo de lipidios induzia
obesidade ocorreu em 1959 com o trabalho de Masek e Fabry (Masek e Fabry,
1959). Posteriormente a isso, indmeros estudos apontaram que a dieta hiperlipidica
€ um componente importante na etiologia da obesidade (Pinheiro et al., 2007;
Souza-Mello et al.,, 2007; Fernandes-Santos et al.,, 2009; Fraulob et al., 2010;
Nascimento et al., 2010).

No entanto, o tipo de lipidio ingerido na dieta também pode influenciar a
adiposidade, visto que alguns trabalhos mostram correlacdo significativa entre o
percentual de gordura corporal e o percentual de gordura saturada e
monoinsaturada ingerida na alimentacdo (Romieu et al., 1988). Matsuo e Suzuki
(Matsuo e Suzuki, 1994) também encontraram alteracdo na afinidade dos receptores

B-adrenérgicos no tecido adiposo marrom, no coracdo e no musculo soleo



39

decorrente de dieta hiperlipidica rica em acidos graxos saturados. Awad e Zepp
(Awad e Zepp, 1979) ja haviam demonstrado, em 1979, que ratos alimentados com
dieta rica em &cidos graxos saturados apresentavam menor taxa de lipolise do que
animais alimentados com dieta rica em acidos graxos poli-insaturados, devido a
menor atividade da lipase hormdnio-sensivel.

Awad e Chattopadhyay (Awad e Chattopadhyay, 1986) demonstraram que a dieta
rica em &cidos graxos saturados altera a composicédo do triacilglicerol nos adipécitos,
modificando a localizacdo dos acidos graxos encontrados nas posi¢cdes 1 e 3. Uma
possibilidade para a reducdo da atividade lipolitica resultante da dieta rica em &acidos
graxos saturados é uma menor afinidade entre a lipase horménio-sensivel e o
triacilglicerol modificado (Takeuchi et al., 1995).

O acido graxo saturado € oxidado mais lentamente devido, parcialmente, a
reduzida taxa de absorgéo pelas células intestinais, e subsequente reduzida taxa de
reesterificacdo. Estes acidos graxos promovem alteragcdes nas membranas celulares
qgue, por fim, reduzem a taxa metabolica basal contribuindo para o aumento da
adiposidade. Estas alteracbes nas membranas decorrem de reducdo nas atividades
de enzimas que participam da biossintese de acidos graxos denominadas de
desaturases, em adaptacdo a alta ingestdo de acidos graxos saturados. Esta
reducédo resulta em maior disponibilidade de acidos graxos saturados, que acabam
compondo as membranas celulares em maior quantidade, aumentando sua
saturacdo. O aumento da saturacdo das membranas celulares implica em alteracdes
na funcionalidade na bomba de sodio e potassio, reduzindo o transporte de elétrons
nas membranas mitocondriais. Sabe-se que o transporte de sOdio no consumo
energético celular contribui com 20% da taxa metabdlica basal em humanos. Sendo
assim, estas alteracdes na composicdo das membranas celulares, por fim, reduzem
a taxa metabolica basal de animais e humanos que ingerem grande quantidade de
acidos graxos saturados, contribuindo para o aumento da adiposidade nestas
situacles (Pan et al., 1994).

Um estudo recente avaliou o efeito metabolico e molecular de diferentes dietas
hiperlipidicas (42% de lipidio dividido em banha de porco, 6leo de oliva, 6leo de coco
e Oleo de peixe). Este estudo constatou que a gordura saturada (ofertada na forma
de banha de porco) € a mais indicada para provocar alteracbes metabdlicas
associadas a obesidade e que a gordura monoinsaturada (sob a forma de 6leo de

oliva) ndo protege o animal de alteragbes adiposas e metabdlicas. Além disso, o alto
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consumo de gordura de coco parece ser menos deletério, em termos promoc¢éo da
obesidade e da resisténcia a insulina, mas este Oleo esta associado com esteatose
hepatica e hipertrigliceridemia. Entretanto, animais alimentados com dietas ricas em
gordura a base de Oleo de peixe permanecem magros e sensiveis a insulina
(Buettner et al., 2006).

Além disso, os efeitos induzidos pelas dietas hiperlipidicas sdo dependentes nao
s6 da quantidade de gordura utilizada, mas também da fonte do lipidio (Buettner et

al., 2007). A Tabela 1 resume alguns estudos sobre o tema.



Tabela 1. Efeitos metabdlicos descritos de diferentes formulagfes de dietas hiperlipidicas.

Parametro Referéncia Animal Fonte de lipidio % Lipidio  Tempo de dieta (dias)  Efeito (%)
(Yaspelkis et al., 2001)  Wistar Banha de porco 60 120 +15
(Briaud et al., 2002) Wistar Banha de porco 58 42 +10
(Fraulob et al., 2010) C57BI/6 Banha de porco 60 112 +30
(Buhman et al., 2004) Balb/cJ Gordura do leite 42 136 +11
(Woods et al., 2003) Long-Evans  Manteiga 43 75 +10
(Yaqoob et al., 1995) Lewis Gordura do coco 40 70 +16
(Park et al., 1997) C57BI/6 Gordura do coco 42 105 +8

Peso (Yaqoob et al., 1995) Lewis Oleo de oliva 40 70 +8
(Park et al., 1997) C57BI/6 Oleo de milho 42 105 +11
(Yaqoob et al., 1995) Lewis Oleo de girassol 40 70 +19
(Oakes et al., 1997) Wistar Oleo de girassol 59 21 SA
(Chalkley et al., 2002) Wistar Oleo de girassol 60 300 +28
(Yaqoob et al., 1995) Lewis Oleo de peixe 40 70 +21
(Holness et al., 2003) Wistar Oleo de peixe 48" 28 SA
(Levy et al.,, 2004) Fischer Oleo de peixe 45 28 -8
(Briaud et al., 2002) Wistar Banha de porco 58 42 11
(Fraulob et al., 2010) C57BI/6 Banha de porco 60 112 +18
(Gregoire et al., 2002) C57BI/6 Gordura do leite 42 50 +14
(Oakes et al., 1997) Wistar Oleo de girassol 59 21 +11

Glicose Sérica (Song et al., 2001) Wistar Qleo de girassol 45 14 +15
(Chalkley et al., 2002) Wistar Oleo de girassol 60 300 SA
(Taouis et al., 2002) Wistar Oleo de girassol 58 28 +26
(Taouis et al., 2002) Wistar Oleo de peixe 58 28 +24
(Holness et al., 2003) Wistar Oleo de peixe 48* 28 SA
(Levy et al., 2004) Fischer Oleo de peixe 45 28 -5
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Tabela 1. (continuagéo).

Parametro Referéncia Animal Fonte de lipidio % Lipidio  Tempo de dieta (dias)  Efeito (%)
(Gustafson et al., 2002) Wistar Banha de porco 25 21 +81
(Haluzik et al., 2004) 12951 Banha de porco 45 98 +100
(Yaspelkis et al., 2001) Wistar Banha de porco 60 120 -18
(Briaud et al., 2002) Wistar Banha de porco 58 42 SA
(Fraulob et al., 2010) C57BI/6 Banha de porco 60 112 +82
(Woods et al., 2003) Long-Evans Manteiga 43 75 +35
Insulina Sérica (Gregoire et al., 2002) C57BI/6 Gordura do leite 42 50 +510
(Oakes et al., 1997) Wistar Oleo de girassol 59 21 +20
(Chalkley et al., 2002) Wistar Oleo de girassol 60 300 +170
(Song et al., 2001) Wistar Qleo de girassol 45 14 +85
(Taouis et al., 2002) Wistar Oleo de girassol 58 28 +95
(Taouis et al., 2002) Wistar Oleo de peixe 58 28 +80
(Holness et al., 2003) Wistar Oleo de peixe 48" 28 -45
(Levy et al.,, 2004) Fischer Oleo de peixe 45 28 -50
Resistina (Lee et al., 2005) C57BI/6 Gordura do leite 42 136 +50
Leptina (Woods et al., 2003) Long-Evans Manteiga 43 75 +66
(Gregoire et al., 2002) C57BI/6 Gordura do leite 42 50 +1560
Adiponectina (Haluzik et al., 2004) 12981 Banha de porco 45 98 -1
(Harada et al., 2003) 129Sv - C57BI/6 Banha de porco 40 105 -5
Triglicérides (Gustavsson et al., 2009)  Sprague-Dawley ~ Manteiga de cacau 52 3 +52
Hepatico (Gustavsson et al., 2009)  Sprague-Dawley  Oleo de girassol 52 3 +55
Atividade da (Jelenik et al., 2010) C57BI/6 Oleo de milho NI 36 SA
AMPK (Jelenik et al., 2010) C57BI/6 Oleo de peixe NI* 36 +50

Oleo de peixe representa *7% ou **15% do total; AS = Sem alteracéo; NI = N&o informado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de diferentes dietas hiperlipidicas na massa corporal, metabolismo
de carboidratos, secrecéo de adipocinas e morfologia do tecido adiposo e figado em

camundongos C57BI/6.

2.2  Objetivos especificos

e Induzir obesidade a partir de diferentes dietas hiperlipidicas;

e Avaliar metabolismo de glicose e insulina;

e Auvaliar os niveis séricos das adipocinas e citocinas inflamatorias;
e Avaliar a morfometria dos adipécitos;

e Auvaliar a presenca de esteatose hepatica e acumulo de triglicérides hepatico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e dieta

Todos os procedimentos realizados estavam de acordo com o comité de ética da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (nimero CEA 166/2006) e as
recomendacgdes dos procedimentos com experimentacdo animal (NIH Publication
No. 85 - 23, revisada 1996). Os animais foram mantidos em condi¢des controladas
de temperatura (21+2 °C), umidade (60£10%) e ciclo claro-escuro (12:12 h).
Camundongos machos C57BL/6 (n=50 total, n/grupo=10) com 12 semanas de idade
foram divididos em cinco grupos de acordo com o tipo de dieta que receberam:
Controle (Standard chow, SC, 10% de lipidio na dieta, sendo a densidade energética
de 3,8 kcal/g), ou High-Fat (60% de lipidio na dieta, sendo a densidade energética
de 5,4 kcal/g) contendo banha de porco (lard, HF-L), 6leo de oliva (olive oil, HF-O),
oleo de girassol (sunflower oil, HF-S) ou 6leo de canola (canola oil, HF-Ca). As
dietas foram produzidas pela PragSolucoes (PragSolucoes, Jau, SP, Brasil,

www.pragsolucoes.com.br), de acordo com as preconizagdes da AIN-93M (Reeves

et al., 1993). As dietas experimentais foram oferecidas aos animais por 10 semanas.

Uma descricédo detalhada das dietas experimentais € mostrada na Tabela 2.


http://www.pragsolucoes.com.br/

Tabela 2. Composigéo das dietas experimentais.
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Grupos

Ingredientes (g/KQ)

C HF-L  HF-O  HF-S HF-Ca
Caseina (> 85% 1400 1900  190,0 1900  190,0
proteina)
Amido de Milho 620,692 250,692 250,692 250,692 250,692
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Oleo de soja 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Banha de porco - 320,0 - - -
Oleo de oliva - - 320,0 - -
Oleo de girassol - - - 320,0
Oleo de canola - - - - 320,0
Fibra 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Mix vitamina* 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Mix mineral** 35,0 35,0 35,0 35,0 35,0
Cistina 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Antioxidante 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008
Total (9) 1000,0 1000,0 1000,0 1000,0 1000,0
Energia (kcal/g) 3807 5407 5407 5407 5407
Carboidrato (%) 76 26 26 26 26
Proteina (%) 14 14 14 14 14
Lipidio (%) 10 60 60 60 60

Abreviacfes: C, grupo controle; HF-L, grupo hiperlipidico com banha de porco; HF-O, grupo
hiperlipidico com 6éleo de oliva; HF-S, grupo hiperlipidico com 6leo de girassol e HF-Ca, grupo
hiperlipidico com 6éleo de canola. *Vitaminas e **Minerais presentes no mix estdo de acordo com a

AIN93M.
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3.2 Massa corporal, ingestédo alimentar e eficiéncia alimentar

Os animais tiveram livre acesso a dgua e a comida durante todo o experimento. O
consumo era controlado diariamente através da verificacdo do resto-ingestéo, onde
era mensurada a racao restante na gaiola e subtraido da racdo oferecida no dia
anterior. Essa racao era descartada e uma nova quantidade previamente mensurada
era ofertada aos animais. Esse procedimento era realizado sempre no mesmo
horario e pelo mesmo avaliador. Além disso, semanalmente, a massa corporal dos
animais era aferida em balanca de precisao. Calculamos a ingestdo energética dos
animais através da multiplicacdo do consumo em gramas pela densidade energética
da dieta.

Em posse desses dados, pode-se determinar a eficiéncia alimentar (EA) dos
animais. Essa relacdo foi calculada pela razdo entre ganho de massa corporal e
ingestao energetica em kilojoule (kJ) multiplicado por 100; o resultado é fornecido
em percentual (%).

3.3 Andlise sérica

Dois testes foram realizados para avaliar o metabolismo de carboidratos dos
animais. O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e o teste intraperitoneal de
tolerancia a insulina (TITI) foram realizados em dois momentos, antes do inicio do
experimento, ou seja, antes dos animais receberem as dietas experimentais e nove
semanas apos o inicio da dieta.

Para o TOTG os animais foram mantidos em jejum por seis horas, feito uma
pequena incisdo na cauda do animal e medido a glicose sérica com auxilio de um
glicosimetro (glicosimetro Accu-chek performa, Roche, Manheim, Alemanha). Apos
isso, os animais foram gavados com uma solucdo de glicose a 25% na dose de
1,0g/Kg através da introducdo de uma céanula orogastrica e todo o volume
introduzido na cavidade gastrica, sem que houvesse perda de liquido. Posterior a
esse procedimento, transpassados 15, 30, 60 e 120 minutos, a cauda dos animais
foi ordenhada para obtencao de novas amostras de sangue e medicdes de glicose.

Para o TITI os animais foram os mesmos que realizaram o TOTG, porém com um

intervalo de dois dias para que houvesse a recuperacéo volémica. Os animais foram
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mantidos em jejum de quatro horas e depois a glicose sérica foi aferida através do
procedimento supracitado. Posterior a medigéo, foi administrada insulina na dose de
1,0Ul/Kg intraperitonealmente e foram realizadas medi¢cbes subsequentes nos
tempos 15, 30, 60 e 120 minutos.

Para ambos os testes o0s resultados geraram curvas glicémicas que foram
avaliadas posteriormente através de um grafico com medicao da area sob a curva.

Na véspera da eutanasia, os animais ficaram em jejum por seis horas e no dia,
foram anestesiados profundamente com pentobarbital s6dico na dose de 150mg/kg
de peso. Uma incisdo mediana na regido torécica foi realizada e o coragéo exposto.
O sangue foi coletado através de puncdo cardiaca no &trio direito, sendo
cuidadosamente aspirado para ndo ocorrer hemoélise. O sangue foi armazenado em
tubos de ensaio para posterior centrifugacdo. O plasma foi obtido através da
centrifugacdo (120 g/15 minutos) em temperatura ambiente e amostras foram
imediatamente armazenadas a temperatura de -20° C.

Para determinac&o da lepitina, resistina, IL-6, MCP-1, PAI-1, TNFa e insulina foi
utilizado o kit MADPK-71K (Millipore, Billerica, Massachusetts, EUA), ja para a
determinacdo da adiponectina, foi utilizado o kit mouse, EZMADP-60K (Millipore,
Billerica, Massachusetts, EUA)..

O indice HOMA-IR foi calculado através do produto da glicose sérica (mmol/L)

pela insulina sérica (LU/mL) e dividida por 22,5 (Matthews et al., 1985).

3.4 Tecido adiposo

O tecido adiposo subcutaneo localizado entre a parte inferior da caixa toracica e o
meio da regido femoral foi considerado como gordura inguinal, enquanto que a
gordura relacionada com a parede abdominal posterior na proximidade dos rins e
com a parte abdominal dos ureteres foi considerada a gordura retroperitoneal. A
gordura abdominal, localizada na parte inferior do abdome e correlacionada com o
epididimo foi considerada a gordura epididimal. Portanto, ap6s 0s animais serem
sacrificados, o tecido adiposo inguinal (subcutanea), do epididimo e retroperitoneal
foram cuidadosamente dissecados (ambos os lados do animal) e pesados.

O tecido adiposo inguinal e epididimal foram posteriormente fixados em formalina

4% (pH=7,2) por 48 horas e subsequentemente impregnados com Paraplast plus
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(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), cortados em fatias de 5um de espessura e
corados com hematoxilina e eosina para posterior analise digital. De cada animal,
foram obtidas 20 imagens e 500 adipécitos foram analisados. As imagens foram
obtidas através do sistema digital (Microscopio BX51, x100 objetiva planacromatica,
camera DP71, Olympus Co, Tokio, Japdo). As imagens foram obtidas no formato
TIFF, 36-bit e resolugcdo de 1280x1024 pixels. O didametro dos adipdécitos foi
mensurado utilizando o software Image-Pro Plus versdo 7.0 (Media Cybernetics,
Inc., Bethesda, MD, USA). Para cada adipécito, o maior e o menor diametro foram
medidos considerando o ponto médio e as duas medidas foram analisadas.

Também foi calculado o indice de adiposidade (IA) dos animais, obtido pela soma
da quantidade de tecido adiposo visceral e a quantidade de tecido adiposo
subcutaneo, multiplicado por 100 e dividido pela massa corporal do animal conforme
ilustrado na férmula abaixo (Neyrinck et al., 2009):

As [Visceral (g) + Subcutaneo (g)] x100

Massa corporal (g)

3.5 Tecido hepatico

No dia do sacrificio, o figado foi cuidadosamente dissecado e seu volume
determinado através do deslocamento de liquido (Principio de Arquimedes, método
de Scherle) (Scherle, 1970).

Depois, o figado foi seccionado e fracdes de 50mg de cada lobo do figado foram
armazenadas a -80°C para subsequentes analises. Além disso, uma porcdo de
aproximadamente um cm?® foi incluida em OCT (Optimal Cutting Tissue) (T6kio,
Japao) utilizando um molde de aluminio e imediatamente armazenada a temperatura
de -20°C. Apés 24 horas os moldes foram transferidos para o freezer com
temperatura -80°C. Cortes de 10um foram obtidos com Criostato SLEE Mainz MEV
(Alemanha), fixados em formalina 4% (pH 7,2) gelada, e mantidos em temperatura
ambiente por 60 minutos. Uma solugéo de propileno glicol 100% foi colocada sobre

0s cortes por trés minutos, posteriormente foram corados com Oil Red pré-aquecido
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(60°C) e mantidos em estufa a 60°C por oito minutos. Apés este periodo, os cortes
foram diferenciados com propileno glicol 85% por dois minutos e posteriormente as
laminas foram montadas com glicerina.

Ap6s um periodo de 24 horas, 10 imagens nao consecutivas por animal foram
fotografadas com sistema digital (Microscépio BX51, x100 objetiva planacromética,
camera DP71, Olympus Co, Tokio, Japao). As imagens foram obtidas no formato
TIFF, 36-bit e resolucdo de 1280x1024 pixels.

As imagens foram analisadas utilizando o software Image Pro Plus, versédo 7,01
para Windows (Media Cybernetics, Silver Springs, MD, USA). As vesiculas de
lipidios foram identificadas, posteriormente a imagem foi segmentada em preto e
branco, sendo as vesiculas coradas em branco e o restante do figado em preto. Foi
calculado o percentual de area ocupado pela cor branca identificando assim a area
da esteatose (Mandarim-de-Lacerda et al., 2010).

3.5.1 Dosagem dos triglicérides hepatico

Um fragmento de 50mg foi separado no dia do sacrificio e armazenado a -80°C.
Para analise, foi adcionado 1ml de alcool isopropilico ao fragmento, que foi
macerado e homogeneizado e posteriormente, colocado no desruptor de células
ultrassénico (modelo LB-130PB, Labometric, Miami, Fldrida) por oito minutos. Depois
foi centrifugado a 5980rpm por 10 minutos em uma centrifuga refrigerada (CT
15000R, Cientec, Piracicaba, Brasil) a 4°C. ApoOs esse procedimento, 5ul do
sobrenadante foram pipetados e quantificados no espectrofotdmetro (Bioclin, Belo

Horizonte, Brasil).

3.6 Andlise dos dados

Os dados foram avaliados primeiramente para testar a normalidade e
homogeneidade das variancias. Em seguida, foi feito o teste de analise de variancia
com um fator e pds-teste de Tukey. O teste de correlacdo de Pearson foi realizado
para investigar correlagbes entre o indice de adiposidade e as adipocinas séricas

(leptina, resistina e adiponectina). As diferencas intragrupos em funcao do tempo
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foram analisadas utilizando o teste-t pareado. Para todas as andlises utilizou-se o
software GraphPad Prism versao 5,03 (La Jolla, CA, USA). Um valor de P<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Ingestao alimentar e eficiéncia alimentar

A ingestéo alimentar nao foi diferente entre os grupos. Entretanto a eficiéncia
alimentar dos animais que receberam dieta HF com banha de porco (grupo HF-L) foi
significativamente maior quando comparado aos demais grupos (+64%, P<0,01).
Entre os demais grupos ndo houve diferenca estatistica. Esses dados podem ser
visualizados na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros dietéticos dos grupos estudados.

A Grupos
Parametros
C HF-L HF-O HF-S HF-Ca
Ingestéo alimentar (g) 2,7+0,3 2,8+0,1 3,0£0,2 3,1+0,1 3,1+0,2

Eficiéncia alimentar g/Kcal (x10°) 5,51,0 9,0+1,3* 5,3+1,1° 4,3+1,1° 54+1,1°

Abreviacdes: C, grupo controle; HF-L, grupo hiperlipidico com banha de porco; HF-O, grupo
hiperlipidico com éleo de oliva; HF-S, grupo hiperlipidico com 6éleo de girassol e HF-Ca, grupo
hiperlipidico com 6leo de canola. Os dados séo apresentados em médiazerro padrao.

Diferencas estatisticas sdo representadas pelas letras (P<0,05):  quando comparado ao grupo C; b
guando comparado ao grupo HF-L.

4.2 Massa corporal

Todos o0s animais iniciaram o experimento com a massa corporal similar. Os
animais que receberam a dieta hiperlipidica com banha de porco (grupo HF-L)
apresentaram maior ganho de peso a partir da 62 semana e, esta diferenca manteve-
se até o final do experimento. A massa corporal dos animais HF-L foi 18% maior do
gue o grupo C (P<0,001) e 15% maior do que demais grupos (HF-O, HF-S e HF-Ca)
(P<0,001).
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A Figura 4 ilustra a evolugao da massa corporal dos animais estudados.
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Figura 4: Evolucdo da massa corporal dos animais estudados.

Abreviacfes: C, grupo controle; HF-L, grupo hiperlipidico com banha de porco; HF-O, grupo
hiperlipidico com 6éleo de oliva; HF-S, grupo hiperlipidico com 6leo de girassol e HF-Ca, grupo
hiperlipidico com 6leo de canola. Os dados s@o apresentados em médiaterro padrdo. Diferencas
estatisticas sdo representadas pelas letras (P<0,05): # quando comparado ao grupo HF-L.
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4.3 Metabolismo de carboidratos

Antes do fornecimento das dietas experimentais, tanto o TOTG quanto o TITI
nao apresentaram diferencas entre os grupos estudados. No final do experimento, a
glicose sérica e a curva do TITI ndo foram alteradas, mas a insulina sérica
apresentou valores significativamente elevados nos grupos HF-L e HF-O quando
comparados ao grupo C. O grupo HF-L apresentou aumento de 225% e o grupo HF-
O aumento de 156% em comparacdo ao grupo C (P<0,0001). Além disso, nos
grupos HF-L e HF-O o indice HOMA-IR também estava aumentado, evidenciando
um quadro de resisténcia a insulina. No grupo HF-L, o indice HOMA-IR teve um
aumento de 309% e no grupo HF-O, houve um aumento de 209% em relacdo ao
grupo C (P<0,0001). Os grupos HF-S e HF-Ca apresentaram valores levemente
alterados tanto para insulina sérica quanto para indice HOMA-IR, porém sem

diferenca estatistica quando comparados com o grupo controle (Tabela 4).

Tabela 4. Metabolismo de carboidratos durante o experimento.

. Grupos
Parametros
C HF-L HF-O HF-S HF-Ca
Glicose Basal,
132,0+8,5 158,2+9,8 153,4+9,2 127,4+2,3 129,4+4,3
mg/dL
TITI, a.s 11,1+0,5 12,1+0,9 14,0+1,5 11,9+2,0 13,3+1,2

Insulina, pg/ml 423,1+92,3 1376,0+135,1* 1082,0+69,2* 809,6+51,7° 725,3+71,5°

HOMA IR 3,3+0,6 13,5+2,0° 10,2+1,0° 6,3+0,4"° 5,8+0,7"¢

Abreviacfes: C, grupo controle; HF-L, grupo hiperlipidico com banha de porco; HF-O, grupo
hiperlipidico com 6leo de oliva; HF-S, grupo hiperlipidico com 6leo de girassol; HF-Ca, grupo
hiperlipidico com 6éleo de canola e a.s, area sob a curva. Os dados séo apresentados em médiaterro
padrdo.

Diferencas estatisticas s&o representadas pelas letras (P<0,05): * quando comparado ao grupo C; °
quando comparado ao grupo HF-L e © quando comparado ao grupo HF-O



54

4.4 Adipocinas

Corroborando com os resultados do metabolismo de carboidratos, os niveis de
resistina acompanharam os resultados do HOMA-IR. A resistina sérica foi 177%
maior no grupo HF-L e 86% maior no grupo HF-O quando comparados ao grupo C
(P<0,0001). Os valores de resistina também foram maiores nos grupos HF-L e HF-O
guando comparados com os grupos HF-S e HF-Ca: 150% maior no grupo HF-L e
68% maior no grupo HF-O em relagcédo ao grupo HF-S (P<0,0001); 247% maior no
grupo HF-L e 133% maior no grupo HF-O em relacdo ao grupo HF-Ca (P<0,0001).
N&o houve diferenca nos niveis séricos de resistina entre os grupos C, HF-S e HF-
Ca (Figura 5).
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Figura 5: Efeito dos diferentes tipos de lipidios nos niveis séricos de resistina.

Abreviacfes: C, grupo controle; HF-L, grupo hiperlipidico com banha de porco; HF-O, grupo
hiperlipidico com 6éleo de oliva; HF-S, grupo hiperlipidico com 6leo de girassol; HF-Ca e grupo
hiperlipidico com 6leo de canola. Os dados s@o apresentados em médiaterro padrdo. Diferencas
estatisticas sdo representadas pelas letras (P<0,05): ® quando comparado ao grupo C; ° quando
comparado ao grupo HF-L e © quando comparado ao grupo HF-O.

Com relag&o a leptina, os resultados foram semelhantes aos de resistina. Os

grupos HF-L e HF-O apresentaram os maiores valores quando comparados aos
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demais grupos. Com relacdo ao grupo HF-L, o valor da leptina foi 252% maior do
gue no grupo C, 316% maior do que no grupo HF-S e 1.272% maior do que no
grupo HF-Ca (P<0,0001). Ja em relacdo ao grupo HF-O, o valor da leptina foi 358%
maior do que no grupo C, 442% maior do que no grupo HF-S e 1.687% maior do que
no grupo HF-Ca (P<0,0001) (Figura 6).
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Figura 6: Efeito dos diferentes tipos de lipidios nos niveis séricos de leptina.

Abreviacfes: C, grupo controle; HF-L, grupo hiperlipidico com banha de porco; HF-O, grupo
hiperlipidico com 6éleo de oliva; HF-S, grupo hiperlipidico com 6leo de girassol; HF-Ca e grupo
hiperlipidico com 6leo de canola. Os dados s@o apresentados em médiaterro padrdo. Diferencas
estatisticas sdo representadas pelas letras (P<0,05): * quando comparado ao grupo C; b guando
comparado ao grupo HF-L e ¢ quando comparado ao grupo HF-O.

Quando avaliamos a adiponectina, os resultados comportaram-se de forma
diferente. Houve diminuicdo acentuada da concentracdo da adiponectina nos
animais do grupo HF-L: a adiponectina foi 44% menor em comparag¢ao ao grupo C
(P<0,001) e 25% menor em comparagéo aos grupos HF-O, HF-S e HF-Ca (P<0,01).
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N&o houve diferenca estatistica entre os animais dos grupos HF-O, HF-S e HF-Ca
(Figura 7).
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Figura 7: Efeito dos diferentes tipos de lipidios nos niveis séricos de adiponectina.

Abreviacdes: C, grupo controle; HF-L, grupo hiperlipidico com banha de porco; HF-O, grupo
hiperlipidico com éleo de oliva; HF-S, grupo hiperlipidico com 6éleo de girassol; HF-Ca e grupo
hiperlipidico com 6leo de canola. Os dados s@o apresentados em médiaterro padrdo. Diferencas
estatisticas sdo representadas pelas letras (P<0,05): * quando comparado ao grupo C; b quando
comparado ao grupo HF-L e ¢ quando comparado ao grupo HF-O.
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4.5 Citocinas inflamatérias

O valor de IL-6 foi significativamente maior no grupo HF-L em comparacao aos
demais grupos: 450% maior do que no grupo C (P<0,001), 220% maior do que no
grupo HF-O (P<0,01), 193% maior do que no grupo HF-S (P<0,01) e 126% maior do
gue no grupo HF-Ca (P<0,01). Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos C,
HF-O, HF-S e HF-Ca.

As demais citocinas inflamatérias (PAI-1, MCP-1 e TNFa) ndo apresentaram

diferencas estatisticas entre os grupos estudados (Tabela 5).

Tabela 5. Valores séricos das citocinas inflamatérias.

Grupos
Parametros C HF-L HF-O HF-S HF-Ca
IL-6, pg/ml 3,2+0,6 17,6+3,8° 5,5+0,7" 6,0+0,7° 7,8+0,6

PAI-1, pg/ml  1706,0+338,2 1688,0+240,1 1474,0+132,2 1700,0+188,9 1366,0+318,5

MCP-1,

40,7 £7,8 42,8+7,7 54,245,9 50,2+4,3 37,1+7,1
pg/ml
TNFa, pg/ml 3,6+0,8 3,9+0,4 2,9+0,3 3,0+0,2 3,710,1

Abreviagdes: C, grupo controle; HF-L, grupo hiperlipidico com banha de porco; HF-O, grupo
hiperlipidico com éleo de oliva; HF-S, grupo hiperlipidico com 6éleo de girassol e HF-Ca, grupo
hiperlipidico com 6leo de canola. Os dados s@o apresentados em médiaterro padrdo. Diferencas
estatisticas s&o representadas pelas letras (P<0,05): * quando comparado ao grupo C e b guando
comparado ao grupo HF-L.

4.6 Tecido adiposo

O grupo HF-L apresentou maior quantidade de tecido adiposo subcutéaneo e
tecido adiposo visceral. A quantidade de tecido adiposo subcutédneo no grupo HF-L
foi 44% maior quando comparada aos grupos C e HF-S (P<0,001), 160% maior
guando comparada ao grupo HF-O (P<0,001) e 62% maior quando comparado ao
grupo HF-Ca (P<0,001). Por outro lado, o grupo HF-O apresentou reducédo

significativa da quantidade de tecido adiposo subcutaneo quando comparado aos
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grupos HF-S e HF-Ca. Essa reducao foi de 44% quando comparado com 0 grupo
HF-S (P<0,05) e 37% quando comparado ao grupo HF-Ca (P<0,05).

Em relacdo a quantidade de tecido adiposo visceral, o grupo HF-L também
apresentou aumento significativo deste parametro: +77% em relacdo ao grupo C
(P<0,001), +151% do que o grupo HF-O (P<0,001), +171% do que o grupo HF-S
(P<0,001) e +133% do que o grupo HF-Ca (P<0,001). Nao foram observadas
diferencas estatisticas entre os grupos C, HF-S e HF-Ca.

Também avaliamos a relacéo entre tecido adiposo visceral (Vis) e tecido adiposo
subcutaneo (Sub) (Vis:Sub) dos animais dos grupos estudados. A relacao Vis:Sub
dos animais dos grupos HF-L e HF-O foram semelhantes e apresentou um aumeto
de 40% (P<0,001) quando comparado aos grupos C, HF-S e HF-Ca.

No que diz respeito aos adipocitos, observamos que houve aumento significativo
dos diametros dos adipécitos nos animais do grupo HF-L, tanto na gordura
epididimal como na gordura inguinal. Em relagdo a gordura epididimal, houve um
aumento de 30% no grupo HF-L quando comparado aos grupos C, HF-O, HF-S e
HF-Ca (P<0,05). E em relacdo a gordura inguinal, houve um aumento de 60% no
grupo HF-L quando comparado aos grupos C, HF-O, HF-S e HF-Ca (P<0,05). Os

dados do tecido adiposo estdo mostrados na Tabela 6 e Figura 8.
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Tabela 6. Morfologia do tecido adiposo.

A Grupos

Parametros C HF-L HF-O HF-S HF-Ca
Subcutaneo, g 0,09+0,01  0,13+0,01° 0,05+0,01*°  0,09+0,0°°  0,08+0,0"°
Visceral, g 0,75+0,03  1,33+0,13* 0,53+0,05° 0,49+0,03° 0,57+0,05°
Vis:Sub 8,33+0,01 10,23+0,01*> 10,60+0,02° 5,44+0,01°° 7,13+0,01°°
Diametro

epididimal, pm 57,4+ 4,3 79,2+44,8%  59,0+3,5°  595+32°  56,0+2,7°
inguinal, um 60,3+t44  958+50% 583+27°  60,3+25°  57,7+3,0°

Abreviacfes: C, grupo controle; HF-L, grupo hiperlipidico com banha de porco; HF-O, grupo
hiperlipidico com o6leo de oliva; HF-S, grupo hiperlipidico com o6leo de girassol, HF-Ca, grupo
hiperlipidico com 6leo de canola e Vis:Sub, relacdo entre a massa adiposa visceral sob a massa
adiposa subcutanea. Os dados sdo apresentados em médiaterro padréo.

Diferencas estatisticas sdo representadas pelas letras (P<0,05): * quando comparado ao grupo C e b
guando comparado ao grupo HF-L.
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Figura 8. Diametro dos adipdécitos epididimais.

Fotomicrografias coradas em Hematoxilina & Eosina, aumento de 40x. Observa-se na figura HF-L um
aumento no didmetro dos adipdcitos, o que ndo é visualizado nas demais fotomicrografias.
Abreviacfes: C, grupo controle; HF-L, grupo hiperlipidico com banha de porco; HF-O, grupo
hiperlipidico com éleo de oliva; HF-S, grupo hiperlipidico com 6leo de girassol e HF-Ca, grupo
hiperlipidico com 6leo de canola.
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4.7 Correlacéo entre adipocinas, tecido adiposo e indice de adiposidade

Houve correlagdo positiva e significativa entre a resistina sérica e a massa do
tecido adiposo visceral (R = 0,72, P<0,00005) e entre a resistina sérica e o indice de
adiposidade (R = 0,72, P<0,00006).

Um dado interessante € que os niveis de leptina e adiponectina ndo se
correlacionaram com a massa adiposa corporal, seja visceral ou subcutdnea e
tampouco com o indice de adiposidade, sugerindo talvez que a resisténcia seja mais
influenciada pela quantidade de tecido adiposo do que as demais adipocinas.

4.8 Tecido hepatico

Com relacdo a presenca de esteatose hepatica, os grupos HF-L e HF-O
apresentaram as maiores quantidades de lipidios no figado. Em relacdo ao grupo
HF-L, a quantidade de esteatose foi 155% maior do que no grupo C (P<0,0001),
289% maior do que no grupo HF-S (P<0,0001) e 228% maior do que no grupo HF-
Ca (P<0,0001). Ja em relacdo ao grupo HF-O, a quantidade de esteatose foi 163%
maior do que no grupo C (P<0,0001), 302% maior do que no grupo HF-S (P<0,0001)
e 238% maior do que no grupo HF-Ca (P<0,0001). Nao houve diferenca entre os

grupos C, HF-S e HF-Ca. Estes dados estao ilustrados na Figura 9.
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Figura 9. Percentual de esteatose hepatica nos grupos estudados.

Abreviacdes: C, grupo controle; HF-L, grupo hiperlipidico com banha de porco; HF-O, grupo
hiperlipidico com éleo de oliva; HF-S, grupo hiperlipidico com éleo de girassol e HF-Ca, grupo
hiperlipidico com 6leo de canola. Diferencas estatisticas s&o representadas pelas letras (P<0,05): °
guando comparado ao grupo C; b quando comparado ao grupo HF-L e © quando comparado ao grupo
HF-O.

Corroborando com os dados supracitados, os triglicérides hepaticos dos
grupos HF-L e HF-O também foram os maiores quando comparados com os demais
grupos. O grupo HF-L apresentou aumento de 69% quando comparado ao grupo C
(P<0,0001), aumento de 117% quando comparado ao grupo HF-S (P<0,0001) e
aumento de 94% quando comparado ao grupo HF-Ca (P<0,0001). O grupo HF-O
também apresentou aumento de triglicérides hepaticos: +60% quando comparado ao
grupo C (P<0,0001), +106% quando comparado ao grupo HF-S (P<0,0001) e +83%
em comparacao ao grupo HF-Ca (P<0,0001). N&do houve diferenca entre 0os grupos
C, HF-S e HF-Ca (Figura 10).



63

2 % + 3

Triglicérides Hepaticos (mg/(mg/dl))

<

Cc HF-L HF-O HF-S HF-Ca

Figura 10. Triglicérides hepatico nos grupos estudados.

Abreviacdes: C, grupo controle; HF-L, grupo hiperlipidico com banha de porco; HF-O, grupo
hiperlipidico com éleo de oliva; HF-S, grupo hiperlipidico com 6leo de girassol e HF-Ca, grupo
hiperlipidico com 6leo de canola. Diferencas estatisticas s&o representadas pelas letras (P<0,05): °
guando comparado ao grupo C; b quando comparado ao grupo HF-L e ¢ quando comparado ao grupo
HF-O.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, observamos que a dieta rica em gordura saturada (com
banha de porco, grupo HF-L) e a dieta rica em &acido graxo monoinsaturado (com
6leo de oliva, grupo HF-O) favoreceram o desenvolvimento da resisténcia a insulina,
aumento do nivel de adipocinas inflamatérias e diminuicdo da relacdo gordura
subcutanea: gordura visceral, independentemente da quantidade total da massa
corporal dos animais. Por outro lado, as dietas ricas em &cidos graxos poli-
insaturados (no caso, 6leo de girassol, grupo HF-S e 6leo de canola, grupo HF-Ca)
ndo favorecem os parametros envolvidos na génese da obesidade e resisténcia a
insulina.

A dieta hiperlipidica € capaz de induzir hiperglicemia e resisténcia a insulina em
camundongos (Fraulob et al., 2010; Nascimento et al., 2010), e este € um modelo
muito utilizado para induzir estudo obesidade e sindrome metabdlica em animais
(Oakes et al., 1997; Buettner et al., 2006; Gallou-Kabani et al., 2007).

Normalmente, na literatura, as dietas ricas em gordura sdo agrupadas como
hiperlipidica, mas nao diferenciam o tipo de lipidio que compdem as mesmas. A
maioria dos estudos que usam dietas hiperlipidicas, ndo especificam a fonte dos
lipidios e fica dificil fazer comparacdes, pois sdo poucos o0s estudos que identificam
as fontes dos lipidios usados nas dietas e suas conseqiéncias.

Geralmente, dietas com alto teor de acidos graxos saturados (banha de porco)
induzem obesidade, alteracdes no metabolismo de carboidratos e favorecem um
estado pré-inflamatério em roedores. Ja dietas contendo acidos graxos poli-
insaturados (origem vegetal, como Oleo de girassol ou origem animal como 6leo de
peixe) exercem efeitos benéficos na massa corporal e no metabolismo de
carboidratos (Storlien et al., 1996). O papel dos acidos graxos monoinsaturados
(6leo de oliva) ndo esta muito claro. No presente estudo, apenas 0s animais
alimentados com dietas ricas em banha de porco apresentaram aumento na massa
corporal e nos niveis séricos de IL-6.

A deposicéao ectdpica de lipidio e o processo inflamatério em 6rgdos como figado,
musculo e pancreas desempenham papel no desenvolvimento da resisténcia a
insulina (lozzo, 2009). Esta deposicdo ectopica induzindo o surgimento da
resisténcia a insulina foi demonstrada quando dietas ricas em banha de porco foram

utilizadas em trabalhos experimentais (Fernandes-Santos et al., 2009; Fraulob et al.,
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2010; Nascimento et al., 2010). No presente estudo, tanto os animais que foram
alimentados com banha de porco assim como 0s animais alimentados com 6Gleo de
oliva apresentaram um quadro de resisténcia a insulina evidenciada pelo aumento
da insulina sérica e aumento no indice HOMA-IR. Corroborando com 0S nossos
dados, um estudo realizado em 2006, também evidenciou que ndo s6 0s animais
alimentados com dietas ricas em banha de porco apresentaram o quadro de
resisténcia a insulina, assim como os animais alimentados com dieta rica em 6leo de
oliva. (Buettner et al., 2006).

Outros pontos importantes sdo em relacdo a quantidade de tecido adiposo, a
distribuicdo e localizagdo do mesmo tanto em humanos quanto em roedores. O
aumento de tecido adiposo visceral esta correlacionado com doencas metabdlicas
em humanos (Klein, 2004). Um estudo publicado em 2010 utilizando 3093
participantes (sendo 48% mulheres e 52% homens) sem diabetes mellitus e com
IMC médio de 27,6Kg/m2 avaliou a relacéo entre a resisténcia a insulina (avaliado
pelo teste HOMA-IR) e os depositos de gordura visceral e subcutaneo (avaliado
através de tomografia computadorizada). Este estudo evidenciou que a gordura
visceral influencia mais o desenvolvimento da resisténcia a insulina do que a gordura
subcutanea (Preis et al., 2010).

Além disso, a relacdo entre a quantidade de tecido adiposo visceral e de tecido
adiposo subcutaneo deve sempre ser considerada. Uma relacdo entre a gordura
visceral versus gordura subcutanea (Vis:Sub) aumentada indica que existe uma
guantidade maior de tecido adiposo visceral com relacdo ao tecido adiposo
subcutaneo e com isso, maiores serdo as consequéncias metabolicas para os
animais.

Um estudo realizado em 2006 com camundongos C56BI/6 e alimentados com
dieta hiperlipidica com banha de porco (com 60% da energia proveniente dos
lipidios), mostrou que 0s animais apresentaram aumento da relacdo Vis:Sub. Os
autores também observaram elevacao dos niveis de insulina, glicose, triglicérides e
resistina séricos, reducdo na adiponectina e acumulo de aumento de triglicérides no
figado e no musculo esquelético (Araki et al., 2006). Mais recentemente, trabalhos
de nosso laboratério, também evidenciaram que animais alimentados com dietas
ricas em banha de porco (com 60% de lipidios) apresentaram aumento da relagéo
Vis:Sub, além de resisténcia a insulina e esteatose hepatica (Souza-Mello et al.,
2010).
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No nosso estudo, demonstramos que a fonte de lipidios afeta significativamente
os locais de depdsito do tecido adiposo. Os animais que receberam dieta com banha
de porco (rica em acido graxo saturado) apresentaram aumento em ambas as
reservas adiposas, porém com um maior acumulo na regido visceral. J4& os animais
que receberam dieta com 6leo de oliva (rica em acido graxo monoinsaturado)
apresentaram uma reducdo na reserva subcutanea e néo alteraram a reserva
visceral. Entretanto quando avaliamos a relagéo Vis:Sub ambos os grupos (HF-L e
HF-O) apresentaram aumento nesta relacéo, independentemente do aumento da
guantidade do tecido adiposo visceral. A distribuicdo de tecido adiposo corporal
pode ser um fator mais importante do que a quantidade total de gordura no que diz
respeito ao desenvolvimento de alteracdes metabdlicas. Os animais do grupo HF-O
nao evoluiram com aumento de peso, mas apresentaram alteracdes metabolicas
semelhantes as dos animais do grupo HF-L. Entretanto, Buettner e colaboradores
evidenciaram que animais alimentados por 12 semanas com dietas ricas em banha
de porco ou 6leo de oliva, apresentam aumento similar da massa corporal, resultado
gue difere do nosso estudo, contudo, o trabalho citado ndo avaliou a distribuicdo do
tecido adiposo (Buettner et al., 2006).

Com relacdo as adipocinas, a resistina parece ser a que mais influencia o
desenvolvimento da resisténcia a insulina (Steppan et al., 2001), uma vez que em
animais knockout para resistina ocorre uma melhora da tolerancia a glicose e
aumento da sensibilidade a insulina em periodos de jejum e com baixos niveis de
glicose (Banerjee et al., 2004).

Parece que ndo séo apenas os lipidios que alteram a secrecdo da resistina, mas
também a quantidade e o tipo e carboidratos. Um grupo holandés trabalhou com
camundongos C56BL/6 alimentados com dieta rica em banha de porco (30% da
energia proveniente dos lipidios) associado a dois diferentes tipos de carboidratos.
Um grupo tinha como fonte carboidrato de alto indice glicémico e outro grupo de
baixo indice glicémico. Os animais foram alimentados por 13 semanas. Os animais
alimentados com dieta de alto indice glicémico apresentaram aumento na massa
corporal, resistina e insulina séricas e do indice HOMA-IR. Contudo, os autores
observaram gue 0s animais que receberam dieta rica em carboidratos de baixo
indice glicémico, ndo apresentaram alteracdo na massa corporal nem no

metabolismo de carboidratos (van Schothorst et al., 2009; Lee et al., 2010a).
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Mais recentemente, outro estudo comparou camundongos (C57BL/6) alimentados
com dieta rica em banha de porco (45% da energia proveniente dos lipidios) e
alimentados com dieta rica em carboidrato (70% da energia proveniente dos
carboidratos). As dietas foram fornecidas durante 12 semanas. Os resultados
mostraram que o lipidio dietético influenciou mais o aumento da massa corporal e
dos triglicérides hepéticos, além de favorecer o desenvolvimento na resisténcia a
insulina (avaliada pelo HOMA-IR) e o aumento da resistina sérica do que a dieta rica
em carboidratos (van Schothorst et al., 2009; Lee et al., 2010a).

No nosso estudo, os animais dos grupos HF-L e HF-O, que receberam dieta com
banha de porco e os animais que receberam dieta com 6leo de oliva, apresentaram
aumento acentuado dos niveis séricos de resistina. Além disso, houve correlacdo
entre os niveis de resistina e o indice de adiposidade, assim como entre 0s niveis de
resistina e a quantidade de tecido adiposo visceral. Estes dados nos mostraram que
a ingestdo de banha de porco e oleo de oliva influenciou de modo decisivo, 0
compartimento de gordura visceral e a resisténcia a insulina.

Outra importante adipocina que participa da génese das alteracbes metabdlicas é
a leptina. Sua acéo esta relacionada com a ingestdo alimentar e a taxa metabdlica
basal (Galic et al., 2010). Camundongos C57BL/6 alimentados com dieta
hiperlipidica por 19 semanas e foram divididos durante o experimento nas semanas
1, 8 e 19. Na primeira semana receberam injecdo intraperitoneal de leptina. Na
semana 8, metade dos animais recebeu injecéo intraperitoneal de leptina e a outra
metade recebeu injecdo intracerebroventricular de leptina. E na ultima semana, os
animais receberam duas doses diferentes de injecédo intracerebroventricular de
leptina. Este estudo demonstrou que o desenvolvimento da obesidade induzida por
dieta em camundongos C57BL/6 poderia ser dividido em trés etapas: uma fase
precoce de resposta a dieta hiperlipidica, j& que alguns camundongos foram
sensiveis a leptina exdgena; uma fase reduzida da ingestédo de alimentos quando os
camundongos apresentaram um aumento na producdo de leptina e ainda
mantiveram a sensibilidade da leptina central, e por fim uma fase de aumento da
ingestao alimentar, acompanhada por uma reducao da sensibilidade a leptina central
e concomitante resisténcia periférica a leptina (Lin et al., 2000).

O consumo de banha de porco induz a resisténcia a leptina e o nosso trabalho
também demonstrou isso. Os animais do grupo HF-L apresentaram niveis

aumentados de leptina sérica caracterizando um estado de resisténcia a leptina.
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Entretanto, pela primeira vez, foi demonstrado que uma dieta rica em 6leo de oliva
também é capaz de ocasionar resisténcia a leptina, com aumento significativo da
leptina sérica.

Outra adipocina relevante no estudo da obesidade é a adiponectina. A
adiponectina exerce um papel importante no metabolismo de carboidratos visto que
a mesma melhora a sensibilidade a insulina tanto em modelos genéticos de
obesidade quanto em modelos de obesidade induzida por dieta hiperlipidica
(Gnacinska et al., 2009). Um estudo com camundongos selvagens e camundongos
deficientes em adiponectina, foram alimentados por 8 semanas com dieta
hiperlipidica (45% da energia proveniente de lipidios) a base de banha de porco.
Nos camundongos selvagens, a dieta hiperlipidica provocou aumento da massa
corporal e da quantidade de tecido adiposo corporal, elevou os niveis de insulina e
leptina circulantes e reduziu a relagéo glicose/insulina. Por outro lado, os animais
deficientes em adiponectina que receberam dieta hiperlipidica, ndo apresentaram
ganho de massa corporal ou da massa adiposa e 0s niveis séricos de insulina,
leptina e da relacdo glicose/insulina ndo foram alterados. Estes resultados sugerem
gue a inducdo do aumento da massa adiposa, leptina e da insulina séricas sao
dependente da adiponectina (Hecker et al., 2010).

Um trabalho recente do nosso laboratorio mostrou que camundongos alimentados
com dieta hiperlipidica a base de banha de porco (60% da energia proveniente de
lipidios) apresentaram uma reducao significativa dos niveis séricos de adiponectina
(Souza-Mello et al., 2010). Nosso atual estudo corrobora com esses dados, além
disso, nossos resultados mostraram que a reducdo dos niveis de adiponectina ndo
dependem s6 da quantidade de lipidio, mas também do tipo de lipidio ingerido na
dieta. Por exemplo, os animais dos grupos HF-O, HF-S e HF-Ca que se alimentaram
respectivamente com Oleo de oliva, 6leo de girassol e 6leo de canola néo
apresentaram essa reducao apresar de ingerirem dietas hiperlipidicas.

Além do tecido adiposo, outro 6rgado possui papel fundamental na génese da
resisténcia a insulina, o figado. Um trabalho recente, onde camundongos C57BL/6
foram alimentados com dieta hiperlipidica a base de banha de porco (60% da
energia proveniente de lipidios) durante 16 semanas evidenciou-se presenca
acentuada de esteatose hepatica em contraste com animais alimentados com dieta
padrao (10% da energia proveniente de lipidios) (Fraulob et al., 2010). Corroborando

com 0s nossos dados, ja foi demonstrado que dietas ricas em banha de porco e em
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6leo de oliva provocaram esteatose hepatica em ratos, mesmo com uma quantidade
de menor de gordura na dieta (42% da energia proveniente de lipidios), porém
fornecida durante mais tempo (10 semanas) (Buettner et al., 2006). Além disso, esse
mesmo grupo, assim como 0 nosso, também encontrou maior acumulo de
triglicérides hepaticos em animais alimentados com dieta hiperlipidica a base de

banha de porco e 6leo de oliva.
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6 CONCLUSAO

Em concluséo, estes resultados demonstram que o tipo de lipidio fornecido em na
dieta hiperlipidica € mais importante que a quantidade total, especificamente quando
considerado a massa corporal, a resisténcia a insulina, a remodelacdo do tecido
adiposo, acumulo de triglicérides hepaticos, presenca de esteatose e secrecdo de
adipocinas proé-inflamatérias. Nosso estudo mostrou que os animais que receberam
dietas hiperlipidicas contendo com fonte lipidica o 6leo de girassol e o dleo de
canola (6leos ricos em &cidos graxos poli-insaturados), mesmo em excesso, nao
desenvolveram obesidade ou resisténcia a insulina. Além disso, é interessante notar
gue o consumo uma dieta hiperlipidica cuja fonte de lipidio foi o éleo de oliva (rico
em acido graxo monoinsaturado) provocou quase os mesmos efeitos deletérios que

a dieta hiperlipidica com banha de porco (rica em acido graxo saturado).
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Metabolic change harmones and cytokines were determinsd.
21 Canola odl L . . .
Olive il Results: The plasma insulin levels were higher in the HF-L snd HF-0 groups than in the other three
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Lard Leptin expression was alio highest in these two groups (P < 00001 Of the four groups,
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28 However, the ratio of subcutaneous to visceral Gt was sgniflcantly lower in the HF-L and HF-0
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31 the metabal ism of carbolydrstes are more significantly influenced by the lipid content rather than
. the absalute amoint of lipid.
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of lipid. In the human, the carbohydmate resriction has a more
Bvomble effect on the metabolic synd mome than a low-fatdiet [14]
This can be explained by the metabolic adaptations induced by
carbolydmte restriction |15 ] and less stimulation of insulin. Lower
insulin levels result in increased lipolysis and fatty acid cxidation
and simultaneously decreases the activity of key enzymes in de
novo lipogenesis [16] To confirm this, one work studied over-
weight but othenwise healthy women with normal lipid profiles
| 14 ] In this population. the results of this study demonstrated that
ashont-term hypocalonc, very low-carbohydrate, and low-fat diet
had a similar effect on cardiocvascular risk as shown by similar
changes in the mtio of total cholesterol to high-density li poprotein
cholesterol and fasting and postprandial triacylgycerol levels.
Howrever, avery low-carbohydmte diet was mome effective than
a lowr-fat diet at improving insulin sengtivity as measured by the
homeostasis model assessment | HOMA ] using fasting gloicose and
insulin levels, but the significance of this small decrease probably
was not physiologically relevant in glucose clearance or insulin
effectiveness | 4]

In rats, an HF diet not only accelerates the filling of pre-
existing adipocytes but also stimulates the prolifemtion of
adipocyte precursar cells [17) Therefore, the hypothesis that
obesity may be evaluated as an endocrine mumor has been
approached from a genetic perspective in considering hyper-
plasia and hypertrophy of adipocytes, neovascularzation, and
increased functional activity in obesity [18].

An indicator for metabolic alterations is the “regional distri-
bution of adipose tissue” Obesity is not a homogeneous condi-
tion, and the regional distribution of adipose tissue is important
forunderstanding the relation among obesity, glucose metabo-
lism, and lipid metabolism [19). Although an increase in total
adiposity promotes a higher risk of metabolic diseases, visceral
adipose tissue is mome closely related to obesity-associated
pathologies and complications compared with total adiposity
of the quantity of subcutancous adipose tissue |20.21)

Thiz study was undertaken to increase the understanding of
the effect of specific lipid sources from HF diets on glicose
metabolism, the distribution of adipose tissue, and the structure
and secretory functions in C57BL/E mice

Materials and methods
Animals ond dists

Allproced ureswere perfarmed i naccondancesw it the gu idelines o fithe animal
athics commites atthe State University of Rio de Janaim and were conduced in
accordance with e comventional guide ines for experimen @ution with animals
(Hational Instimes of Healh Publicdon Mo 85-7% revised B95). Animaks were
maintained under contralled conditions (21 + 2, humidigy 60 + 1% and 12-h
darkf12-h light cyde). Male CSTHLE mice (12 wk olkd) wem randomiy divided
imta five groups (m = 15 per goup, otal 75) and subjected © different distary
mgimens (Tablke 11 the standard redentchow (3C group; 104 of energy from &g
38 kalig of chow) or an HF diet (60 of energy from B2, 5.4 kalg of chow jcon
mining Lrd (HF-L grup), olfve o | {HF-0 group), sunflower ail { HS-0 goup), or
anala odl (HECagroup) The diets were manufctured by PagSolcoss | Pragso
lucoes, Jau, 5P, Hrazdl; hitp: fevweep ragso lames comUbr) in acoondance with AlN-93
mecammend ations [ ZZ]. Diets were adminisened overa 10wk period

Body mass, food dnioke, and feed o ficency

Mice had free aoess © food and water during the experimental period, and
chair inakes wer monitored daily In addition, heir bod y mass was measured
emch week Fresh chow was provided daily, and any remaining chow from the
jprevious day was discard ed. Food consumption wasdeermined as the diffemnce
fetwern the food supplied and the amount of food left in the grid Energy inale
was the product of food consumption by &he energy content of the diet. Feed
afficiency was alkulated as the ratio between the body mass gain in grams and
the food consumed in kilojoules per animal, muldphied by 100

Table 1

Experimenal dies
Ingredints (glkg) Groups

i HF-L HF-0 HF-% HF-Ca
Cassin 1400 1200 1200 1200 JET
(=85% proein)

Corn starch EXET2  0E9E 20892 20692 X0E92
Sgase 1w 100 L] 10 LT
Sy adl 200 200 200 200 200
Lard - mn - - -
Olive ol - - D - -
Sanflower ail - - - kv i)
Canolaoil - - - - e ili]
Hber =00 =00 =00 =00 =00
Vimmin mix" 100 100 100 100 100
Mineral mix* Y] 3m0 30 3n0 350
Cystine 1§ ¥ ] 12 ¥ ] ¥}
Chs line F1 23 P11 25 L]
Antiocidant 0008 LE 0me LTiE ams

Total amount (g) 10000 10300 10000 10300 10000

Energy (kalig) 3807 Er Sl 5407 Sar?
Carbah ydrase (%) TE 36 6 36 6
Protein (1) 14 4 14 14 4
Lipidi®) 10 i) &0 i) &0

HF-Ca, high-fat diet with canola oil; HF-L, high-fat diet with lard; HF-0, high-fat
dhiet with olive odl; HF-%, high-fa diet with sunflower oil; 50 standard rodent
chow

«+ Vitami ns and minerals present in the mix were in accondance with AIN-S3M
specifiatons

Bood ol

A hblood glioose est, an oral ghaose tolerance st (OCTT), and an inira;
peritanenl insulin tolerance est {IPITT) were conducted before the inigation of
thedietfeeding and fer 9wkof diet feeding. For blood ghucose lewels, blood was
abtained by milking the tail afer a small incision was made to the animal’s @il
[#Acou-Chek ghicomeder, Roche Diagnossc, Manheim, Germany ) The OGTT was
performed using 2254 sol ution of ghimse in sterile safine (090 Nad)ata dose of
10 glkg. The gumse was administered by orogastric gaage afer a 6-h fsting
jperiad. The blood ghiomse conceniraiion was measured before ghicmse admin
istradion {0 min and 15, 30, 60, and 130 min afer administration. For the P,
fasting blood ghicase levels were mexured (after a 4-h fsting period, blood
abtained from the tail wein) using a gicomeer (Acu-Chek; 0 min). Insulin was
subssquendy injeced imraperionedly (1.0 Ukg) and blood ghiose wa
mezsured again a 15, %0, 60, and 120 min

On the day before euthanasia, animals were deprived of food for & h before
being anesthesized (intraperitoneal sodium pentoharbital 150 mgfkg), aker
which blood samples were obained by crdiac puncture shrough the right
amium. The blood plasma was obtained by cenirifugation (120 = g, 15 min} at

malogy (Millipore, Billerica, MA, UEA )L The leptin, resistn, IL-6, monocye che.
moagractant prowin-1 phsminogen activator inhibitor gepe 1, tumor necrosis
facimr-a, and insulin bevels wereazsessed by MAD PE-T1K, and adipo nectin levels
were mezsured using SnglePlex adiponecan kits imouse, EZMADP-E0K ) The
HOMA-IR was caloulated as fasting ghocose {millimoles per liter) multiplied by
the fasting inzulin lewe] | micounits per milliliter) divided by 225 [ Z3].

Adtl pose v

The submaneous Gt between the lower part of e rib cage and dhe mid
thigh was considered inguinal ff, whereas the f& cmmnecied © the poserior
abdominal wall in he vicinity of the kidneys and dhe abdominal pardon of the
wreterswas considered retroperitonen] fae. The abdo minal fat in the lower partof
the abdomen and mnnected to the gpididymis was considered epididymal &t
Therefore, afier the animals were euthanized, the inguinal (subou@neous),
epididymal, reoperioneal and perirenal f pads wem crefully disseced out
{Both sides of the animal) and weighad

The adipose tissues from the subostaneous and epididymal depots were
fised in freshly prepamd £ (w/v) buffered formalin{pH 7.2} and embedded in
Paraplastpbus { 8 gma-Aldrich (o, 5t Louis, MO, UBA), sectioned {5 pm thick), and
stained with hemamnylin and eosin. Digital images wew obtained from e
hismlogic samions and & least 200 adipocytes per group were randomly
analyzed The cell diameters were measured by i maging analysis using Image-Pro
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Phs 70 (Media Cybernetics, Inc, Bethesda, MD, LEA] The adiposity index was
estmated & dheweight of the visceral phs suboutanecus fiepads multiplied by
100 and then divided by the total bady mass [ 24].

Datg anayses

The resulting data wer =sed for normality and homogenaty of sarianaes
and then comparisons among groups were performed using oneway analysis of
wariance and the Tukey post hoo test Correlations were assessed using the
Pearson correlation st o inwestigate corneatons aman g {2 masses, adipo kines,
resistin, lepsin, and adiponecin plasma lewvels. The differences within the same
group asa function of time were analyzed using the paired ¢ tee (CraphPad Prism
503, GraphPad Software, la Jolla, CA LEA)L P £ 005 was cons idered stadstally
signifiant

Results
Food intale and feed efficiency

Food intakewas not different among the four gmoups. However,
the feed efficiency in mice receiving the HF-Ldiet was significant by
higher compared with the other three groups (464%, P < 0011
There were no statistically significant differencesamong the three
other groups (HF-0, HF-5, and HF-Ca) in feed efficiency (Table 2).

Body mass

Allanimals started the experiment with similar body masses.
Lard feeding induced a significant body mass gain in the HF-L
mice that was cbserved at week 6 and this gain continued
until the end of the experimental peried. resulting in the greatest
body mass among the four experimental groups. The HF-Lgroup
had a final body mass that was 18% greater than the 5C control
group and 15% greater than the other three experimental groups
(P < 0.001; Fig.1).

Carbokhyd nate me tabalism

At the start of the experiment. the OGTT and IPITT measure-
ments did not show any statistically significant difference among
the groups. However, at the end of the experiment. the blood
glucose levels and the OGTT and IPITT measurements remained
unaffected by the diets, whereas the plasma insulin levels were
increased by 225% and 156% in the HF-L and HF-O groups,
respectively, compared with the 5C control group (P < 000011
Momover, the HOMA-IR indexes, which reflect whole-body IR
were 309E and 209% higher in the HF-L and the HF-0 groups,
respectively, compared with the 5C control group (P < 000011
Maotably, the serum insulin levels and the HOMA-IR index were
slightly higher in the HF-5 and HF-Ca groups compared with the
SC control group; however, these differences were not statisti-
cally significant (Figs. 2, 3. Table 2).

Adipokines

In agreement with the results of carbohydrate metabolism
the levels of resistin were consistent with the results of the
HOMA-IR index (Table 2). The resistin expression levels were
177% and BEE higher in the HF-L and HF-0 groups, respectively,
compared with the SC control group (P < 00001 ). Resistin levels
were 150% higher in the HF-L group and 68% higher in the HF-0
group compared with the HF-5 group (P < 0.0001). The levels of
resistin were 2475 and 133% higher in the HF-L and HF-0 gmoups
compared with the HF-Ca group (P < 000011 The differences in
the resistin levels were not statistically significant compared
with the HF-5, HF-Ca, and 5C groups.

The HF-L and HF-O groups showeed the highest levels of leptin
of all the experimental gmups. The leptin levels were 252% and
A58% higher in the HF-L and HF-O gmups, respectively, com pared

Table 2
Warious lipid sources induce different responses in mice fed high-fat dies
Data Groups
= HF-L HF-0 HES HF-Ca
Distatic
Food intake (g) IT 203 22010 002 Lixdd Liza2
Feed efficency (= 10% g/kal) 5510 a0 £ 1.3 53100 43100 54100
Carbo hydrate metabalism
Basdine ghiose (mgdl) 1320 £85 1582 £ 08 1834 £92 1X74£23 1XE4=43
Inzulin (pg/ml) 4251 £923 13960 + 1350% 10820 + G2 BOEE £ 5170 TEE+ 7150
HOMA-IR 3% £06 135 £ 207 102 + 1.0¢ 63+ 04" 58+ 070
Inflammatory cyio kines
IL-6(pglml) 3206 176 £ 18 EEE b Goxa® 7.8+ 08"
PAI (pgiml) 17060 £ 3382 16880 + 24001 14740 & 1322 17000 + 1589 13660+ 3185
MCP -1 (pg/ml) MT£TH 2877 B4F £ 48 NF+dd Wixda
THRa (pgiml) 36 £08 38 +04 29 +03 310+02 37+da
Adipose tesue
Subantaneous mass (g)* m £0.01 013 £ 00m* 0 £ 0o ang £ o 008 £ ae
Visceral mass (g} 075 £00% 138+ 0y 053 + 005" 049 + 003" 057 + 0057
Subastaneon sfviseral fa 14 =001 008 + 01 007 & Qi 017 + 001 014 + 001=
Adi pocyte d iameter (mm)
In subaanems fat 574 £43 2 L4 580 £ 38 L LERE 8oL 2PE
In inguinal Bt B0% 44 BE AP ELEES R B0+ 250 7.7 + 300
Adipakines
Resistin (pgimlL) T4 5212 w06 & L BE48 + S 3964 & 2519 2852+ S OE™
Leptin (pgfmly SE8R6 +1%A0 050 + FTTE IO + TTT 50603 + 153 8™ 1535 + 20 49™
Adiponecsn (pgiml) GFRE £ 5340 S840 £ 28 0E TI4E + 414484 TS Sp0E THLS + 51 D&

HF-Ca, high-fatdietbased on anch ail; HFL, high-far diet based on Lurd; HF-0, high-fat diet bazed on olive oil ; HF-%, high-fat diet based on sunflower oil; HOMA-IR,
homeostasis madel axs essment for insulin resistance; IL-6, interleukin-G; MCP-1, mano qpte chemoatgacant proein-1; PAl-1, plisminogen acivaor inhibitar type 1;

2, sandard rodent chow; THEa, tumor necosis facior-a

Values are presented as mean + M Stagsscal symbals (¢ group, "HF-L group, “HF-0 group) represent staistical differences at P« 005

= The inguinal fat pad.

! The sum of the mtroperitonedl, epididymal and perirenal £t pads
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o 5C

Body mass (g)

o 2 4 ] [] 10
Weeks

Hg. 1. Bodymass evohrtion Starsng in the soodh week;, the HF-L group gained mom
sy mass than the other shree goups. This mass difference was maintained unsl the
end of the expaiment The walues am reporied as mean + SEM The stasstial
diflerence amon g She poups s indicated by the same symbol (F < 0,01} HF-Ca, high
i izt bas ed oncancda odl; HEL high-fatd i based onlard; HIFO, high-ft disthased
om ol oil; HF-4 high-fa diet based on surdlower ol ; 5C, standard chow.

with the 5C contmol group (P < 0001). Furthermore, the leptin
levels were 316E and 442% higher in the HF-L and HF-O groups,
respectively, than inthe HF-S group (P < 00001 ); compared with
the HF<Cagroup, the leptinlevel swere 1.272% and 1,687 Zhigherin
the HF-L and HF-0 groups, respectively (P < 00001 ; Table 21
Interestingly, the levels of adiponectin were lowest in the
HF-Lgroup. Ingeneml these levels were low in mice fed HF diets

" s BC ol Lard e Ois

‘& Susfiower & Canola

OGTT (glucose, mgldL)

OGTT (AUC, a.u.)

compared with mice fed standard chow (HF-L 44% less, P o<
0.001; HF-O, 25% less, P < 0.01; HF-5, 25% less, P < 0001; HFCa
25% less, P' < QU01). In the HF-L group, the levels of adiponectin
werne lower than in the HF-0, HF-5, and HF-Ca groups (26 less,
P e 0051 No statistcally significant differences were found
among the HF-0, HF-5 and HF-Ca groups (Table 21

Inflammatory cptolines

The IL-6 levels were the highest in the HF-L group. This leve
was 450% higher than that observed in the SC group (P < 0001)
220% higher than in the HF-0 group (P < 001 |, ¥93% higher than
in the HF-5 group (P = 0L01), and 126% higher than in the HFC:z
group (P < 0001). No statistically significant difference was found
inthe 1-6 levels among the SC HF-0, HF-5 and HFCa groups.
The mmaining inflammatory oytokines, plasminogen activatol
inhibitortype 1. monooyte chemoattractant protein-1, and tumo
necmsis factor-a, did not change as a function of the different
diets (Table 2).

Adipose rissue

The suboutaneous and visceral fat masses wemre greatest fo
the HF-L group( Table 2, Fig 4). The subrutaneous fat mass in the
HF-L group was 44% greater than the comesponding masses in
the 5C and HF-5 groups (P < 0,001 L The subtutaneous fat mass
wias also 160% greater than thatobserved in the HF-0 group (P <
0001) and 2% greater than the mass in the HF-Ca group (P <
0001 However, the subcutaneous fat pad in the HF-O groug
wias 44% less than that ohserved inthe HF-S group (P < 0.05) and
37 less than in the HF-Ca group (P < 0.05). The HF-L group also
showed the greatest visceral fat pad, which was 77 greaterthar
in the pad for the 5C group (P < 0,001 1, 151 % greater than in the
HF-0 group (P < 0L001),171% greater than inthe HF-S group (P <
0001), and 133% greater thanin the HF-Ca group (P < 00011 Mo
statistically significant difference was observed for the masses o
the subcutaneous fat pad and visceral fat pad among the HF-5
HF-Ca and 5C groups.

The ratio of subcutaneous to visceral fat mtio was more than
40% smaller in the HF-L and HF-O groups compared with thai

:

:

B

] n w ]
Minutes

T

Hg X The OCTT induded ghecurves {bedt)and the bar gagph for ghe AU (right). The vabues ane reported as mean + 380 ho statistical differences were found among the
goups. au, abitrary unit; ALUC ara under ghe curve; HF, high-fat diet; OCTT oral ghocose wlerance test; &, sandand chow.
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Fig. 3. The WPITT inchuded the curves (ft) and the bar gaph for the AUCs (night} The values are repoted as mean + SM. No satisscal dflerences were found among the
groups au, abitrary unit; AUC ama under the curve; HF, high-fat diet; IPITY, imtraperstonedl i nsulin ol erance test; SC sandard chow,

calculated for the other groups (P < 0.001; Table 2). No statistically The adipocytes were hypertrophic in the epididymal and
significant differences were reported for this mtio among the SC subcutaneous fat pads of the HF-L group. The epididymal
HF-5 and HFCa groups. adipocyte in the HF-L group was more than 30% larger than in

. \ Ly |
\
A o~
J&/\.. g
L A
Fig. 4 Theadipocyte dameter of he epidid ymaladipose 8 ssue in (A) $he group fed sundard chow, (B) the group fed a high-fat diet hased onlard (C) the gmup fod a high-fit
diet based on olive odl (D) e Foup fed 2 high-fat diet based on sunflower ol and (£) the group fed a high-fat diet hased on canola odl
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the pads for the S0 HF-0, HF-5, and HF-Ca groups (P < 005 ) In
addition, the suboutaneous adipocytes of the HF-L group weme
more than 0% larger than in the S5C HF-0, HF-5, and HF-Ca
gmoups (P < 05; Table 2, Fig. 41

Correlation among adipokines, adipose tisswe, ond adiposity index

There was a significant positive comelation between resistin
and visceral fat masses (R = 072, P < 0.00005) and between
mesistin levels and the adipasity index (R = 072, P < 0000061
Interestingly, the levels of leptin and adiponectin were not
cormelated with visceral or subcutaneous fat masses or with the
adiposity index.

Discussion

In the present study, the diets rich in satumated (HF-L) and
maonounsaturated { HF-0) fatty acids induced IR by increasing the
level of inflammatory adipokines and decreasing the ratio of
subcutaneous to visceral fat regardless of the animal's body
mass. In contrast. diets that were rich in polyunsaturated fatty
acids (HF-5 and HF-Ca)did not alter amy of the factors imeolved in
the genesis of IR and obesity.

In the present study, the HF-L mice were heavier than the
ather mice on the HF diets, it HF-L mice actually consumed the
same amount of diet per gram of body weight as the other
gmups. This point is emphasized by the finding of a much higher
feed efficiency (weight gain divided by calonic consumption] in
HF-Lmicecompared with the other mice on HF diets. This means
that HF-L mice can store more fat without consuming mome
calories. Therefore, total calories alone do not account for the
greater weight gain of HF-L mice, and this suggests that the body
fat gaimin HF-L mice despite the same diet intake is tightly linked
tothe source of dietary lipid. The ability to store fat seems to be
maore impartant in the development of obesity in C57BLIG mice
than the increase in caloric content of an HF diet [ 12]

It has been argued that because the mte of carbobydrate and
protein oxidation is determined by intake of these nutrients,
whereas the rate of fat oxidation is determined largely by the gap
between total energy expenditure and energy intake, obesity is
the natural result of a diet richin fat [25). From the other studies
cited eardier, it would seem that the metabolic mie can be altered
as a consequence of altering the fatty acid profile of the diet
Some classic studies have directly addressed this possibility. In
animal studies comparing isocaloric HF diets containing satu-
rated (edible beef tallow) with w-6 fat (safflower oil), larger
amountz of body fat were accumulated in rats that consumed
saturated fat [26]. The expired air from the rats was trapped and
the cxygen and carbon dicxide concentrations analyzed by a gas
mass analyzer. The increased body fatwas assodated with lower
oyEen consumption compared with the zafflower oil-fed
animals, indicating a decreased diet-induced thermogenesis of
the saturated fab compared with the zafflower fat suggesting
that the metabolic rate i= altered in conjunction with the
modification of membrane phospholipids using the dietary
intervention. Another work using open-cirouit respirometry; the
mdents consuming diets with a melatively high-unsaturated fat
profile had significantly greater metabolic rates than those
consuming isecalonc high-satumated fat diets |27 28] Thus, the
phospholipid fatty acid composition of membranes seems to be
a direct determinant of the metabolic mte in rodents. Higher
levels of saturated fatty acids in the diet affect membrane fatty
acid composition, leading to a decreased metabolic rate and thus
increased susceptibility to obesity.

Them are few intervention studies in humans add ressing the
dietary fatty acid profile and metabalic mte. Perhaps the classic
study isthat by Jones and Schoeller [29) In this 2-wk crossover
design study, consisting of bwo consecutive 7-d dietary treat-
ment periods, subjects consumed diets differing only in the
dietary w6 polyunsamimted-to-saturated fany acid ratio. The
bazal metabolic mte and the thermogenic effect of food were
measured in each subject on days 1 and 7 of each diet period
using open-cimuit respiratory gas exchange. Consistent with the
animal data the more saturated diet resulted in the lowest hasal
metabolic mte, thus favering weight gain. However, that study
was limited because a high-carbohydmte diet was not compared
with an HF diet.

High-fat diet-induced obesity has been well understood for
more than a century [30) Further studies have shown that HF
diets promote hyperglycemia and increase body mass and IR
|9.10). Therefore, it can be used as an experimental model for
studying the metabolic syndmome of [R in mdents [31-33 ]

As evident from the literature, diets with varied fatty acid
composition are bmadly grouped under the term high-far diet,
even if most of the comesponding studies involved the adminis-
tration of a formulawith only one HFcomponentforthe purposes
of comparison with standard chow and openly failed to analyze
the influence of different fat components inthe model. Thus, fewr
studies have been performed by changing the components of
these HF diets with the goal of a subsequent assessment of their
metabolic effects.

It is generally believed that diets based on saturated fatty
acids induce the typical HF diet phenotype, whereas diets con-
taining polyunzatumated fatty acids have beneficial effects on
body composition and insulin action [34.35). However, the role
of monounsaturated fatty acids in this context is unclear. In the
present study, zaturated and monounsaturated HF diets proved
effective for inducing the inflammation response and IR
commonly found in human metabolic syndromes.

Abnormal adipose tissue development leads to IR in non-
adipose organs. Ectopic deposition and inflammation play a
centrml rolein the development of IR in the muscle, liver, and other
tissues and establizsh a negative everberating cycle | 36 There is
a comelation between the accumulation of intrahepatic and
imtramuscular riacylghycerols and a low capacity to oxidize fatty
acids in the presence of [R | 37-39) This is in agreement with the
findings of the present study in the HF-L and HF-O groups that
showed |R. This effect is clearly demonstrated when saturated
fatty acids are used |9,1040], but the data are scarce regarding the
othersources of fatty acids. A previous study |31 ] and the present
study have demonstrated a marked 1R in mice fed satumted or
monounsaturated fatty acids, demonstrating that the lipid source
iz as important as the guantity of the food consumed.

Inthe present study, we obsenved thatthe pammetersofIR and
the inflammatory response with the HF-L and HF-0 diets led o
the most pronounced manifestations. We also observed less
subcutaneous fat mass deposition in HF-0 mice compared with
controls (this difference was not seen in the visceral fat mass
deposition), but the inflammatory response and IR in these
animals ocourred despite this smaller fat deposition. In contrast,
weobserved adecrease ofthe mtio of subcutaneous to visceral fat
mass by 50 in HF-0 and HF-L mice. In thiscase, these resultsmay
suggest that the hyperinsulinemia and inflammatory response
am more associated with body fatdistribution (mto of subota-
neous to visceral fat) than with total body fat deposition. For
example, not all obese patients have the same risk of developing
diabetes, cardiovascular disease, or hyperlipidemia Individuals
with peripheral obesity, Le, fatdistributed subcutaneously in the
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gluteofemaral region, are at little or no rsk of the common
miedical complications of obesity, whereas individuals with
central obesity, ie. fat accumulated in visceral depots, are prone
tothese complications| 41 —43). Furt hermore, obesity ooours with
different degrees of fat accumulation in different depots, and
these are associated with different metabolic conseguences, with
visceral accumulation of fat producing a much greater risk of
diabetes, dyslipidemia, and accelerated athemsclerosis than
subcutaneous @t and the patterns of fat distribution and may
hawe a developmental genetic origin [44). In some cases, the
metabolic consequences of fat distribution are different in
rodents and humans. For example, leptin exhibits a higher
expression in subcutaneous than in visceral adipase in humans
| 45.46), whereasin mice leptin expression is higherinvisceral fat
than insubcutaneous fat [47]

The release of adipokines has been shown to play a mle in the
development of IR and has been shown to increase the risk of
obesity |7 Among all adipokines, resistin has the highest
carmelation with IR [48] Low levels of glucose present during
periods of fasting improve glicose tolerance and increase insulin
sensitivity in resistin knockout mice [49). An increase in resistin
levels has been described in several experimental studies using
HF diets based an saturated fatty acids | 50.51] Interestinghy, we
found for the first ime an increase in resistin levels not only in
mice fed with saturated Gt acids, but alsoin mice fed an HF diet
rich in monounzaturated fatty acids (olive oil). Moreover, the
cormelation between resistin levels and wvisceral fat or the
adiposity index was very strong, indicating a role of the visceral
fat compartment in IR Other studies demonstating a causal
relation between resistin and glhicose homeostasis have been
based on animal models with altered serum resistin [52] In this
study, we also showed that IL-6 cdirculation was drastically
increased only in HF-L mice. IL-6 is an important component of
obesity-related IR in the liver through impairment of insulin
signaling [53.54 ] IL-6 can induce R in the liver. Senn et al. [55]
showed that IL-6 can inhibit insulin receptor signal trans-
duction in hepatocytes, indicating that |L-6 and insulin share at
least some common signal transduction pathways. In fact, we
observed a mlation between IR and serum levels of IL6 in HF-L
mice, because these mice presented the highest values of serum
insulin and HOMA-IR.

Our study showed that even in excess, polyunsaturated fatty
acids donot affect the genesis of obesity and 1R In addition, it is
interesting to note that excessive intake of monounsaturated
fatty acids had similar deleterious effects compared with a diet
rich in saturated fatty acids.

Conclusion

These results demonstrated that the type of the lipid provided
in an HF diet is more important than its quantity, especially
when considering IR, adipose tissue remodeling, and changes in
the levels of proinflam matory adipokines.
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