Amanda Marreiro Barbosa

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM OLEO DE PEIXE
SOBRE ALTERACOES NO METABOLISMO DA GLICOSE E
DOS LIPIDIOS INDUZIDAS POR GLICOCORTICOIDE EM
RATOS

Dissertacao submetida ao
Programa de Pds-Graduacdo em
Nutricdo do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de
Santa Catarina para obtencdo do
titulo de Mestre em Nutricdo, linha
de pesquisa Estudo Dietético e
Bioquimico relacionado com o
estado nutricional, sob a orientacdo
do Professor Dr°. Everson Araljo
Nunes.

Floriandpolis
2014



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitéria
da UFSC.

Barbosa, Amanda Marreiro

Efeito da suplementacdo com 6leo de peixe sobre
alteracdes no metabolismo da glicose e dos lipidios
induzidas por glicocorticoide em ratos / Amanda
Marreiro Barbosa ; orientador, Everson Araujo Nunes
- Floriandépolis, SC, 2014.99 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias da Saude.
Programa de Pb6és-Graduacdo em Nutricédo.

Inclui referéncias

1. Nutricdo. 2. Dexametasona. 3. Oleo de peixe.
4 .Homeostase glicémica. 5. Metabolismo lipidico. I.
Nunes, Everson Aratjo. II. Universidade Federal de
Santa Catarina. Programa de Pds-Graduacdo em
Nutricdo. III. Titulo.










AGRADECIMENTOS

“Chegou a hora de me tornar gente grande!”, foi isso que pensei
em 2012. Aos 22 anos estava terminando a graduagdo e me tornando
uma profissional em Nutricdo. Senti que a responsabilidade a cada dia
batia mais forte em minha porta e que naquele ano eu tomaria decisdes
gue poderiam mudar muito o caminho. Minhas experiéncias durante a
graduacdo me fizeram apostar que o fazer, sentir e muitas vezes viver a
Pesquisa passariam a fazer parte de mais algumas paginas da minha
vida. Escolha feital!!

Como qualquer decisdo a ser tomada, foi dificil. Dificil,
exclusivamente por ter que ficar longe daqueles que eu amo
incondicionalmente. Mas no meio de tudo isso, foi exatamente esse
AMOR que me deu forcas e me impulsionou nesta nova etapa.
Sentimento este, muito bem representado pela minha familia, por isso
saibam que esse grande passo que dei foi me apoiando e segurando a
mao de vocés.

Sei que a realizacdo de sonho nunca é feita sozinho, ela é
compartilhada com aqueles que séo importantes para vocé. De fato, eu
sou uma menina de sorte. O meu sonho foi apoiado e vivido pelas duas
grandes estrelas da minha vida, por aqueles que antes de depositarem
gualquer expectativa sobre mim, me amam como se ndo houvesse
amanhd. Mée (Gorete) e Pai (Nonato) vocés sdo os melhores exemplos
gue eu poderia ter, exemplos de dignidade, respeito, companheirismo. O
meu agradecimento a vocés é diério, infinito e verdadeiro. Obrigada por
embarcarem nesta viagem junto comigo, por me educarem de maneira
sabia e prazerosa. Irma (Andreia), obrigada por estar sempre ao meu
lado, por me incentivar, por ter plantado a sementinha que me traria a
Floriandpolis, por simplesmente ser minha irma que amo tanto.

Agradeco a minha Grande Familia em nome das minhas duas
primas-irmas (Ceica-Familia Marreiro) e (Jamila-Familia Barbosa),
tenho certeza que cada um sabe o0 qudo importante foi nesta jornada,
muito obrigada pelo apoio. No meio de tudo isso dois grandes exemplos
nos deixaram (Luiza Antdnia-avé e Jamil Gedeon-tio), a distancia me
fez sofrer por ndo estar perto e ndo poder apoiar com minha presenca
aqueles que amo, mas a garra que vocés sempre tiveram lutando por
mais um dia de vida e pela felicidade intrinseca que carregavam
contagiava e acalmava o coragao de todos.

Agradeco com muito carinho aos meus amigos, aqui
representados pela Turma do Junco (Manu, Gilmar, Heleninha, Isaac,
Raquel, Daniel, Olinda, Enoque), amigos-irmaos que estiveram comigo



em todos 0s embarques e desembarques desta jornada, em todas as
comemoragcdes e despedidas, obrigada por fazerem parte de mim. Aos
meus queridos amigos Raimundo Junior, Leonardo Torres, Gustavo dos
Anjos e Orlando Holanda pelo apoio e palavras amigas nas horas certas.

E com grande prazer que agradeco ao meu querido Erasmo, que
me acolheu em Floriandpolis como uma filha, que se fez presente nos
momentos profissionais e especialmente aos domingos aconchegantes.
De uma maneira especial, gostaria de agradecer minha companheira de
aventura, Bruna Teles, embarcamos nesta jornada juntas e nos apoiamos
sempre que necessario, Bru, obrigada por compartilhar esse momento
tdo especial. Um agradecimento cheio de carinho ao amiguinho, Macell,
obrigada por dividir esta experiéncia comigo, por temos vividos
momentos especiais juntos na Republica do Piaui (Bruna, Macell).

Agradeco com carinho aos amigos conquistados na llha da
Magia. A turma de Mestrado em Nutricio, representada pelos queridos
amigos e amigas (Dani, Morgs, Camis, Tabata, Martha, Ricardo,
Amanda, Rafa, Adri), muito obrigada pelo acolhimento e pelos
momentos especiais que compartilhamos.

Aos amigos do laboratério LANDI aqui representados por
Marininha, Fran, Dani, Igor, Tatilinha, Carol, Serginho, Josiel, Galcho,
gue compartilharam comigo além de momentos cientificos, com troca de
conhecimentos, momentos de muitas gargalhadas, que fizeram meus
dias mais divertidos, mais prazerosos e claro, pelas horas do cafezinho
gue relaxavam os nossos dias. Desta turma, gostaria de agradecer em
especial ao Murilinho que se tornou um grande amigo, dividindo
comigo momentos especiais, bem caracterizados pelos cafezinhos de
manhd cedinho.

Com muita admiragdo e carinho comego a agradecer ao time
LIDoC (Laboratério de Investigacdo de Doengas Cronicas) pelos dois
grandes exemplos que coordenam esse laboratorio: Everson Aradjo
Nunes e Alex Rafacho. Ao meu orientador (Prof® Everson) agradego por
ter me acolhido e por ter sido este exemplo de profissional, de
inteligéncia, sabedoria, dedicacdo e de forca de vontade, exemplo este
gue me inspiro e que me impulsiona a seguir e amar cada vez mais o que
faco, obrigada sempre pelas horas de ensinamento. Muito obrigada ao
meu querido Alex Rafacho que além de compartilhar comigo muito
aprendizado, é um exemplo a ser seguido, com uma dedicagdo que
contagia, agrade¢o com todo carinho os momentos profissionais e de
descontracdo que compartilhamos. Aos meus amigos do LIDoC (Cris,
Katia, Luiz, Fran Ferreira, Bry, Du, Pri, Cristina, Fran Battiston, Rapha,
Cleiton, Darlan, Marina, Henver, Caroline, Carolina, Luiza) agradeco



pelos momentos que compartilhamos juntos, pela troca de
conhecimentos e pelos momentos de descontracdo e divertidos que
fizeram com que estes anos fossem vividos com a magia que esta Ilha
nos oferece, pelo apoio emocional sempre que preciso, VOCés
contribuiram para que eu ndo deixasse a peteca cair, em especial
gostaria de agradecer a minha Tata, irmad de orientacdo e companheira
pra vida toda, que fez os meus dias mais felizes pela sua gargalhada e
alegria contagiante, obrigada sempre ao time LIDoC, que de fato € um
belo exemplo de que a unido faz a forca.

Agradeco ao Programa de Pos-Graduacdo em Nutricdo por
auxiliar no meu aprendizado e apoiar a realizacio da minha pesquisa. A
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) pela disponibilizagéo
de suas dependéncias e pelo suporte financeiro para a participacdo em
congressos cientificos. A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES) pelo suporte financeiro.

Aos professores Adair Roberto Soares dos Santos, Anicleto Poli
e André Bafica por abrirem as portas de seus laboratorios e
possibilitarem a execucdo de experimentos fundamentais. Ao0s
professores Alex Rafacho, Gleisson Alisson Pereira Brito, Adair
Roberto Soares dos Santos e Leticia Carina Ribeiro por aceitarem fazer
parte da Banca Examinadora de defesa da Dissertagdo, contribuindo
assim, com este trabalho.

A todos os animais necessarios para esta pesquisa, sem eles de
fato ndo seria possivel.

Por fim, minha gratiddo a cada um que de maneira particular
sabe 0 quanto foi importante para mim nesta etapa.

Obrigada meu Deus, eu sei que Tu me sondas!!!






RESUMO

A dexametasona (Dex) é um glicocorticoide sintético usado como
potente anti-inflamatério na prética clinica. Quando administrada em
excesso, a Dex pode promover alteragBes no perfil glicémico e lipidico.
Os acidos graxos polinsaturados 6mega n-3 (AGPIs n-3) presentes no
Oleo de peixe (OPe) podem ser usados como potentes moduladores do
metabolismo da glicose e dos lipidios. Com isso, nds investigamos 0s
efeitos da suplementagdo com OPe sobre alteragdes no metabolismo da
glicose e dos lipidios ocasionadas por 15 dias de tratamento com Dex.
Foram utilizados ratos machos adultos divididos em 4 grupos: CTL,
salina 1 ml/kg p.c. e 6leo mineral 1 g/kg p.c., DEX, dexametasona 0,5
mg/kg p.c. e 6leo mineral 1 g/kg p.c., OP, 6leo de peixe 1g/kg p.c. e
salina 1 ml/kg p.c e DOP, 6leo de peixe 1g/kg p.c. e dexametasona 0,5
mg/kg p.c, tratados por 15 dias. A Dex e salina foram administradas via
intraperitoneal e o 6leo de peixe e dleo mineral, via gavagem. Foram
analisados a massa corporea, glicose sanguinea, componentes
plasmaticos (triacilglicerol-TAG, colesterol total-CT, HDL-c), contelido
de glicogénio e gordura hepatica, tolerancia a glicose, a insulina e ao
piruvato. Também foi avaliado o conteldo das proteinas substrato
receptor de insulina 1 (IRS-1), proteina cinase B (Akt), receptores
ativados por proliferadores de peroxissomos-gama (PPARy) e
coativador 1 do receptor ativado por proliferadores de peroxissomos-alfa
(PGC-1a) e a incorporagdo dos acidos graxos eicosapentacnoico (EPA)
e docosahexaenoico (DHA) no figado. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), seguido de post hoc de Tukey, com
nivel de significancia de 95%. Os dados mostram que a suplementacéo
com OPe resultou em maior incorporacdo de EPA (DEX: 0,3%0,0;
DOP: 1,3+0,1) e DHA (DEX: 5,6+0,7; DOP: 10,5+0,8) no figado e
reduziu as concentracfes plasmaticas de TAG, CT e fracdo ndo HDL-c
nos ratos tratados com Dex. Estas modificagdes ocorreram sem alteracéo
no contetdo hepético das proteinas IRS-1, Akt, PGC-1a e PPARy. A
ingestdo de OPe ndo atenuou a perda de peso, 0 aumento da glicemia em
jejum e a intoleréncia a glicose (no oitavo dia de tratamento) nos ratos
tradados com Dex. No fim do tratamento (16 dias) ndo foi observada
intolerancia a glicose nos ratos tradados com Dex, independente da
suplementacdo. Diante disso, o0 presente estudo mostra que a
suplementagdo com 6leo de peixe, na dose e tempo utilizados, atenua as
alteracBes dos lipidios plasmaticos provocadas pelo tratamento com



Dex, mas ndo exerce nenhum efeito sobre os parametros da homeostase
glicémica em ratos.

Palavras-chave: dexametasona, 6leo de peixe, perfil glicémico,
metabolismo lipidico.



ABSTRACT

Dexamethasone (Dex) is a synthetic glucocorticoid clinically applied as
anti-inflammatory. However, in excess or after prolonged exposition,
Dex may also alter the glucose and lipid homeostasis. The omega-3 fatty
acids, present in fish oil (FOI), can be used as potential modulators of
intermediary glucose and lipids’ metabolism. Herein, we evaluate the
effects of FOi supplementation on the glucose and lipid’ metabolism in
rats treated with Dex during 15 days. Adult male Wistar rats were
divided in four groups: CTL received saline 1 ml/kg per body weight
(b.w) and mineral oil 1 g/kg b.w; DEX received dexamethasone 0.5
mg/kg b.w and mineral oil 1 g/kg b.w; FO received fish oil 1g/kg and
saline 1 mil/kg b.w; and DFO received fish oil 1 g.kg b.w and
dexamethasone 1 mg/kg b.w for 15 days. Dex and saline were
administered intraperitoneally and fish oil and mineral oil by gavage.
Were evaluated the body weight, blood glycaemia, plasmatic parameters
(triacylglycerol — TAG, total cholesterol —TC and HDL-c), glycogen
content, hepatic fat and glucose, insulin and pyruvate tolerance. In
addition, were evaluated the expression of the insulin receptor substrate
1 (IRS-1), protein kinase B (PKB), peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPARY), peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1l-alpha (PGC-la) and the incorporation of fatty
acids eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) in liver.
Data were analyzed by ANOVA and post hoc test at a significance level
of p<0.05. The results showed that FOi supplementation increased DHA
(DEX: 5.6+0.7; DFO: 10.5+0.8) and EPA (DEX: 0.3+0.0; DFO:
1.3+0.1) hepatic content and attenuate the modifications of the plasmatic
concentrations of TAG, TC and non-HDL-c fraction in the DFO rats
compared with DEX. These effects occurred without modifications on
the hepatic expression of IRS-1, Akt, PGC-1 and PPARYy proteins. The
FOIi supplementation does not attenuate the loss of body weight, the
increase of fasting glycaemia and the glucose intolerance (on the eighth
day of treatment) in the rats treated with Dex. At the end of treatment
(16 days), we observed that the DEX groups were not glucose intolerant,
independent of the FOI supplementation. Therefore, the present study
showed that the FOIi supplementation, in the dose and time tested,
attenuated the lipid metabolism alterations induced by Dex treatment.

Key-words: dexamethasone, fish oil, glycaemia profile, lipid
metabolism.
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1 INTRODUCAO

Os horménios glicocorticoides (GC) (principalmente o cortisol
em seres humanos e a corticosterona em roedores) sdo produzidos pelo
cortex adrenal e estdo sob o controle do eixo hipotadlamo-hipofise-
adrenal. Em condigdes fisiol6gicas, desempenham papel chave na
regulacdo do metabolismo hidrico e de sais, da pressdo sanguinea, da
fungdo imunoldgica e do metabolismo de macronutrientes. Em periodos
de estresse, esse horménio torna-se importante pelo seu papel na
modulacdo do metabolismo de proteinas, lipidios e carboidratos que
favorecem a disponibilizacdo de substratos para o metabolismo
oxidativo (ANDREWS; WALKER, 1999).

Inimeros compostos com atividade glicocorticoide tém sido
sintetizados, como por exemplo, a dexametasona (Dex). Na pratica
clinica, sua administracdo é indicada para a supressdao da inflamagéo,
para 0 tratamento das manifestacdes clinicas da artrite reumatoide
(SCHACKE et al., 2002; CZOCK et al., 2005) e para a atenuagdo da
émese associada a quimioterapia (MARANZANO et al., 2005). Quando
administrada em excesso, a Dex pode induzir efeitos adversos como a
atrofia muscular (PRELOVSEK et al., 2006), hiperfagia (DEBONS et
al., 1986), aumento da deposicdo de gordura central,
hipertrigliceridemia, resisténcia periférica a insulina (RI) e intolerancia a
glicose (IG) (STOJANOVSKA et al., 1990; BINNERT et al., 2004,
KORACH-ANDRE et al., 2005; BUREN et al., 2008; RAFACHO et al.,
2008a; RAFACHO et al., 2010). Com base nestes efeitos, a Dex pode
ser utilizada para inducdo de RI e IG experimentalmente em roedores
(STOJANOVSKA et al., 1990; SEVERINO et al., 2002; KORACH-
ANDRE et al., 2005; BUREN et al., 2008; RAFACHO et al., 2008a;
RAFACHO et al., 2010) e transitéria em humanos (BINNERT et al.,
2004).

Alteracdes no metabolismo da glicose e dos lipidios, como a IG
e a hipertrigliceridemia, em ratos tratados com GC tem sido bastante
estudados. Contudo, a reprodutibilidade e o grau de influéncia sobre
essas variaveis parece ser dependente de dose, duragdo de tratamento ou
fatores predisponentes (por exemplo, obesidade, gravidez e
envelhecimento) (NOVELLI et al., 1999; HOLNESS; SUGDEN, 2001,
RAFACHO et al., 2008a). Um estudo realizado por Rafacho et al.
(2008a) com ratos machos adultos tratados com 0,1; 0,5 ou 1 mg/kg de
peso corporal de Dex durante 5 dias, mostrou que apenas 0s animais
tratados com 1 mg/kg de peso corporal de Dex tornaram-se intolerantes
a glicose e aqueles tratados com 0,5 e 1 mg/kg de peso corporal de Dex
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apresentaram aumento significante nas concentracdes de triacilglicerol e
de acidos graxos ndo esterificados em estado pds-absortivo.

Atenuar efeitos adversos causados pelo tratamento com Dex
pode ser importante estratégia para propiciar melhor qualidade de vida
dos individuos que sdo expostos a esta situacdo. Alternativamente, a
reducdo de efeitos colaterais pode potencialmente ser fator que
possibilite 0 aumento do tempo com glicocorticoide sem prejudicar de
forma tdo drastica outros parametros metabolicos. Assim, estratégias
adjuvantes podem ser investigadas no sentido da busca de redugdo dos
efeitos colaterais negativos. Nesse sentido, evidéncias sugerem que 0S
acidos graxos polinsaturados (AGPIs) émega-3 (n-3), principalmente os
acidos eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA), podem
aumentar a tolerancia a glicose (TG), a sensibilidade a insulina (SI), e
reduzir os fatores de risco para vérias doencas tais como: dislipidemias,
doencas cardiovasculares, hipertensdo arterial, cancer, diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) e sindrome metabdlica (STORLIEN et al., 2000; KRIS-
ETHERTON et al., 2002; SIRTORI; GALLI, 2002; HIRABARA et al.,
2012). Aparentemente, estas propriedades se devem aos diversos efeitos
fisiolégicos dos AGPIs n-3 sobre a modulacdo da concentracdo de
lipideos plasmaticos, funcdo imunitaria, sinalizacdo da insulina,
desenvolvimento neuronal e acuidade visual (JUMP, 2002).

Estudos epidemioldgicos demonstram que a ingestao de 6leo de
peixe (OPe), fonte natural de AGPI n-3, nos primeiros anos da infancia
retarda o desenvolvimento da IG ao longo da vida. Os mecanismos
moleculares apontados estdo relacionados a melhora da transducéo do
sinal insulinico e a seus efeitos anti-inflamatérios (STENE; JONER,
2003).

Além disso, foi demonstrado que AGPIs n-3 possuem
capacidade em modular a a¢do da insulina em seus tecidos-alvo. A
alteracdo na composicdo da membrana lipidica com consequente
alteragdo da funcdo de receptores ou canais de membrana, efeitos na
translocacdo e atividade do transportador de glicose (GLUT-4),
interacbes com diacilglicerol (DAG) — proteina cinase C (PKC),
producdo de Oxido nitrico (NO) e armazenamento de triacilglicerol
(TAG) no musculo, assim como um aumento na fosforilagdo em tirosina
do substrato receptor de insulina 1 (IRS-1) e aumento da atividade da
fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K) no figado sdo algumas das varias
hipoteses que vém sendo sugeridas para explicar 0s mecanismos por tras
dos efeitos dos AGs polinsaturados na reducdo da RI e na melhora da
TG (STORLIEN et al., 1996; ZIERATH et al., 1997; KRSSAK et al.,
1999; TAOUIS et al., 2002).
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Os efeitos adversos provocados por doses elevadas ou por uso
prolongado de Dex tém sido previamente reportados em estudos com
animais e seres humanos, assim como o efeito da suplementacdo de OPe
na diminuigdo da IG, da RI e da hipertrigliceridemia. Contudo, nédo
existem dados que possam suportar a recomendacdo da indicacdo da
suplementacdo com o6leo de peixe para atenuar efeitos colaterais do
tratamento com dexametasona sobre a IG, RI e hipertrigliceridemia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 GLICOCORTICOIDES

Os GC sdo horménios esteroides produzidos no cortex das
glandulas adrenais sob o controle do eixo hipotadlamo-hipdfise-adrenal
(ANDREWS; WALKER, 1999). Na prética clinica eles sdo amplamente
utilizados como agentes anti-inflamatdrios e imunossupressores
(SAKLATVALA, 2002). Em esséncia, 0s GC sdo muito importantes em
periodos de estresse, quando eles subsidiam sinais de longo prazo que
minimizam muitas das respostas adversas e favorecem a
disponibilizagdo de substratos para o0 metabolismo oxidativo
(ANDREWS; WALKER, 1999).

A deficiéncia de cortisol é caracterizada pela hipotensao
postural, perda de peso e hipoglicemia. Contudo, excesso de cortisol é
caracterizado por hipertensdo, obesidade central e IG (ANDREWS;
WALKER, 1999). Em excesso, 0s GCs end6genos induzem também RI
(STOJANOVSKA et al., 1990; KORACH-ANDRE et al., 2005;
RAFACHO et al., 2008b) como evidenciado na sindrome de Cushing
(SAKLATVALA, 2002). Nesta situacdo, a RI contribui para o aumento
da producdo hepatica de glicose pela gliconeogénese e diminuicdo de
sua captacao pelos tecidos periféricos (DELAUNAY et al., 1997).

Vérios compostos com atividade glicocorticoide tém sido
sintetizados, eles representam a terapia padrdo para a atenuacdo das
respostas inflamatdria e imunitaria na asma, bem como em inimeras
respostas de hipersensibilidade (ANDREWS; WALKER, 1999). Os
GCs sintéticos ainda sdo amplamente utilizados na clinica e, em alguns
casos, sdo o0s farmacos mais apropriados para alguns tratamentos
dependendo do resultado que se almeja (SAKLATVALA, 2002).

A Dex é um dos GCs sintéticos mais utilizados, e apresenta
afinidade 50 vezes maior aos receptores de glicocorticoide (GR), em
relagdo ao proprio cortisol (SCHACKE et al., 2002).

Por outro lado, os GC promovem inimeros efeitos colaterais em
diversos oOrgdos ou sistemas como a pele (adelgamento), sistema
musculo-esquelético  (osteoporose e miotrofia), sistema nervoso
(disturbios  cognitivos),  digestorio  (Ulceras),  cardiovascular
(hipertensdo), imunitario (imunossupressao) e, em especial, no sistema
endécrino (SCHACKE et al., 2002).

De longa data é conhecido que os GCs diminuem o transporte
da glicose estimulada por insulina (OLEFSKY, 1975; TANAKA et al.,
1992). Além disso, ja esta bem estabelecido que o excesso de GC
promove reducdo da captacdo e da oxidacdo de glicose em musculo
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esquelético (DIMITRIADIS et al., 1997). Estas alteragBes corroboram a
IG, RI, dislipidemia e hiperglicemia observadas nessas situacGes
(SCHACKE et al., 2002).

Assim, para doses reduzidas e/ou periodos curtos de
administracdo de GC, a elevacdo na secrecdo de insulina € suficiente
para impedir qualquer desarranjo na homeostase da glicose. No entanto,
para doses elevadas e/ou periodos prolongados de tratamento com GC, o
aumento da sintese e secregdo de insulina pelas células B-pancreaticas
ndo sdo suficientes para compensar a exigéncia metabdlica e a IG se
manifesta. Também é importante mencionar que ratos idosos tratados
com GC (NOVELLI et al., 1999), ratos consumindo dieta com
percentual alto de gordura (HOLNESS et al., 2005) ou ratas gravidas
tornam-se intolerantes a glicose ap6s um desafio com acUcar. Fato que
estd associado com indice insulinogénico diminuido (HOLNESS;
SUGDEN, 2001)

Estudos desenvolvidos por Burén et al. (2008) analisaram a
concentracdo total e o grau de fosforilagdo de inGmeras proteinas
envolvidas na sinalizagdo insulinica de tecidos periféricos de ratos
insulinorresistentes induzidos por tratamento com Dex. Apos 11 dias de
tratamento com 1,0 mg/kg de peso corpéreo foi observado reducdo
significativa de 40% e 30-70% na captacdo de glicose estimulada por
insulina em tecido adiposo e muscular, respectivamente. As mudancas
ndo se resumem a tecidos periféricos, pois em animais induzidos a IG e
a Rl com o glicocorticoide sintético Dex (1mg/kg p.c. por 5 dias
consecutivos), foram observadas alteragGes funcionais e morfolégicas
gue ocorrem nas ilhotas pancreaticas como mecanismos compensatorios
a Rl (RAFACHO et al., 2008a; RAFACHO et al., 2009). Em resumo,
alguns estudos relacionados ao efeito da dexametasona sobre parametros
relacionados a homeostase glicémica estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1 - Efeitos do tratamento com Dex em ratos normais sobre os
pardmetros relacionados & homeostase glicémica.

GC Dose Sensibilidade &  Glicemia  Insulinemia Secrecédo Referéncia
insulina (SI) em jejum em jejum de
Toleréncia a Insulina
glicose (TG)

Dex 0,005 mg Diminuicio ~ Aumento ~ Aumento  Aumento  (Stojanovska
2x/diaem 3 da Sl moderado et al., 1990)
ou 4 dias em
SD machos

Dex 5 mg/kg por Diminuigao Inalterado Aumento (Ogawa et
i.p. 2\4 dias da Slem al.,
animais 1992)
normais
Dex 0,1 mg/kg Modesta Inalterado Aumento  Aumento (Holness;
s.C. de peso por  Diminuicdo Sugden,
6 dias em da TG 2001)
ratas Wistar
nao
gravidas
Dex 0,001 mg Diminuicéo Inalterado Aumento  Aumento  (Severino et
s.C. 2x/dia da Sl al, 2002)
por 4
semanas
Dex 0,01 0u0,1 Diminuicéo Inalterado Aumento (Choi etal.,
oral mg/kg de da Sl por peso 2006)
peso por 8
semanas em
SD machos

Dex 0,1;050u Diminuicéo Aumento Aumento Aumento (Rafacho

i.p. 1 mg/kg de da Slem Modesto dependen  dependente et
peso por 5 todos e com dose te da da dose al, 2008)

dias em Diminuicéo elevada dose
ratos daTG (0,5¢e
Wistar 1 mg)

Dex  0,125mg/kg  Diminuicéo Inalterado Aumento  Aumento  (Novelli et

i.p. de peso por da Sl al.,

20 dias em 2008)

SD
Dex 0,2 mg/kg de peso Modesto Aumento  Aumento (Sood;
i.p. por 2 dias em ratos ~ ---- aumento Ismail-
Wistar machos Beigi,
2010)

Dex 1 mg/kg de Diminuicdo ~ Tendéncia Aumento Aumento  (Rafacho

i.p. pesoporl,3 daSlI(3e5 nesse dependente  em todos et
ou 5 dias em dias) sentido em do tempo al, 2011)
ratos Wistar Diminuicéo 5 dias

machos daTG (5
dias)

GC: glicocorticoides, Dex: dexametasona, SD: Sprague-Dawley

Fonte: Adaptado de Rafacho et al., 2012.
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Os GC apresentam também importante papel modulador sobre
os lipidios circulantes. Eles aumentam as concentracdes plasmaticas de
triacilglicerol por inibicdo da atividade da lipoproteina lipase
(FRANCO-COLIN et al., 2000) e podem aumentar as concentragdes de
acidos graxos livres (AGL) por ativacdo da lipase hormonio sensivel
(SLAVIN et al., 1994). No modelo de inducdo a IG e a Rl com
dexametasona foi verificado marcante elevagdo nas concentracfes de
AGL e triacilglicerol. Esta observacdo levou a hipdtese dos lipidios
modularem a compensacdo das ilhotas resistentes a insulina, também
citada em outros trabalhos (PRENTKI et al., 2002; EL-ASSAD et al.,
2003; NOVELLI et al., 1999).

2.2 METABOLISMO DA GLICOSE

2.2.1 Captacdo, absorc¢ao tecidual e intoleréncia a glicose

A secrecdo de insulina é estimulada por varios fatores, alguns
deles exercem efeito direto sobre as células B-pancreaticas, como por
exemplo, substratos energéticos, horménios (catecolaminas e hormonios
gastrintestinais) e transmissores colinérgicos (MALAISSE et al., 1979).

A glicose é o agente estimulador mais importante, esta é
transportada para o interior da célula B por uma proteina integral de
membrana denominada GLUT2, que difere das outras isoformas
existentes nos mamiferos, por apresentar K., alto (entre 15 e 20mmol/L,
com baixa afinidade para glicose) e Vmax muito elevado, permitindo um
equilibrio rdpido entre as concentragdes externa e interna de glicose,
guando esta se eleva no meio extracelular (THORENS et al.,1988). A
seguir, a glicose é fosforilada a glicose-6-fosfato por duas enzimas: a
hexocinase 1V (glicocinase) de baixa afinidade (K., entre 6 a 11mmol/L)
e a hexocinase | (HK) de alta afinidade (K, < 0,Lmmol/L). A enzima de
alta afinidade é inibida pela glicose-6-fosfato e, em menor grau, pela
glicose-1-6-difosfato, o que transfere para a glicocinase o papel
preponderante na fosforilagdo da glicose pelas células . Esse
mecanismo funciona como “valvula de seguranga”, permitindo
formagdo de glicose-6-fosfato apenas em concentracdes fisioldgicas e
suprafisioldgicas de glicose no sangue. Confere ainda a glicocinase
papel fundamental na regulacdo do fluxo glicolitico e, portanto, na
secrecdo de insulina, caracterizando, em suma, a glicocinase como o
“sensor” da glicose pelas células f (BOSCHERO, 1996).

A RI esté associada ao aumento na expressdo de HK nas células
. Becker et al. (1994) confirmaram que a superexpressdo de HK em



29

ilhotas isoladas induz diminuicdo da utilizacdo de glicose e a liberagéo
de insulina em concentracdes menores de glicose.

O metabolismo da glicose gera ATP e a razdo ATP/ADP
aumenta no citoplasma. Essa relacdo ATP/ADP aumentada provoca o
fechamento dos canais de potéssio e a consequente despolarizacdo da
membrana celular que abre canais de célcio, sensiveis a voltagem. O
aumento do influxo de calcio para a célula B resulta em despolarizacéo
suplementar da membrana plasmatica e desencadeamento do processo
exocitético da insulina (HABER et al., 2001).

A estimulacdo das células B pela glicose leva a ativacdo de
isoformas da fosfolipase C (PLC), promovendo a hidrolise de
fosfolipides de membrana e gerando inositol 1-4-5-trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG). O IP3 ativa os canais de calcio localizados na
membrana do reticulo endoplasmatico com a saida de calcio da organela
e aumento da concentracdo desse ion no citosol. O DAG, por sua vez,
também produz o mesmo efeito na concentracdo de calcio intracelular,
ao ativar os canais de calcio sensiveis a voltagem da membrana
plasmatica, permitindo a passagem do cation do meio extracelular para o
intracelular. O DAG também ativa a proteina cinase C (PKC) que ativa
proteinas dos granulos secretorios de insulina que, juntamente com o
Ca2+, promovem a ativagdo do sistema de microtibulos e
microfilamentos, responsavel pela translocacdo desses granulos para as
proximidades da membrana plasmatica e consequente exocitose. Outra
funcdo proposta para a PKC é de ativacdo da adenilato ciclase (que
também ocorre por outros mecanismos, durante a glicolise) com o
consequente aumento do contetdo intracelular de AMPc (HABER et al.,
2001).

A producdo de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) ativa
a proteina cinase A (PKA), que parece agir nos processos de sintese
proteica da célula. A PKA pode, ainda, estimular a secrecdo de insulina
por duas maneiras distintas: 1) pela fosforilacdo do canal de Ca2+,
sensivel a voltagem, permitindo a entrada do ion na célula; 2) pela
fosforilacdo de alguns componentes nédo tdo especificos da maquinaria
secretOria, mas que garantem a sua eficiéncia (HABER et al., 2001).



30

Figura 1 - Principais eventos envolvidos na secre¢do de insulina
estimulada por glicose.
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GLUT-2 = transportador de glicose do tipo 2; ATP = adenosina trifosfato; PLC
= fosfolipase C; PLA2 = fosfolipase A2; FL = fosfolipidios; AA = &cido
araquiddnico, RE = reticulo endoplasmético, PKA = proteina cinase A; PKC =
proteina cinase C; DAG = diacilglicerol; IP3 = inositol trifosfato; AMPc =
adenosina monofosfato ciclico; (+) estimula; (-) inibe. Fonte: Curi et al. (2002).

Segundo Melissa et al. (2000), existe relacdo entre a RI,
aumento compensatorio na massa de células B e o metabolismo da
glicose. Quando o processo de compensagio das células B em relagdo a
RI é suficiente, a TG pode ser mantida. Quando ndo ha compensacéo

das células B a concentragdo de glicose se altera podendo levar ao
diabetes mellitus ou IG.
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2.2.2 Acdo, sinalizacdo e resisténcia a acdo da insulina.

A insulina é o horménio polipeptidio anabdlico mais conhecido
e essencial para a manutencdo da homeostase da glicose, além de
promover crescimento e diferenciacdo celular (CARVALHEIRA et al.,
2002). Esse hormonio ¢é secretado pelas células [ das ilhotas
pancredticas em resposta ao aumento da concentracdo de glicose
circulante, aminoacidos e acidos graxos (PRENTKI et al., 2002) ap6s as
refeicdes. A distribuicdo eficiente desses substratos energéticos nos
tecidos periféricos (figado, musculo e tecido adiposo) é coordenada pela
acdo antagonica da insulina e do glucagon, um hormdnio secretado pelas
células a das ilhotas pancreaticas (JIANG; ZHANG, 2003).

A insulina aumenta a captacdo periférica de glicose, reduz a
producdo hepética da mesma por meio da diminuicdo da gliconeogénese
e glicogendlise, além de estimular a lipogénese e a sintese proteica
(CARVALHEIRA et al., 2002). No jejum, a reducdo no balango
insulina/glucagon  disponibiliza o0s substratos energéticos via
glicogendlise, gliconeogénese e lipdlise, contudo, sem interferir no
metabolismo muscular (JIANG; ZHANG, 2003).

A RI caracteriza-se pela reducdo da capacidade dos tecidos
sensiveis a insulina de regularem a homeostase da glicose em
concentracBes normais do horménio. As principais caracteristicas da Rl
sdo o aumento da lipélise no tecido adiposo, aumentando o fluxo de
AGLs, a secrecdo hepatica da lipoproteina de densidade muito baixa
(VLDL), causando hipertriacilglicerolemia, reduzindo a concentra¢do
plasmatica das lipoproteinas de alta densidade (HDL) (AVRAMOGLU
et al., 2006) e o aumento da gliconeogénese no figado e diminuigcdo da
captagdo de glicose pelo musculo. As células B, frente as concentragdes
crescentes de glicose impostas pela RI, desenvolvem mecanismos
compensatorios, dentre os quais estdo a hiperinsulinemia, para manter a
normalidade da glicemia (CEFALU, 2001). Dependendo do grau de R,
ocorre hipertrofia das ilhotas pancreaticas e aumento da proliferacdo das
células B, fato que também auxilia na homeostase da glicose
(RAFACHO et al., 2008a; RAFACHO et al., 2009).

Aschroft; Aschroft (1992) relataram que a RI caracteriza-se por
diminuigdo da capacidade celular em elevar o transporte e/ou utilizacéo
de glicose em resposta & acdo da insulina. Nessa condicdo, a menor
captagdo de glicose faz com que sua concentracdo plasmatica tenda a se
elevar, promovendo um quadro de IG.

A sinalizacdo intracelular da insulina comeca com a sua ligacéo
ao receptor especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica
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com atividade cinase, composta por duas subunidades o e duas
subunidades B, que atua como uma enzima alostérica na qual a
subunidade o inibe a atividade tirosina cinase da subunidade . A
ligagdo da insulina a subunidade o permite que a subunidade  adquira
atividade cinase levando a alteracdo conformacional e auto fosforilacéo,
gue aumenta ainda mais a atividade cinase do receptor (PATTI; KAHN,
1998).

Apo6s ativacdo do receptor de insulina, este promove a
fosforilacdo, em residuos tirosina, de proteinas citoplasmaticas
ancoradas ao mesmo, como o substrato do receptor de insulina (IRS)-1
(WHITE; KAHN, 1994).

As trés principais vias ativadas por proteinas IRS, séo as vias da
PI3K, da CAP/Cbl/Tc10 e da proteina cinase ativada por mitdgeno
(MAPK). A PI3K ativada aumenta as concentragdes de fosfatidilinositol
3, 4, 5- trifosfato que regulam, por sua vez, a atividade de diferentes
proteinas cinases como a proteina cinase B (PKB ou Akt), proteina
cinase piruvato desidrogenase-1 (PDK-1) e as proteinas cinases C
(PKCs) atipicas. A ativacéo da via da PI3K encontra-se envolvida com o
transporte de glicose (translocagdo de GLUT4 para a membrana
plasmatica), sintese de glicogénio e lipogénese. Uma via paralela
envolvida com a captacéo de glicose € a via da CAP/Cbl/Tc10, iniciada
pela associacdo da Cbl com o receptor da insulina através da proteina
adaptadora CAP. O complexo CAP-Cbl encontra-se associado aos
“rafts” lipidicos (“balsas” lipidicas) e a proteina caveolar flotilina. A via
da MAPK também é ativada pela insulina através da associa¢do Shc
com o receptor de insulina e da Grb2. As MAPK ou ERKSs (cinases
reguladas por sinais extracelulares) ndo possuem papel principal nas
respostas metabolicas, embora o aumento na atividade basal de MAPK
parece contribuir com o desenvolvimento da RI (PIROLA et al., 2004)
(Figura 2).
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Figura 2 - Via de sinalizacdo da insulina em células musculares e
adiposas.
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Expressao génica especifica
Fonte: adaptado de SALTIEL; KAHN, 2001.
2.3 METABOLISMO DOS LIPIDIOS

Os componentes lipidicos, especialmente os acidos graxos
(AGs), estdo presentes nas mais diversas formas de vida,
desempenhando importantes fungdes na estrutura das membranas
celulares e nos processos metabélicos (CURI, 2002).

Os AGs séo acidos carboxilicos compostos por longa cadeia de
hidrocarbonetos com um grupo carboxila numa extremidade e um metila
na outra (CALDER, 2005). Estes podem ser saturados ou insaturados.
Na auséncia de duplas ligacGes sdo classificados como saturados e na
presenca de duplas ligacGes, insaturados (RUXTON et al, 2004).

Quando o &cido graxo possui uma Unica dupla ligacdo, é
denominado monoinsaturado, se contém duas ou mais duplas ligagdes,
polinsaturado. As duplas ligagdes tém grande importancia, pois
aumentam a flexibilidade da cadeia e consequentemente a fluidez das
membranas bioldgicas quando esses acidos graxos sédo incorporados. Os
AGs sdo classificados também como AGs de cadeia curta (2 a 4
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carbonos), média (6 a 10 carbonos) e longa (acima de doze carbonos)
(CURI, 2002).

As lipoproteinas permitem a solubilizacdo e o transporte dos
lipidios, que sdo substancias geralmente hidrof6bicas, no meio aquoso
plasmatico. Sdo compostas por lipidios e proteinas denominadas
apolipoproteinas (apos). As apos tém diversas fungfes no metabolismo
das lipoproteinas, como a formacdo intracelular das particulas
lipoproteicas, caso das apos B100 e B48, e a atuacdo como ligantes a
receptores de membrana, como as apos B100 e E, ou cofatores
enzimaticos, como as apos CIlI, Clll e Al. Existem quatro grandes
classes de lipoproteinas separadas em dois grupos: (1) as ricas em TAG,
maiores e menos densas, representadas pelos quilomicrons, de origem
intestinal, e pelas lipoproteinas VLDL, de origem hepatica; e (2) as ricas
em colesterol, incluindo as de densidade baixa ou low density
lipoprotein (LDL) e as de densidade alta, HDL. Existe ainda uma classe
de lipoproteinas de densidade intermediaria ou intermediary density
lipoprotein (IDL) (XAVIER et al., 2013).

Os AGs sdo adquiridos da dieta, principalmente como
triacilglicerdis, e sdo armazenados para reserva energética,
transformados em horménios, mensageiros celulares e constituintes da
membrana celular (ALBERTS et al., 1997).

Apobs serem absorvidas pelas células intestinais, as diversas
moléculas lipidicas, particularmente os AGs, sdo utilizadas na producédo
de quilomicrons, que sdo em seguida secretados pelas células intestinais
para o interior do sistema linfatico, de onde alcangam a circula¢do
sanguinea via comunicacdo do ducto toracico com a veia subclavia
esquerda (XAVIER et al., 2013).

O metabolismo dos lipideos é influenciado, em parte, pela agdo
de duas enzimas: a lipase horménio sensivel (LHS) e a lipase de
lipoproteinas (LLP). A LLP, localizada nas células endoteliais, age
sobre o0s quilomicrons e VLDL, hidrolisando triglicerideos e
fosfolipidios em glicerol e acidos graxos. Quando os acidos graxos sao
necessarios, a LHS mobiliza os acidos graxos do tecido adiposo, por
hidrélise dos triglicerideos armazenados, para a corrente sanguinea. Ao
entrarem na célula, estes acidos graxos sdo transportados para o interior
da mitocondria através de acil-transferases. Estes podem ser
reesterificados, convertidos em TAG e armazenados na prépria célula,
podem ser incorporados nas membranas, seguir na via da $-oxidagao ou
ainda entrar no nucleo e agir como ativadores ou inibidores da expressao
génica. A LLP do tecido adiposo é mais ativa no periodo p6s-prandial e
a LLP do musculo nos periodos de jejum (JEQUIER; TAPPY, 1999).
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Apobs o processo de lipélise, AGs sdo capturados por células
musculares e também adipdcitos, os quilomicrons e AGs remanescentes
também sdo capturados pelo figado, onde séo utilizados na formacéao de
VLDL. O transporte de lipidios de origem hepatica ocorre por meio das
VLDL, IDL e LDL. As VLDL sdo lipoproteinas ricas em TG e contém a
apo B100 como sua apolipoproteinas principal. As VLDLs sdo
montadas e secretadas pelo figado e liberadas na circulacdo periférica.
Na circulagdo, os TGs das VLDL, assim como no caso dos
quilomicrons, sdo entdo hidrolisados pela lipase lipoproteica, enzima
estimulada pela apo Cll e inibida pela apo Clll. Os AGs assim liberados
sdo redistribuidos para os tecidos, onde podem ser armazenados, como
no tecido adiposo, ou prontamente utilizados, como nos musculos
esqueléticos (XAVIER et al., 2013).

A insulina esté ligada diretamente ao processo de oxidacéo dos
nutrientes e atua no metabolismo de lipidios, reduzindo a oxidacéo de
gorduras por inibicdo da LHS, e estimulando o deposito por ativagdo da
LLP. Em individuos que apresentam RI, a acdo LLP é suprimida o que
pode parece explicar as elevadas concentracBes de triacilglicerol nesses
individuos (HOWARD, 1999).

O aumento na disponibilidade de AGs, com diminui¢cdo na
captagdo de glicose caracteriza o ciclo de Randle. O aumento no
contetido de acetil-CoA proveniente de AGs eleva a producao de citrato,
gue juntamente com a razdo ATP/ADP elevada, inibe a atividade da
fosfofrutocinase, resultando em reducédo da atividade da via glicolitica.
Como consequéncia, ha aumento no contetido de glicose-6-fosfato, que
passa a inibir a hexoquinase I, causando acimulo de glicose intracelular
e reducdo do seu transporte. Com isso, 0s AGs causam inibicdo da
captagdo e utilizagdo de glicose, resultando em RI (RANDLE et al.,
1963).

A RI impede a utilizacdo adequada da glicose, promovendo um
aumento da lipélise com consequente elevacdo plasmatica de AGL.
Nesta condicdo, as alteragdes mais comuns sdo hipertrigliceridemia e
concentracbes reduzidas de HDL-c (JEQUIER; TAPPY, 1999).
Adicionalmente, as concentracbes da enzima LLP sdo diminuidas
(PANAROTTO et al., 2002), interferindo na cascata metabdlica normal
das lipoproteinas e resultando em diminuicdo no clearance de VLDL
(HOWARD, 1999; PANAROTTO et al., 2002).
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2.4 ACIDOS GRAXOS POLINSATURADOS OMEGA-3

2.4.1 Aspectos bioquimicos e metabolicos

Existem duas importantes familias de AGPIs denominados de:
O6mega 3 (n-3) e 6mega 6 (n-6), sendo que a nomenclatura se refere a
posi¢do da primeira dupla ligagdo a partir do carbono 6mega no terminal
metila da cadeia de hidrocarboneto (DOMMELS et al., 2002; CALDER,
2005).

O é&cido graxo a-linolénico (ALA,; 18:3n-3) é precursor do acido
eicosapentaenoico (EPA; 20:5n-3) e do docosahexaenoico (DHA 22:6n-
3) e 0 &cido linoleico (AL; 18:2n-6) é precursor do acido araquiddnico
(AA; 20:4n-6). Os ALA e AL possuem efeitos opostos e sdo
considerados essenciais para a dieta humana, pois ndo podem ser
sintetizados pelo organismo humano e nem interconvertidos, devido a
auséncia das enzimas dessaturases A12 e A15 (TAPIERO et al., 2002;
RUXTON et al., 2004).

Na biossintese dos 4cidos graxos n-3 e n-6, estes compartilham
a mesma enzima dessaturase (A-6-dessaturase) e, portanto competem
pela mesma via metabolica. A A-6- dessaturase tem preferéncia pelo
acido a-linolénico, todavia altas concentragdes de acido linoleico podem
inibir a conversdo do ALA em EPA e DHA, reduzindo a quantidade
destes AG (RUXTON et al., 2004).

Os AGs n-6 modulam diversas fun¢bes como: capacidade de
agregacdo plaquetaria, atividade vasoconstritora e sdo precursores de
agentes quimiotaxicos muito potentes. Os acidos graxos n-3 tendem a
ter propriedades anti-inflamatdrias, antiarritmicas e de redugdo da
concentracdo de lipidios (ex: triacilglicer6is) no sangue (CALDER,
2001).

O EPA e DHA sdo produzidos primariamente pelas algas. Logo,
peixes e frutos do mar que se alimentam de algas séo ricos em EPA e
DHA, assim como produtos derivados de sua extracdo lipidica
(ARTEMBURN; HALL; OKEN, 2006). E importante considerar que
diferentes tipos de peixes contém quantidades diferentes destes AGs e
podem conter diferentes propor¢es de EPA e DHA. Isso se deve a
inimeros fatores que incluem as caracteristicas metab6licas do peixe, a
sua alimentacgdo, a temperatura da agua em que vivem, e a estagdo do
ano. De forma geral, os peixes gordurosos (salmdo, cavala, atum,
arenque, sardinha) contém mais AGPI n-3. Por exemplo, uma porcéao de
salméo ou cavala, pode fornecer de 1,5 a 3,5 g de AGPI n-3. O OPe
obtido da carne de peixes gordurosos ou do figado de peixes magros é
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rico em EPA e DHA. Compreendendo até 30% dos AGs presentes neste
tipo de produto. Comercialmente, a maioria dos produtos & base de dleo
de peixe possui, em média, 0,3 g EPA mais DHA/g de 6leo de peixe. No
entanto, a variabilidade das proporgdes relativas de &cidos graxos n-3 de
cada tipo de peixe sdo refletidas também no OPe derivado. Existem
ainda, formulas disponiveis de EPA e/ou DHA isolados e concentrados
(CALDER, 2012).

2.4.2 Acidos graxos polinsaturados n-3 e seu papel no metabolismo
da glicose e dos lipidios

Os AGPIs n-3 tém despertado interesse, principalmente por
apresentarem efeitos antiarritmicos, antitrombogénicos,
hipotriacilglicerolemiantes (KRIS-ETHERTON et al., 2002).

O estudo realizado por Belzung et al. (1993) mostrou que a
suplementacdo de 6leo de peixe (40% do fornecimento de energia)
reduziu a gordura epididimaria e retroperitoneal em ratos alimentados
com teores elevados de gordura. Mostrou também que esta reducdo no
acumulo de gordura pela dieta rica em n-3 foi associada com redugéo na
hipertrofia dos adipocitos.

Devido aos efeitos descritos acima, estudos clinicos e em
modelos animais investigaram a a¢do dos AGPIs n-3 como possivel
tratamento do diabetes mellitus (SIRTORI; GALLI, 2002). Os acidos
graxos n-3 exercem seus efeitos modulando 3 vias principais: 1)
estrutura e fungdo da membrana plasmaética; 2) sintese de eicosanoides;
e 3) expressao génica (JUMP, 2002). A incorporacdo dos &cidos graxos
polinsaturados AA, EPA e DHA na membrana das células musculares
esqueléticas é capaz de aumentar a fluidez de membrana, nimero de
receptores de insulina na membrana plasmética e a acdo da insulina
(MARTIN et al., 2009).

Os fosfolipidios de membrana sdo substratos para enzimas que
liberam AGPIs livres. Os AGPIs liberados podem atuar como moléculas
sinalizadoras, ligantes (ou precursores de ligantes) para fatores de
transcricdo, como PPARs (receptores ativados por proliferadores
peroxissomos), ou precursores para a biossintese de mediadores
lipidicos, que estdo envolvidos na regulacdo de muitas respostas de
células e tecidos (CALDER, 2012).

Deste modo, as mudancgas na composi¢do de AGs da membrana
podem influenciar o funcionamento das células por meio de alteragdes
das propriedades fisicas da membrana. Tais como as alteracbes na
estrutura dos “rafts” lipidicos (regides das membranas com uma
composicdo estrutural distinta, sdo particularmente ricas em
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esfingolipidios e colesterol), como também, nos efeitos nas vias de
sinalizacdo celular. Estas conduzem as alteracdes da atividade de fatores
de transcri¢do, as alteracfes na expressdo de genes, e as alteragdes no
padrdo de mediadores lipidicos produzidos com os diferentes
mediadores em diferentes atividades bioldgicas (CALDER, 2012).

Alguns AGs sdo considerados potentes ativadores de PPARs,
que por sua vez, controlam a expressdo de genes envolvidos no
metabolismo de glicose, lipidio, e adipogénese (SIRTORI; GALLLI,
2002; LOMBARDO; CHICCO, 2006). Existem trés isoformas de PPAR
descritas: a, B e y. O PPARa é expresso principalmente em tecido com
alta capacidade oxidativa de AG como figado, coragdo, musculo
esquelético e rins. O PPARP ¢ expresso na maioria dos tecidos e em
quantidades maiores que as demais isoformas. J& o PPARy é expresso
principalmente no tecido adiposo (SCHOONJANS; STAELS;
AUWERX, 1996). Através da ativacdo dos receptores PPARs, 0s AGPIs
n-3 sdo capazes de regular o metabolismo de outras células do tecido e
suas respostas, incluindo a diferenciacéo de adipécitos e inflamacéo. No
figado, a ativacdo do PPARa resulta em aumento no transporte e
oxidacdo de AG (MASCARO et al., 1998). No tecido adiposo a ativacdo
do PPARYy esta relacionada com a diferenciacdo de adipécitos e aumento
na captacdo e armazenamento de AGs (ROSEN E SPIEGELMAN,
2001). Este mecanismo pode explicar algumas acgdes fisiologicas dos
AGPIs n-3, por exemplo, a sua capacidade de diminuir as concentracdes
de TAG no plasma em jejum, melhorar a sensibilidade a insulina, e
reduzir a inflamag&o (Figura 3).

Ja foi demonstrado que dietas ricas em AGPIs modificam a
acdo da insulina em ratos. Por exemplo, quando os lipideos provinham
do 6leo de peixe, houve prevencao da Rl induzida por uma dieta rica em
lipidios (TAQUIS et al., 2002). No estudo realizado por Vesshy et al.
(2002) a substituicdo dos acidos graxos saturados pelos polinsaturados
n-3 mudou o padrdo caracteristico dos lipideos séricos encontrados no
estado de RI. Estes efeitos dietéticos protetores do 6mega 3 podem
ocorrer devido a incorporacdo dos AGs nos fosfolipidios das membranas
dos tecidos alvos da insulina e também por seu efeito hipolipidémico, ou
seja, reducdo do contetdo de triacilglicerdis (THOMPSON et al., 2000;
TAOQUIS et al., 2002; LOMBARDO; CHICCO, 2006). No entanto, 0s
mecanismos do efeito protetor dos AGPIs n-3 ndo estdo totalmente
esclarecidos.
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Figura 3 - Mecanismos pelos quais 0os AGPIs n-3 atuam através dos
PPARs na melhora do perfil lipidico sanguineo e no controle da glicose.

EPA/DHA
PPAR-u PPAR-)
Diminuicao do Aumento da _Melhora da
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de VLDL acidos graxos P

\a
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esterificados

I_) Melhora no

controle da glicose

Fonte: Adaptado de CALDER, 2012.

Borkman et al. (1993) mostraram pela primeira vez a associa¢ao
entre a composicdo de AG dos fosfolipideos de membrana das células
musculares esqueléticas e a sensibilidade a insulina em seres humanos,
ou seja, as proporcdes de AGPIs nos fosfolipidios de membrana do
musculo estavam diretamente relacionado com a sensibilidade a
insulina.

A composicdo dos AGs das membranas também pode
influenciar a acdo da insulina, alterando as proteinas intracelulares
especificas da sinalizacdo da insulina, através da modulacdo da
afinidade do receptor e da translocacdo dos transportadores de glicose
para a membrana (HULBERT et al., 2005).

No musculo de rato, as alteracbes ha composi¢do da membrana
causadas pelos AGPIs n-3 afetaram os receptores da insulina, o IRS-1 e
a PI3K (LOMBARDO; CHICCO, 2006; TAOUIS et al., 2002). Em
modelo animal esponténeo de diabetes, a suplementacdo com 6leo de
peixe por aproximadamente 18 semanas preveniu o desenvolvimento da
RI, provavelmente pela maior expressdo do RNAm para GLUT-4
mediado pela alteracdo na composicdo da membrana (LOMBARDO;
CHICCO, 2006).
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Um dos mecanismos relacionados com os efeitos protetores dos
AGPIs n-3 sobre a sinalizacdo insulinica pode ser observado no estudo
de Oh et al. (2010) que demonstrou que o DHA promoveu a
translocagdo do transportador de glicose GLUT-4 para a superficie de
adipocitos em cultura e que esta foi associada com o aumento da
captacdo de glicose. Eles sugeriram que esses efeitos foram provocados
por receptores acoplados a proteina G (GPRs), no caso GPR120.
Receptor este que medeia algumas das a¢gdes metabolicas do DHA.

Ratos tratados com Dex que induz RI, possuem diminuicdo da
atividade da PI3K estimulada pela insulina ou no estado alimentado
tanto no figado, no masculo e no tecido adiposo. A fosforilagdo da Akt
em serina é reduzida em 50% no musculo em ratos tratados com Dex, o
que pode contribuir para a disfuncdo induzida por Dex na captacdo de
glicose neste tecido (RUZZIN et al., 2005).

No estudo com suplementacdo de 6leo de peixe e tratamento
com Dex realizado por Corporeau et al. (2006), foi demonstrado que a
substituicdo de baixa quantidade de OPe, 2,2% da energia
metabolizavel, por dieta normolipidica contendo 6,6% da energia como
6leo de amendoim em ratos nao alterou a diminuicdo do peso corpéreo e
do consumo de ragdo. Assim como, ndo alterou o aumento da glicemia,
da insulinemia e dos acidos graxos ndo esterificados provocados pela
administracdo da Dex. Em contrapartida, mostrou diminui¢cdo na
atividade da PI3K no figado e musculo, enquanto no tecido adiposo
apresentou ativacao. O aumento da atividade de PI3K no tecido adiposo
poderia ter compensado a sua diminuigdo no figado e no mdsculo, o que
poderia explicar a auséncia de alteracdo na tolerancia a glicose e na
sensibilidade a insulina. Em um estudo seguinte, 0 mesmo grupo
mostrou que a suplementacdo com OPe na dieta modula a fosforilagdo
da Akt independentemente da atividade da PI3K, uma vez uma
diminuicdo da atividade da PI3K estimulada por insulina no tecido
adiposo de ratos normais e resistentes a insulina ndo acarretou numa
diminuicdo da fosforilacdo da Akt quando estimulada por insulina (Le
FOLL et al., 2007).

O estudo realizado por Delarue et al. (2006) mostrou que a
suplementacdo de dleo de peixe (6g/dia), durante 3 semanas em seres
humanos, ndo modificou os fluxos de glicose plasmatica alterados pelo
tratamento com Dex (2mg/dia) durante 2 dias, apesar de proporcionar
uma redugdo de 17% da &rea sob a curva de resposta a insulina no
plasma, sugerindo um efeito de sensibilizacdo a insulina.
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A tabela 2 apresenta os principais estudos relacionando o0s
efeitos da suplementacdo de OPe nas consequéncias relacionadas ao

tratamento com Dex.

Tabela 2 - Efeitos da suplementacdo prévia com OPe sobre as
consequéncias relacionadas ao tratamento com Dex.

Modelo experimental Resultados Referéncia
Tempo Oleo Tempo
Dex (dias) d.e (semanas)
peixe
OPe aumentou a
2.2% fosforilagéo _da CORPOREAU
1mg/kg de da PI3K em tecido et al., 2006
p.c.em 5 dieta 4 at_jlposo, inibindo
ratos OPe simultaneamente
em figado e
musculo.
OPe na dieta
modula a
fosforilagéo da FOLL etal.,
4,9% Akt 2007
1mg/kg de 5 da 4 independentement
p.c.em dieta e da atividade da
ratos OPe PI3K, em ratos
normais e
resistentes a
insulina.
Apbs a suplementagdo
de 6leo de peixe, 0s
fluxos de glicose
plasmatica foram
. idos, apesar de DELARUE et
6 g/ dia (1,1 un%a:::edu x
cdo de 17% al., 2006
2mrg(7; d(ii)xe?f 2 g g e7 IZP(@ € 3 da area sop acurva de
humanos bHA) resposta a insulina no

plasma, sugerindo um
efeito de
sensibilizagdo a
insulina.

OPe: 0leo de peixe; PI3k: fosfatidil-inositol-3-fosfato; Akt: proteina cinase B; EPA: &cido
eicosapentaenoico; DHA: 4cido docosahexaenoico.

Os efeitos adversos, como a IG, a hipertrigliceridemia,
provocados por doses elevadas de GC ou por seu uso prolongado, tém
sido previamente reportados em estudos com animais e seres humanos.
Da mesma forma, existem dados que corroboram o potencial uso da
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suplementacdo de OPe para atenuacdo da IG, da Rl e da
hipertrigliceridemia. Porém, a recomendacdo da ingestdo de OPe para
individuos em tratamento com dexametasona no sentido de atenuar os
efeitos negativos da terapia com o GC ainda ndo possui suporte na
literatura cientifica. Assim, este estudo se prop6s a obter dados mais
consistentes e conclusivos a esse respeito, uma vez que o0 conhecimento
do potencial efeito benéfico do OPe sobre a homeostase glicémica e
lipidica em modelo animal de quebra da homeostase induzida por Dex
pode contribuir para a orientacdo de tratamentos que envolvam ambas as
variaveis em um eventual quadro clinico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos da suplementacdo com OPe sobre alteracdes
no metabolismo da glicose e dos lipidios induzidas por Dex em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- caracterizar pardmetros no modelo experimental com a
determinacdo: da massa corporal, do consumo de racdo e de agua e da
massa dos seguintes Orgdos e tecidos: figado, tecido adiposo
epididimario, tecido adiposo retroperitoneal e adrenais;

- avaliar a tolerancia a glicose, a insulina e ao piruvato;

- avaliar a concentragdo da glicose sanguinea em jejum;

- determinar concentragdes plasméticas de triacilglicerol,
colesterol total, HDL-c em jejum e calculo da fragdo ndo-HDL-c;

- determinar conteldo total das proteinas: IRS-1, Akt, PPARY,
PGC-1 e contetido das formas fosforiladas do IRS-1, da Akt em extratos
de tecido hepaético;

- determinar concentracdo dos acidos graxos em extratos de
tecido hepatico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 120 ratos machos Wistar com 3 meses de
idade, provenientes do Biotério Central da UFSC, localizado no Campus
Trindade, Floriandpolis, SC. Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas (5 ratos por gaiola) e em ambiente com temperatura controlada
(21 £ 2°C) em ciclo de iluminacéo claro-escuro (12 horas), com livre
acesso a comida (racdo comercial, Puro Trato®) e &gua. Todos os
protocolos e procedimentos experimentais relativos ao projeto foram
submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFSC (Anexo A).

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os grupos experimentais foram divididos em: Grupo controle
(CTL): ratos suplementados com 6leo mineral (Mariol®) e com
administragdo de solu¢do salina, Grupo DEX (DEX): ratos
suplementados com 6leo mineral (usado como placebo, uma vez que nao
é absorvido pelo animal) e tratados com dexametasona (Decadron®,
Aché, Campinas, SP, Brasil), Grupo Oleo de peixe (OP): ratos
suplementados com 6leo de peixe (Phytomare®, Figura 4 — Informacéo
nutricional) e com administracdo de solucdo salina e Grupo DEX +
Oleo de peixe (DOP): ratos suplementados com 6leo de peixe e tratados
com dexametasona.

Figura 4 - Informacédo nutricional das capsulas de 6leo de peixe.

INFORMAGAO NUTRICIONAL
Porgéo 1,0 g

Quantidade por porgao

Valor energético 8,5 kcal =35,5kJ
Gorduras totais, das quais: 1,0g
Gorduras saturadas 0,35g
Gorduras monoinsaturadas 0,25¢g
Gorduras polinsaturadas 049
Omega 3: 305mg
EPA (acido eicosapentaendico) 183,5mg
DHA (acido docosahexaendico) 121,5mg
Colesterol 2,0mg
Sadio 2,0mg
Nao contém quantidade significativa de carboidratos, proteinas,
gorduras trans e fibra alimentar.

Fonte: Adaptado do rétulo do O6leo de peixe encapsulado-
Phytomare®
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4.3 SUPLEMENTACAO COM OLEO DE PEIXE E TRATAMENTO
COM DEXAMETASONA

A suplementacdo com OPe foi conduzida de forma concomitante
a administracdo da Dex. A suplementacdo com OPe: 1 g/kg, p.c.
(YAMAZAKI et al., 2011; HIRABARA et al., 2012) foi iniciada em
ratos com aproximadamente 90 dias de vida através de administragéo
Unica, por via orogastrica, em torno das 08:00 h por 15 dias
consecutivos. Os animais ndo suplementados receberam 6leo mineral (1
g/kg, p.c.). Coincidindo com o inicio da suplementacédo, foi iniciado o
tratamento com Dex: 0,5 mg/kg, p.c., diluida em salina (RAFACHO et
al., 2008a), via intraperitoneal, durante 15 dias consecutivos, por volta
das 08:00 h, enquanto os grupos néo tratados com Dex receberam injecéo
com solucdo salina. A figura 5 apresenta resumo da distribuicdo
temporal da administragdo da Dex, 6leos, acompanhamento de variaveis
e procedimentos em cada bloco de experimentos.

Figura 5- Representacdo esquematica da distribuicdo temporal dos
procedimentos realizados em cada bloco de experimentos

Pesagem, Injecdo e/ou suplementacdo durante 15 dias.

RERARRARRRRARE

15°16°17°

- Teste tolerancia a glicose e ao piruvato.
- Dosagem de triacilglicerol plasmatico.

Teste tolerancia a glicose, ao piruvato ou a insulina.

- Eutanésia.
- Coleta de amostras de sangue e tecidos para analises posteriores.




47

4.4 PARAMETROS MURINOMETRICOS, DE INGESTAO E
METABOLICOS.

4.4.1 Acompanhamento da massa corporal: a determinagdo da massa
corporal foi realizada diariamente um dia antecedente ao inicio da
suplementacdo até o Ultimo dia do estudo em balanca eletronica digital
(TECNAL, SP, Brasil).

4.4.2 Avaliacdo do consumo de racdo: a ingestdo alimentar foi
acompanhada pela pesagem da racdo remanescente (ndo ingerida)
descontada do total daquela depositada no dia anterior. A diferencga
representa a quantidade ingerida por gaiola diariamente. A quantidade
média de racdo ingerida por animal foi obtida através da divisdo da
massa total de ragdo ingerida por gaiola pelo nimero de animais por
caixa. Trabalhos anteriores do nosso grupo mostram que este tipo de
avaliacdo produz resultados equivalentes aos de animais que tiveram
estas mesmas varidveis mensuradas a partir da contencdo em gaiolas
metabdlicas, ap6s normalizacdo para massa corporal e nimero de
animais por caixa (RAFACHO et al., 2008; NUNES et al., 2013).
Outros grupos também ja demonstraram dados similares em outras
linhagens de ratos (KROHN et al., 2011). Os resultados foram expressos
em gramas de racdo ingeridos por quilo de peso corpdreo para se obter a
normalizacdo deste parametro.

4.4.3 Avaliagdo do consumo de agua: a ingestdo hidrica foi
acompanhada pela medicdo da adgua remanescente descontada do total
daquela depositada no dia anterior. A diferenca representa a quantidade
ingerida por gaiola diariamente. A quantidade média de agua ingerida
por animal foi obtida através da divisdo do volume total de agua
ingerida por gaiola pelo ndmero de animais por caixa. Os resultados
foram expressos em mililitros de &gua ingeridos por quilo de peso
corpéreo para se obter a normalizacdo deste parametro (KROHN et al.,
2011).

4.4.4 Avaliacéo da glicose sanguinea de jejum: foi quantificada apds
jejum (12-14 h) através do sistema de fitas (monitor digital) “Accu-
Check Performa” (ROCHE, Brasil) a partir da segunda gota de sangue
obtida da ponta da cauda, uma vez que primeira foi descartada
(RAFACHO et al., 2013, NUNES et al., 2013).
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4.4.5 Avaliacdo da concentracdo de triacilglicerol plasmatico no 8°
dia de tratamento: o sangue da cauda foi coletado em eppendorf
previamente lavado em solugéo salina, contendo anticoagulante heparina
(Hemofol®). Em seguida, estes foram centrifugados a 400 g por 10 min
a 22 °C (eppendorf 5810R) e o plasma foi aliquotado e armazenado a -
20 °C para posterior quantificacdo do TAG de acordo com instrucgdes do
fabricante (Biotécnica®) (BUCOLO e DAVID, 1973; BELL et al., 1952;
BURSTEIN, SCHOLNICK, MORFIN, 1970).

4.4.6 Teste de tolerdncia a glicose intraperitoneal (ipGTT): foi
realizado em ratos sob jejum (12-14 h) e acordados. Os animais tiveram
a extremidade da cauda seccionada para a coleta de 2 gotas de sangue. A
primeira gota foi descartada e a segunda utilizada para determinacdo da
glicemia no tempo 0. Imediatamente, foi administrada solucdo de
glicose 50% (2 g/kg de peso corpéreo) intraperitoneal e coletadas
amostras de sangue da cauda dos ratos aos 30, 60 e 120 min para
determinacdo das concentragdes de glicose sanguinea como descrito
acima. A partir desses valores calculou-se a area sob a curva (ASC)
(BERGMAN et al., 1985).

4.4.7 Teste de tolerancia ao piruvato intraperitoneal (ipPTT): foi
realizado em ratos sob jejum (12-14 h) e acordados. Os animais tiveram
a ponta da cauda seccionada para a coleta de 2 gotas de sangue. A
primeira gota foi descartada e a segunda utilizada para determinacéo da
glicemia no tempo 0. Imediatamente, foi injetada solugdo de piruvato
25% a 36°C (1,5g/kg de peso corpéreo) e amostras de sangue foram
posteriormente coletadas aos 30, 60 e 120 minutos para determinagdo
das concentracfes de glicose sanguinea. A partir desses valores
calculou-se a éarea sob a curva (ASC) (FERREIRA et al., 2012;
NAGAJYOTHI et al., 2013).

4.4.8 Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT): foi
realizado em grupo separado de ratos alimentados. A glicemia basal
(min 0) foi obtida como descrito previamente no ipGTT. Imediatamente,
receberam injecdo intraperitoneal de insulina humana recombinante
(Biohulin®; Contagem, MG, Brasil) equivalente a 1 Ul/kg de peso
corpéreo. Amostras de sangue foram coletadas para determinacdo da
glicemia nos tempos 5, 10, 15 e 20 min. A constante de decaimento da
glicose sanguinea (KITT) foi calculada a partir do “slope” da linha de
regressdo obtida com valores de glicose log-transformados entre 0 e 20
min (BONORA et al., 1989).
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4.4.9 Eutanasia dos animais: ap6s jejum de 12-14 h a morte dos
animais se procedeu por exposicao a atmosfera rica em CO,, seguida por
decapitagdo em guilhotina.

4.4.10 Avaliacdo perfil lipidico plasmatico: imediatamente apds a
morte dos animais (jejum de 12-14 h), o sangue do tronco foi coletado
em tubo de ensaio de vidro previamente lavado em solugdo salina,
contendo anticoagulante heparina (Hemofol®). Em seguida, os tubos
foram centrifugados a 400 g por 10 min a 22 °C (eppendorf 5810R) e 0
plasma foi aliquotado e armazenado a -20 °C para posterior quantificacéo
do TAG, colesterol total (CT) e HDL-c de acordo com instrucfes do
fabricante (Biotécnica®) (BUCOLO e DAVID, 1973; BELL et al., 1952;
BURSTEIN, SCHOLNICK, MORFIN, 1970). A fracdo ndo-HDL-c foi
obtida por meio do seguinte calculo: CT — HDL-c. O TyG index foi
calculado com base na formula: log [((triacilgliceridemia de jejum
(mg.dL™) x glicemia de jejum (mg.dL™))/2], (GUERRERO-ROMERO et
al., 2010).

4.4.11 Pesagem de 6rgéos e tecidos: imediatamente apds a morte dos
animais (jejum de 12-14 h), os ¢érgdos de interesse foram
cuidadosamente removidos e pesados em balanga eletronica analitica
digital (TECNAL, SP, Brasil).

4.4.12 Mensuragdo do conteudo de glicogénio hepético: para
determinacéo do glicogénio hepéatico, amostras de figado (300 a 500mg)
foram transferidas para tubos de centrifuga contento KOH 30% e
fervidas por 1 h para completa digestdo. Em seguida, foi adicionado
Na,SO, e o glicogénio foi precipitado com etanol submetido ao banho
maria por aproximadamente 15 seg. As amostras foram centrifugadas a
800 x g por 10 min, o sobrenadante contendo lipides saponificados,
aminoacidos, etc, foi descartado e o ‘pellet’ ressuspendido em &gua
destilada quente. Etanol foi adicionado em seguida, o material foi
homogeneizado e levado rapidamente ao banho maria, e as amostras
foram conduzidas novamente a centrifugacdo. Apds diluigdo do
precipitado em 25 ml de agua destilada quente o contetido do glicogénio
foi quantificado por espectrofotometria em reacdo com reagente fenol e
H,SO,4. A absorbéncia foi determinada a 490 nm (Lo et al., 1970,
adaptado por RAFACHO et al., 2008).

4.4.13 Avaliacdo do contetdo de triacilglicerol hepético: para
determinacdo da gordura hepética, 100 mg de figado foram transferidas
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para tubos de centrifuga contento NaCl (1M) e homogeneizados em
ultraturrax. Posteriormente foi adicionado cloroférmio/metanol (2:1) e
centrifugado a 5000 x g por 5 min. Formou-se 3 fases e a fase inferior
(metandlica) foi retirada para posterior secagem em banho-maria
fervente. Em seguida, a amostra foi ressuspendida em
TritonX100/Metanol (2:1) e agitada. Logo apds, foi realizada a dosagem
do triacilglicerol por método enzimatico colorimétrico de acordo com
instrucdes do fabricante (Biotécnica®) (adaptado de Trinh et al, 1998).

4.5 DETERMINACAO DO CONTEUDO TOTAL DAS PROTEINAS:
IRS-1, Akt E DO PPARy E DAS FORMAS FOSFORILADAS DO IRS-
1 e DA Akt EM EXTRATOS DE TECIDO HEPATICO

4.5.1 Extracdo proteica e Western Blott

Imediatamente apds a morte dos animais, os fragmentos do tecido
hepatico foram removidos e congelados em nitrogénio liquido para
posterior andlise. Estes fragmentos foram homogeneizados em solucédo
de lise celular a 4 °C (Cell Signaling, MA, USA) em ultraturrax (IKA®)
por 3 séries de 15 segundos cada. Posteriormente foram centrifugados a
13.000 x g por 50 min a 4°C (Eppendrof 5804R). A determinacdo da
concentracdo proteica total do lisado foi realizada pelo método de
Bradford (1976), de acordo com as instrucBes do fabricante (Bio-Rad,
CA, USA). Aliquotas de proteina total (100 ug) foram fervidas a 100 °C
por 4 minutos em 25% do volume em tampdo Laemmli (fosfato de sodio
1M pH 7,0, 10% SDS, 10% B-mercaptoetanol, 50% glicerol, 0,1% azul
de bromofenol). As amostras foram submetidas a eletroforese (Mini
Protean 1l - Bio-Rad) em gel de poliacrilamida 6,5-15%. Apds
eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (Santa Cruz Biotechnology) na presenca de 20% metanol e
1% SDS em voltagem constante de 120 V por 2 h (SHAPIRO et al.,
1967). O fragmento lisado por cada animal foi considerado como n=1.
Depois de 2 horas de bloqueio a temperatura ambiente as membranas
contendo lisado dos tecidos foram lavadas em TBST (solugédo basal) e
incubadas por toda noite com anticorpos primarios especificos (Akt-
goat polyclonal A2611 (1:500), p-Akt- (Ser 437) rabbit polyclonal
C0211 (1:200), IRS-1- rabbit polyclonal A0311 (1:200), p-IRS (Tyr
989) rabbit polyclonal C3011 (1:200), PPARy- rabbit polyclonal 1984
(1:500), PGC-1- rabbit polyclonal (1:500), a-tubulina- mouse polyclonal
(2:300), Santa Cruz Biotechnology - Santa Cruz, CA, USA) e B-actina-
mouse polyclonal (1:3000), Abcam a 4 °C. Depois de lavadas em TBST
as membranas foram incubadas com anticorpo secundario especifico
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(Santa Cruz Biotechnology - Santa Cruz, CA, USA) em temperatura
ambiente (TOWBIN et al., 1979). O anticorpo ligado foi detectado por
guimioluminescencia pelo sistema de fotodocumentagdo Chemidoc MP
(BioRad, CA, USA), como descrito pelo fabricante.

4.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ACIDOS
GRAXOS EM EXTRATOS DE TECIO HEPATICO

4.6.1 Extracao lipidica

Foi utilizada uma adaptacdo da metodologia descrita por Folch
et al. (1957). Inicialmente, foi homogeneizado 100 mg de tecido ou 100
pL de plasma com 1,33 ml de cloroférmio- metanol (CHCI; / MeOH)
(2:1) logo apbs centrifugou-se por 2 minutos, 1500g, 4 °C. Foi
transferido a parte liquida para o tubo numerado e adicionado 240 pl de
metanol e centrifugado a 5000g por 10 min a 4 °C. Foi transferido o
sobrenadante para um novo tubo de 5 ml e foi desprezado o
infranadante. Foi realizado novamente uma lavagem com a adicdo de
480 ul de CHCI; (cloroférmio) e 410 pl de agua destilada. A amostra
foi agitada e depois descansou por 10 minutos. ApGs a reconstituicao
espontanea do sistema bifasico, o sobrenadante (aquoso) foi removido e
descartado. Lavou-se 3 vezes com aliquotas de 1 ml da FSP (Solugdo de
Folch — Fase Superior Pura Suplmentada). Cada amostra foi agitada e
centrifugada e, ap6s o descarte da fase superior (hidrometanolica), a fase
organica foi evaporada em nitrogénio gasoso.

4.6.2 Saponificacdo dos extratos lipidicos

Os extratos lipidicos obtidos do tecido foram ressuspensos em
100 pL de metanol e saponificados com 2,0 mL de uma solucdo alcalina
em metanol (hidréxido de sédio 1M em metanol a 90%), a 37 °C por 2
horas, em banho-maria com agitacio (HAMILTON et al.,, 1992;
NISHIYAMA-NARUKE et al., 1998). A solucdo alcalina foi entdo
acidificada até aproximadamente pH 3,0, com &cido cloridrico 1 M. Os
acidos graxos em solucdo foram extraidos 3 vezes com 2,0 mL de
hexano. O solvente foi evaporado em nitrogénio gasoso e as amostras
entdo foram guardadas protegidas da luz, a -20°C, até a derivatizacao
com BMMC (Bromo metil metoxi coumirin).

4.6.3 Derivatizacao dos acidos graxos

A reacdo de derivatizacdo foi baseada no método descrito por
Abushufa, Reed e Weinkove (1994). O reagente 1 foi preparado
adicionando-se 10 mg de BMMC em 10 mL de acetonitrila. O reagente
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2 foi preparado adicionando-se 26,5 mg de 18-crown-6 e 100 mg de
carbonato de potdssio em 5 mL de acetonitrila. O reagente 2 foi
sonicado por 30 minutos e outros 5 mL de acetonitrila foram
adicionados. O sobrenadante foi separado do precipitado e a solucéo foi
estocada a 4-8 °C. As amostras contendo &cidos graxos a serem
derivatizados foram reconstituidas em 100 pL de acetonitrila e
homogeneizadas em vortex. Apés 30 segundos, foram adicionados 100
uL do reagente 1, e 100 uL do reagente 2. Depois se adicionou 100ul de
acetonitrila, homogeneizou-se durante 30 segundos e aqueceu-se por
15minutos a 60° C. Pequenas aliquotas desta solucdo derivatizada foram
injetadas em um sistema HPLC — Varian modelo LC-10A e detector de
fluorescéncia (325 nm de excitagdo e 395 nm de emissdo). Foi utilizada
curva padrdo contendo os acidos graxos: Laurico, EPA, alfa-linolénico,
DHA, Miristico, AA, Palmitoleico, Linoleico, Palmitico, Oleico e
Esteérico.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram organizados e registrados em banco de dados
no programa Microsoft Office Excel 2007® com dupla entrada. A analise
estatistica dos dados foi realizada no programa estatistico graphpad
prism v.5.01 (Graphpad Inc.; La Jolla, USA). As variaveis quantitativas
foram descritas e apresentadas em média e erro padrdo da média (EPM)
quando a distribuicdo foi simétrica ou em mediana e intervalo
interquartil quando foi assimétrica. Para avaliagdo da distribui¢do dos
dados foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Foi
realizado a analise de variancia de uma via (one way - ANOVA)
seguido de post hoc de Tukey para comparagdao multipla de valores com
distribuicdo paramétrica, ou Kruskal-wallis seguido de post hoc de
Dunns quando as variaveis com distribuicdo assimétrica. Para todos os
testes, foi adotado o nivel de significancia de 95% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS DE CARACTERIZACAO DO MODELO
EXPERIMENTAL

Assim como mostrado em estudos anteriores (RAFACHO et al,
2008; NUNES et al, 2013), os animais tratados com Dex apresentaram
reducdo significativa da massa corporal, do consumo de ragéo relativo,
da massa do tecido adiposo retroperitoneal, adrenais e aumento
significativo da massa relativa do figado e do tecido adiposo
epididimario. As concentracfes de glicose sanguinea (CTL: 96,2+2,7 e
DEX: 132,3£8,2 mg/dL) e triacilglicerol plasmatico (CTL: 77,845,5 e
DEX: 162,5+22,0 mg/dL) em jejum aumentaram significantemente nos
ratos tratados com Dex, apds 15 dias de tratamento, em relacdo ao grupo
CTL (p<0,05, n=10). Os dados respectivos a esses achados estdo na
Tabela 3. Diante disto, observamos que o modelo experimental proposto
possui similaridades quanto as modificagBes metabdlicas presentes em
estudos utilizando doses e tempos diferentes aos aplicados aqui (ex:
1mg/kg/dia por 5 dias) (RAFACHO et al, 2008; NUNES et al, 2013).

No entanto, o modelo experimental utilizado no presente estudo
tem particularidades, uma vez que este é caracterizado por um periodo
(15 dias) e dose (0,5 mg/kg de p.c.), combinacdo esta distinta as outras
encontradas na literatura.

Tabela 3- Avaliacdo da massa corpérea, do consumo de racdo e da
massa de tecidos e 6rgdo de ratos tratados ou ndo com Dex durante 15
dias.

CTL DEX
Variagdo da massa corporal (g) 17,0+1,6 -71,0+6,4"
Variagao do consumo de ragdo -1,9(-29-  -49(-5,7-3,8)"
final (g/kg de p.c.)¥ 0,9)
Tecido adiposo epididimério 10,8+0,5 15,0+0,9”
(mg/g de p.c.)
Tecido adiposo retroperitoneal 13,5+1,2 7,4+0,9
(mg/g de p.c.)
Figado (mg/g de p.c.) 32,7407 39,0+1,8"
Adrenal (mg/g de p.c.) 0,16+0,01 0,11+0,01%

Dados apresentados como média + EPM. ¥ indica valores apresentados como
mediana e intervalo interquartil e utilizado o teste de Mann-Whitney. # indica
diferenca significante entre grupo CTL e grupo DEX. Foi utilizado o teste t-
student, p<0,05, n=10.
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Em seguida, os Resultados e Discussdo desta Dissertacdo serdo
apresentados em formato de artigo, obedecendo ao formato de
Dissertacdo proposto pelo Programa de Pés-Graduagdo em Nutri¢do -
UFSC. Por este motivo, o resumo, alguns trechos da introducéo e a
metodologia serdo repetidos. O artigo proposto serd enviado para a
Revista The Journal of Nutritional Biochemistry, fator de impacto 4,552.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO (INSERIDOS EM MODELO DE
ARTIGO)

TITULO:
Suplementacdo com 6leo de peixe atenua as alteracdes no perfil lipidico
plasmatico provocadas pelo tratamento com dexametasona em ratos

Fish oil supplementation attenuates the changes in the plasma lipids
caused by dexamethasone treatment in rats

Titulo curto: Suplementacdo com 6leo de peixe em ratos tratados com
dexametasona

RESUMO

A dexametasona (Dex) é um glicocorticoide sintético usado como
potente anti-inflamatério na pratica clinica. Quando administrada em
excesso, a Dex pode promover alteracBes no perfil glicémico e lipidico.
Os é&cidos graxos polinsaturados 6mega n-3 (AGPIs n-3) presentes no
6leo de peixe (OPe) podem ser usados como potentes moduladores do
metabolismo da glicose e dos lipidios. Com isso, nés investigamos 0s
efeitos da suplementagdo com OPe sobre alteracGes no metabolismo da
glicose e dos lipidios ocasionadas por 15 dias de tratamento com Dex.
Foram utilizados ratos machos adultos divididos em 4 grupos: CTL,
salina 1 ml/kg p.c. e 6leo mineral 1 g/kg p.c., DEX, dexametasona 0,5
mg/kg p.c. e 6leo mineral 1 g/kg p.c., OP, 6leo de peixe 1g/kg p.c. e
salina 1 ml/kg p.c e DOP, dleo de peixe 1g/kg p.c. e dexametasona 0,5
mg/kg p.c, tratados por 15 dias. A Dex e salina foram administradas via
intraperitoneal e o 6leo de peixe e 6leo mineral, via gavagem. Foram
analisados a massa corp6rea, glicose sanguinea, componentes
plasmaticos (triacilglicerol-TAG, colesterol total-CT, HDL-c), contelido
de glicogénio e gordura hepatica, tolerancia a glicose, a insulina e ao
piruvato. Também foi avaliado o conteldo das proteinas substrato
receptor de insulina 1 (IRS-1), proteina cinase B (Akt), receptores
ativados por proliferadores de peroxissomos-gama (PPARy) e
coativador 1 do receptor ativado por proliferadores de peroxissomos-alfa
(PGC-10) ¢ a incorporagio dos acidos graxos eicosapentacnoico (EPA)
e docosahexaenoico (DHA) no figado. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), seguido de post hoc de Tukey, com
nivel de significancia de 95%. Os dados mostram que a suplementacédo
com OPe resultou em maior incorporagdo de EPA (DEX: 0,30,0;
DOP: 1,3+0,1) e DHA (DEX: 5,6+0,7; DOP: 10,5+0,8) no figado e
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reduziu as concentracfes plasmaticas de TAG, CT e fragcdo ndo HDL-c
nos ratos tratados com Dex. Estas modifica¢cdes ocorreram sem alteracdo
no contetido hepético das proteinas IRS-1, Akt, PGC-1a ¢ PPARy. A
ingestdo de OPe ndo atenuou a perda de peso, 0 aumento da glicemia em
jejum e a intoleréncia a glicose (no oitavo dia de tratamento) nos ratos
tradados com Dex. No fim do tratamento (16 dias) ndo foi observada
intolerdncia a glicose nos ratos tradados com Dex, independente da
suplementacdo. Diante disso, o presente estudo mostra que a
suplementacdo com 6leo de peixe, na dose e tempo utilizados, atenua as
alteragdes dos lipidios plasméticos provocadas pelo tratamento com
Dex, mas ndo exerce nenhum efeito sobre os pardmetros da homeostase
glicémica em ratos.

Palavras-chave: dexametasona, 6leo de peixe, perfil glicémico,
metabolismo lipidico.

ABSTRACT

Dexamethasone (Dex) is a synthetic glucocorticoid clinically applied as
anti-inflammatory. However, in excess or after prolonged exposition,
Dex may also alter the glucose and lipid homeostasis. The omega-3 fatty
acids, present in fish oil (FOI), can be used as potential modulators of
intermediary glucose and lipids’ metabolism. Herein, we evaluate the
effects of FOi supplementation on the glucose and lipid” metabolism in
rats treated with Dex during 15 days. Adult male Wistar rats were
divided in four groups: CTL received saline 1 ml/kg per body weight
(b.w) and mineral oil 1 g/kg b.w; DEX received dexamethasone 0.5
mg/kg b.w and mineral oil 1 g/kg b.w; FO received fish oil 1g/kg and
saline 1 ml/kg b.w; and DFO received fish oil 1 g.kg b.w and
dexamethasone 1 mg/kg b.w for 15 days. Dex and saline were
administered intraperitoneally and fish oil and mineral oil by gavage.
Were evaluated the body weight, blood glycaemia, plasmatic parameters
(triacylglycerol — TAG, total cholesterol —-TC and HDL-c), glycogen
content, hepatic fat and glucose, insulin and pyruvate tolerance. In
addition, were evaluated the expression of the insulin receptor substrate
1 (IRS-1), protein kinase B (PKB), peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPARY), peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1-alpha (PGC-1a) and the incorporation of fatty
acids eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) in liver.
Data were analyzed by ANOVA and post hoc test at a significance level
of p<0.05. The results showed that FOi supplementation increased DHA
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(DEX: 5.6+0.7; DFO: 10.5+0.8) and EPA (DEX: 0.3+0.0; DFO:
1.3+0.1) hepatic content and attenuate the modifications of the plasmatic
concentrations of TAG, TC and non-HDL-c fraction in the DFO rats
compared with DEX. These effects occurred without modifications on
the hepatic expression of IRS-1, Akt, PGC-1 and PPARYy proteins. The
FOIi supplementation does not attenuate the loss of body weight, the
increase of fasting glycaemia and the glucose intolerance (on the eighth
day of treatment) in the rats treated with Dex. At the end of treatment
(16 days), we observed that the DEX groups were not glucose intolerant,
independent of the FOIi supplementation. Therefore, the present study
showed that the FOi supplementation, in the dose and time tested,
attenuated the lipid metabolism alterations induced by Dex treatment.

Key-words: dexamethasone, fish oil, glycaemia profile, lipid
metabolism.

INTRODUCAO

A dexametasona (Dex) é um glicocorticoide amplamente
utilizado na préatica clinica. Sua administracdo é indicada para a
supressdo da inflamacdo, para o tratamento das manifestacfes clinicas
da artrite reumatoide (SCHACKE et al., 2002; CZOCK et al., 2005) e
para a atenuacdo da émese associada a quimioterapia (MARANZANO
et al., 2005). Quando administrada em excesso, a Dex pode induzir
efeitos adversos como hiperfagia (DEBONS et al., 1986), aumento da
deposicdo de gordura central, hipertrigliceridemia, resisténcia periférica
a insulina (RI) e intolerancia a glicose (IG) (STOJANOVSKA et al.,
1990; BINNERT et al., 2004, KORACH-ANDRE et al., 2005; BUREN
et al., 2008; RAFACHO et al., 2008; RAFACHO et al., 2010). Com
base nestes efeitos, a Dex pode ser utilizada para inducdo de Rl e IG
experimentalmente em roedores (STOJANOVSKA et al., 1990;
SEVERINO et al., 2002; KORACH-ANDRE et al., 2005; BUREN et
al.,, 2008; RAFACHO et al.,, 2008; RAFACHO et al., 2010) e RI
transitoria em humanos (BINNERT et al., 2004).

Alteracdes no metabolismo da glicose e dos lipidios, como a IG
e a hipertrigliceridemia, respectivamente, em ratos tratados com GC tem
sido bastante estudados. Contudo, a reprodutibilidade e o grau de
influéncia sobre essas varidveis parece ser dependente de dose, duragéo
de tratamento ou fatores predisponentes (por exemplo, obesidade,
gravidez e envelhecimento) (NOVELLI et al., 1999; HOLNESS;
SUGDEN, 2001; RAFACHO et al., 2008).
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Alteracdes metabdlicas provocadas pelo tratamento com Dex
podem ser fator limitante para a prolongacdo de seu uso. Assim,
estratégias adjuvantes podem ser investigadas no sentido da busca de
reducdo dos efeitos colaterais da Dex. Neste sentido, ha evidéncias de
que os acidos graxos polinsaturados (AGPIs) ©6mega-3 (n-3),
principalmente os &cidos eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico
(DHA), presentes no 6leo de peixe (OPe), estdo associados ao aumento
da tolerdncia a glicose (TG), da sensibilidade a insulina (SI), e a
diminuicdo dos fatores de risco para varias doencas tais como:
dislipidemias, doencas cardiovasculares, hipertensdo arterial, cancer,
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e sindrome metabdlica (STORLIEN et
al., 2000; KRIS-ETHERTON et al., 2002; SIRTORI; GALLI, 2002;
HIRABARA et al., 2012).

Parte dos efeitos citados acima possui seu fundamento na
capacidade dos AGPIs n-3 em modular a acdo da insulina em seus
tecidos-alvo. A alteracdo na composicdo da membrana lipidica com
consequente alteracdo da funcdo de receptores ou canais de membrana,
aumento na fosforilagdo em tirosina do substrato receptor de insulina 1
(IRS-1) e aumento da atividade da fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K) no
figado sdo algumas das varias hip6teses que vém sendo sugeridas para
explicar os mecanismos por tras dos efeitos dos AGPIs na reducédo da Rl
e na melhora da TG (STORLIEN et al., 1996; ZIERATH et al., 1997,
KRSSAK et al., 1999; TAOUIS et al., 2002).

Outro mecanismo relacionado com a modulagdo dos AGPIs n-3
sobre a sinalizagdo insulinica foi mostrado no estudo realizado por Oh et
al. (2010). Neste estudo, foi demonstrado que o DHA aumentou a
translocagdo do transportador de glicose GLUT-4 para a superficie de
adipocitos em cultura com consequente captacdo de glicose. Estas a¢Ges
foram dependentes de receptores acoplados a proteina G (GPRs), no
caso GPR120, receptor este que medeia algumas das acdes metabdlicas
do DHA e outros &cidos graxos de cadeia longa.

Estudos epidemioldgicos demonstram que a ingestdo de 6leo de
peixe (OPe) nos primeiros anos da infancia retarda o desenvolvimento
da IG ao longo da vida (STENE; JONER, 2003). Adicionalmente, foi
demonstrado que a suplementacdo com OPe previne o aparecimento de
RI e dislipidemia em ratos alimentados com um elevado teor de gordura
ou dieta rica em sacarose (LOMBARDO; CHICCO, 2006).

Considerando os efeitos bioldgicos do consumo de OPe, ou de
seus cidos graxos isolados, sobre o metabolismo da glicose e lipideos
em outros modelos, é possivel especular sobre potencial efeito
terapéutico da suplementagdo de OPe sobre alguns efeitos metabdlicos



59

do uso de Dex. Neste estudo, foram investigados os efeitos da
suplementacdo com OPe (1g/kg/dia) sobre alteragdes no metabolismo da
glicose e dos lipidios ocasionadas por 15 dias de tratamento com Dex
(0,5 mg/kg/dia). A hipdtese testada foi de que a ingestdo do OPe
atenuaria as alteracBes metabolicas causadas pela Dex.

MATERIAIS E METODOS

Aprovacdo ética

Todos os protocolos e procedimentos experimentais relativos ao
projeto foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UFSC, sob nimero de protocolo PP00782.
Animais

Os experimentos foram realizados utilizando ratos machos
Wistar com 3 meses de idade, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina, mantidos em ambiente com
temperatura controlada (21 + 2°C) em ciclo de iluminagdo claro-escuro
(12 horas), com livre acesso & comida (racdo comercial, Puro Trato®) e
agua.

Desenho Experimental

Os ratos receberam diariamente inje¢Ges intraperitoneal de Dex
(0,5 mg/kg, p.c.) ou salina (0,9%) (1 mL/kg, p.c.) e 6leo de peixe (1
g/kg, p.c.) ou bleo mineral (1 g/kg, p.c.) via gavagem, entre 08:00 e
09:00 horas por 15 dias consecutivos. A salina foi usada como controle
para a dexametasona e o 6leo mineral usado como placebo, uma vez que
ndo é absorvido pelo animal. Os ratos foram divididos em quatro
grupos: Grupo controle (CTL): tratados com 6leo mineral e solucéo
salina, Grupo DEX (DEX): tratados com 6leo mineral e dexametasona,
Grupo Oleo de peixe (OP): tratados com 6leo de peixe e solugéo salina
e Grupo DEX + Oleo de peixe (DOP): tratados com dleo de peixe e
dexametasona.

No oitavo dia de tratamento foi realizado o teste de tolerancia a
glicose e dosagem de triacilglicerol plasmético, a partir de sangue
retirado da cauda do animal. No décimo sexto dia foram realizados 0s
testes de teste tolerancia a glicose, ao piruvato e a insulina e no dia
seguinte (17° dia) foi realizada a eutanasia dos animais para coleta de
amostras de sangue e tecidos para analises posteriores.
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Mensuracao da Ingestéo de ragdo, agua e parametros metabdlicos

A massa corporal, o consumo de racdo e de agua foram
acompanhados diariamente desde um dia antecedente ao inicio da
suplementacdo até o dia da eutandsia. Apds jejum de 12-14 h foi
verificado as concentracdes de glicose sanguinea com glicosimetro
(Accu-Check Performa, ROCHE, Brasil) a partir da segunda gota de
sangue obtida da ponta da cauda do animal (RAFACHO et al., 2013,
NUNES et al., 2013). Imediatamente apds os ratos foram mortos
(exposi¢do ao CO, seguido de decapitacdo), o sangue do tronco foi
coletado em tubo de ensaio de vidro previamente lavado em solucéo
salina, contendo anticoagulante heparina (Hemofol®). Em seguida, os
tubos foram centrifugados a 400g por 10 min a 22 °C (eppendorf
5810R) e o plasma foi aliquotado e armazenado a -20 °C para posterior
quantificacdo do TAG, colesterol total (CT) e HDL-c de acordo com
instrucdes do fabricante (Biotécnica®) usando um espectrofotdmetro
(BUCOLO e DAVID, 1973; ABELL et al., 1952; BURSTEIN,
SCHOLNICK, MORFIN, 1970). A fracdo ndo-HDL-c foi obtida por
meio do seguinte céalculo: CT — HDL-c. Orgdos e tecidos foram
cuidadosamente retirados e pesados. O indice TyG foi calculado com
base na formula: log [((triacilgliceridemia de jejum (mg.dL™) x glicemia
de jejum (mg.dL™))/2], (GUERRERO-ROMERO et al., 2010).

Avaliaco da tolerancia a glicose

Foi realizado em ratos sob jejum (12-14 h) e acordados. Os
animais tiveram a extremidade da cauda seccionada para a coleta de 2
gotas de sangue. A primeira gota foi descartada e a segunda utilizada
para determinacdo da glicemia no tempo 0. Imediatamente apds, foi
administrada solucdo de glicose 50% (2 g/kg de peso corporeo)
intraperitoneal e coletadas amostras de sangue da cauda dos ratos aos
30, 60 e 120 min para determinacdo das concentracdes de glicose
sanguinea como descrito acima. A partir desses valores, calculou-se a
area sob a curva (ASC) (BERGMAN et al., 1985).

Avaliacdo da toleréncia ao piruvato

Foi realizado em ratos sob jejum (12-14 h) e acordados. Os
animais tiveram a ponta da cauda seccionada para a coleta de 2 gotas de
sangue. A primeira gota foi descartada e a segunda utilizada para
determinacdo da glicemia no tempo 0. Imediatamente apdés, foi injetada
solucdo de piruvato 25% a 36°C (1,5g/kg de peso corplreo) por via
intraperitoneal e amostras de sangue foram posteriormente coletadas aos
30, 60 e 120 minutos para determinacdo das concentracdes de glicose
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sanguinea. A partir desses valores, calculou-se a area sob a curva (ASC)
(FERREIRA et al., 2012; NAGAJYOTHI et al., 2013).

Avaliacdo da tolerancia a insulina

Foi realizado em grupo separado de ratos alimentados. A
glicemia basal (min 0) foi obtida como descrito previamente no ipGTT.
Imediatamente, receberam injecdo intraperitoneal de insulina humana
recombinante (Humulin®, Indianapolis, Indiana, USA) equivalente a 1
Ul/kg de peso corporeo. Amostras de sangue foram coletadas para
determinacdo da glicemia nos tempos 5, 10, 15 e 20 min. A constante de
decaimento da glicose sanguinea (KITT) foi calculada a partir do
“slope” da linha de regressdo obtida com valores de glicose log-
transformados entre 0 e 20 min (BONORA et al., 1989).

Avaliacdo do contetdo de glicogénio e gordura hepatica

Ap0Gs a eutanasia, amostras de figado (300 a 500mg) foram
transferidas para tubos de centrifuga contento KOH 30% e fervidas por
1 h para completa digestdo. Em seguida, foi adicionado Na,SO, e o
glicogénio foi precipitado com etanol submetido ao banho maria por
aproximadamente 15 seg. As amostras foram centrifugadas a 800 x g
por 10 min, o sobrenadante contendo lipides saponificados,
aminoacidos, etc, foi descartado e o ‘pellet’ ressuspendido em agua
destilada quente. Etanol foi adicionado em seguida, o material foi
homogeneizado e levado rapidamente ao banho maria, e as amostras
foram conduzidas novamente a centrifugacdo. Apds diluigdo do
precipitado em 25 ml de agua destilada quente o contetido do glicogénio
foi quantificado por espectrofotometria em reagdo com reagente fenol e
H,S0O,. A absorbancia foi determinada a 490 nm (Lo et al., 1970,
adaptado por RAFACHO et al., 2008). Para determinacdo de gordura
hepética, 100 mg de figado foram transferidas para tubos de centrifuga
contento NaCl (1M) e homogeneizados em ultraturrax. Posteriormente
foi adicionado cloroférmio/metanol (2:1) e centrifugado a 5000 x g por
5 min. Formou-se 3 fases e a fase inferior (metanolica) foi retirada para
posterior secagem em banho-maria fervente. Em seguida, a amostra foi
ressuspendida em TritonX100/Metanol (2:1) e agitada. Logo apds, foi
realizada a dosagem do triacilglicerol de acordo com instruces do
fabricante (Biotécnica®) (adaptado de TRINH et al, 1998).
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Andlise do conteldo de proteinas por western blotting em figado.

Imediatamente apds a eutanasia, os fragmentos do tecido
hepatico foram removidos e congelados em nitrogénio liquido para
posterior andlise. Estes fragmentos foram homogeneizados em solugéo
de lise celular a 4 °C (Cell Signaling, MA, USA) em ultraturrax (IKA®),
posteriormente foram centrifugados a 13.000 x g por 50 min a 4°C
(Eppendrof 5804R). A determinacdo da concentragdo proteica total do
lisado foi realizada pelo método de Bradford, de acordo com as
instrucdes do fabricante (Bio-Rad, CA, USA). Aliquotas de proteina
total (100 pg) foram fervidas a 100 °C por 4 minutos em 25% do volume
em tampao Laemmli (fosfato de sédio 1M pH 7,0, 10% SDS, 10% j-
mercaptoetanol, 50% glicerol, 0,1% azul de bromofenol). As amostras
foram submetidas a eletroforese (Mini Protean Il - Bio-Rad) em gel de
poliacrilamida 6,5-15%. Apds eletroforese, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose (Santa Cruz
Biotechnology) na presenca de 20% metanol e 1% SDS em voltagem
constante de 120 V por 2 h (SHAPIRO et al., 1967). Depois de 2 horas
de blogqueio a temperatura ambiente as membranas contendo lisado dos
tecidos foram lavadas em TBST (solucdo basal) e incubadas por toda
noite com anticorpos primarios especificos (Akt- goat polyclonal A2611
(1:500), p-Akt- (Ser 437) rabbit polyclonal C0211 (1:200), IRS-1- rabbit
polyclonal A0311 (1:200), p-IRS (Tyr 989) rabbit polyclonal C3011
(1:200), PPARy- rabbit polyclonal 1984 (1:500), PGC-1- rabbit
polyclonal (1:500), a-tubulina- mouse polyclonal (1:300), Santa Cruz
Biotechnology - Santa Cruz, CA, USA) e B-actina- mouse polyclonal
(1:3000), Abcam a 4 °C. Depois de lavadas em TBST as membranas
foram incubadas com anticorpo secundario especifico (Santa Cruz
Biotechnology - Santa Cruz, CA, USA) (TOWBIN et al., 1979). O
anticorpo ligado foi detectado por quimioluminescencia pelo sistema de
fotodocumentagdo Chemidoc MP (BioRad, CA, USA), como descrito
pelo fabricante.

Analise do perfil de acido graxos hepaticos por HPLC.

Os lipidios dos tecidos e do plasma foram extraidos usando
cloroférmio/metanol, uma metodologia adaptada da descrita por Folch
et al. (1957). Os extratos lipidicos obtidos do tecido e do plasma foram
ressuspensos em 100 uL de metanol e saponificados com 2,0 mL de uma
solucéo alcalina em metanol (hidréxido de sédio 1M em metanol a 90%)
(HAMILTON et al., 1992; NISHIYAMA-NARUKE et al., 1998). A
solucdo alcalina foi acidificada até aproximadamente pH 3,0, com &cido
cloridrico 1 M. Os &cidos graxos em solucdo foram extraidos 3 vezes
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com 2,0 mL de hexano. O solvente foi evaporado em nitrogénio. Os
acidos graxos foram derivatizados pelo método descrito por Abushufa,
Reed e Weinkove (1994) com BMMC (Bromo metil metoxi coumirin) e
acetonitrila. Pequenas aliquotas desta solugdo derivatizada foram
injetadas em um sistema HPLC — Varian modelo LC-10A e detector de
fluorescéncia (325 nm de excitagdo e 395 nm de emissdo). Foi utilizada
curva padrdo contendo os &cidos graxos: Laurico, EPA, alfa-linolénico,
DHA, Miristico, AA, Palmitoleico, Linoleico, Palmitico, Oleico e
Estearico.

Anélise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada no programa
estatistico graphpad prism v.5.01 (Graphpad Inc.; La Jolla, USA). As
variaveis quantitativas foram descritas e apresentadas em média e erro
padrdo da média (EPM) quando a distribuicdo foi simétrica ou em
mediana e intervalo interquartil quando foi assimétrica. Para avaliacdo
da distribuicdo dos dados foi aplicado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Foi realizado a analise de variancia de uma via (one way
- ANOVA) seguido de post hoc de Tukey para comparagdo multipla de
valores com distribuicdo paramétrica, ou Kruskal-wallis seguido de post
hoc de Dunns quando as variaveis com distribuicdo assimétrica. Para
todos os testes, foi adotado o nivel de significancia de 95% (p < 0,05).

RESULTADOS

5.1 Tratamento com dexametasona promove reducdo da massa
corporal, do consumo de racdo e alteracdo da massa de tecidos e
orgaos.

A massa corporal inicial dos ratos foi similar em todos os
grupos. Apds o segundo dia de tratamento, observou-se reducao
progressiva do peso dos animais tratados com Dex, a qual persistiu com
a continuidade do tratamento (Figura 6) em comparacdo aos ratos
controles. O peso do 8° dia de tratamento ndo foi apresentado por ser
influenciado pelo jejum necessario para os testes in vivo.

O consumo de racdo relativo (22,2+0,3; 20,0+0,6; 19,9+0,6;
18,4+0,5, respectivamente aos grupos CTL, OP, DEX e DOP, p<0,05,
n=10) e de A&gua (42,0+2,1; 32,2+1,1; 31,4+4,3; 27,5%0,8,
respectivamente grupos CTL, OP, DEX e DOP, p<0,05, n=10)
mostraram reducdo estatisticamente significativa apenas entre 0s grupos
DEX e CTL. Os dados foram apresentados como consumo de ragéo ()
ou de agua(mL) por kg de p.c. por dia.
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Figura 6- Tratamento com Dex reduz o peso corpdreo em ratos Wistar.
Dados apresentados como média + EPM. # indica diferenca significante dos
ratos tratados com Dex em rela¢do ao seu respectivo controle a partir do 3° dia
de tratamento. Foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de post hoc de
Tukey, p<0,05, n=10.

A massa relativa do tecido adiposo epididimario e figado foram
significativamente maiores nos ratos tratados com Dex em comparagdo
com o seu respectivo controle. Quanto ao tecido adiposo retroperitoneal
e as adrenais foram significativamente reduzidos pelo uso da Dex
(Tabela 4). A suplementacdo com O6leo de peixe ndo influenciou
qualquer destes parametros.

Tabela 4- Massa de tecidos e 6rgdo (mg/g de p.c.) de ratos CTL e
tratados com Dex suplementados ou ndo com 6leo de peixe.

CTL OP DEX DOP

Tecido adiposo  10,8#0,5 10,309  15,0+0,9° 14,6414
epididimario

Tecido adiposo  13,5+12  14,1#1,3 7,4+0,9" 8,5+1,3"
retroperitoneal

Figado 32,7¢0,7  336+1,0  39,0+1,8"  404+24"
Adrenal 0,16x0,01  0,16+0,00 0,11+0,01* 0,11+0,01"

Valores apresentados em média e erro padrido da média. "Diferenca estatistica
significante entre DEX, DOP e seu respectivo controle. Teste one-way ANOVA
seguido de post hoc de Tukey, p<0,05, n=10.
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5.2 Tratamento com Dex promove aumento na glicemia de jejum e
das concentrac6es de lipidios plasmaticos

Como pode ser observado na tabela 5, o tratamento com Dex
promove algumas alteracBes na homeostase glicémica e lipidica. As
concentracbes de glicose sanguinea em jejum aumentaram
significantemente nos ratos tratados com Dex em relacdo ao seu
respectivo controle, na metade (8 dias) e no fim do tratamento (17 dias).
Os ratos tratados com Dex também apresentaram aumento das
concentraces plasmaticas de triacilglicerol na metade do tratamento,
porém no fim do tratamento observou-se reducdo nas concentragdes
plasméticas de triacilglicerol no grupo DOP, mostrando efeito da
suplementacdo com 6leo de peixe. Ainda em relacdo ao perfil lipidico,
0s ratos tratados com Dex apresentaram aumento nas concentragdes de
CT e fragdo ndo HDL-c quando comparados com Seus respectivos
grupos controles. Contudo, a suplementacdo com Oleo de peixe se
mostrou eficaz em reduzir esse pardmetro uma vez que houve uma
reducdo significante entre o grupo DEX e DOP.

Tabela 5- Pardmetros sanguineos em ratos CTL e tratados com Dex
suplementados ou ndo com 6leo de peixe, ap6s jejum de 12 a 14 horas.

CTL oP DEX DOP
Glicemia (8° 98,125  952+2,1 115,1+3,7" 113,845,5"
dia)

Glicemia 96,2+2,7 100,1+1,8  132,3+8,2° 123,4+3,5"
(16°dia)

TG (8°dia)  77,1#48  96,6+7,5 197,0+11,9" 182,6%10,4"
TG (17°dia) 77,8455  852+8,9  162,5%22,0°  108,2+6,4
CT 130,749,4 1124464 197,0+18,8"  128,1+95
HDL-c 443439  40,9%3,2 47,173 48,4+10,3

Fracdondo  98,6#54  80,0¢4,1  134,0+146"  77,3#6,3

HDL-c

Valores apresentados em média e erro padrdo da média (mg/dL). "Diferenca
estatistica significante entre DEX, DOP e seu respectivo controle, "Diferenca
estatistica significante entre DEX e DOP. Teste one-way ANOVA seguido de
post hoc de Tukey, p<0,05, n=10. TG: triacilglicerol, CT: colesterol total, HDL-
¢: high density lipoprotein.
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5.3 Alteragdes na tolerancia a glicose, ao piruvato, a insulina e
indice TyG ap0s tratamento com Dex e suplementagio com 6leo de
peixe

O teste de tolerancia a glicose no oitavo dia de tratamento
revelou incremento nos valores de glicose sanguinea apds sobrecarga de
glicose intraperitoneal nos minutos 30 e 60 nos grupos DEX e DOP em
relacdo aos grupos CTL e OP (Figura 7A; p<0,05, n=10, exceto DEX,
n=8 e DOP, n=7). Os valores da area sob a curva (ASC) da glicose
durante o ipGTT foram significantemente maiores nos grupos DEX e
DOP em relacdo aos grupos CTL e OP (Figura 7B; p<0,05, exceto DEX,
n=8 e DOP, n=7). Contudo, no fim do tratamento, o teste de tolerancia a
glicose ndo mostrou qualquer diferenca significativa entre 0s grupos
(Figura 7C; p<0,05, n=10, exceto DOP, n=6), 0 mesmo foi confirmado
pela ASC (Figura 7D, CTL n=10, DEX n=9, OP n=7 e DOP, n=6),
sugerindo assim uma adaptagdo aos efeitos provocados pela
dexametasona em relagdo a tolerancia a glicose.
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Figura 7- Alteragdes na tolerancia a glicose apés tratamento com Dex e
suplementacdo com Gleo de peixe.

No oitavo dia de tratamento os ratos tratados com Dex apresentaram reducdo da
tolerancia a glicose (A). Os valores obtidos pela ASC confirmam a intolerancia
a glicose nos ratos tratados com Dex, n=10, exceto DEX, n=8 e DOP, n=7 (B).
No fim do tratamento (16° dia), ndo houve diferenca significativa da tolerancia a
glicose entre os grupos (C). Os valores obtidos pela ASC confirmam que ndo
houve diferenca significativa entre os grupos no ipGTT no fim do tratamento
(D), CTL n=10, DEX n=9, OP n=7 e DOP, n=6. Dados apresentados como
média £ EPM. # indica diferenca significante dos ratos tratados com Dex em
relacdo ao seu respectivo controle. Foi utilizado o teste one-way ANOVA
seguido de post hoc de Tukey, p<0,05.

No fim do tratamento (16 dias), o teste de tolerdncia ao
piruvato, que pode estd relacionado com a glicogendlise,
neoglicogénese, secrecdo e sensibilidade ao glucagon, secrecdo de
insulina, sensibilidade hepatica e periférica a insulina, ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos. Porém, os dados sugerem
aumento nas concentracdes de glicose no grupo DEX apés a
administragdo de piruvato em comparacdo com 0s outros grupos (Figura
8A e 8B, n=6).

O teste de tolerdncia a insulina ndo mostrou diferenca
significativa da sensibilidade a insulina entre 0s grupos, como mostrado
pela constante de decaimento da glicose (Figura 8C e 8D, n=6). Apesar
do teste de tolerdncia a insulina ndo descriminar diferencas entre os
grupos, o calculo do indice TyG, que relaciona as concentracGes de
glicose sanguinea e triacilglicerol plasmético, sugere reducdo da
sensibilidade periférica a insulina nos grupos tratados com Dex tanto do
8° quanto ao final do tratamento (Figura 8E e 8F, n=10).
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Figura 8-Tolerancia ao piruvato, a insulina e indice de sensibilidade
TyG em ratos tratados com Dex e suplementados com 6leo de peixe
apos 15 dias de tratamento.

Os ratos tratados com Dex ndo apresentam aumento significativo nas
concentragBes de glicose ap6s a administracdo i.p. de piruvato (A), n=6. Os
valores obtidos pela ASC confirmam que ndo houve o aumento significativo da
producdo endégena de glicose nos ratos tratados com Dex, houve apenas uma
tendéncia no grupo DEX (B), n=6. O teste de tolerancia a insulina mostrou que
ndo houve diferenca significativa entre os grupos (C), n=6. Os valores obtidos
pelo Kirr confirmam que ndo houve diferenca significativa entre os grupos em
relacdo a tolerancia a insulina (D), n=6. O calculo do TyG sugere uma reducdo
da sensibilidade periférica a insulina nos grupos tratados com Dex tanto na
metade do tratamento (8 dias) (E) como no fim do mesmo (17 dias) (F), n=10.
Dados apresentados como média + EPM. # indica diferenga significante em
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relagdo ao seu respectivo controle. Foi utilizado o teste one-way ANOVA
seguido de post hoc de Tukey, p<0,05.

5.4 Tratamento com Dex promove altera¢fes no conteddo de
glicogénio e de triacilglicerol hepatico

Ao fim do tratamento, o grupo DEX apresentou conteldo de
glicogénio hepético significativamente inferior ao grupo CTL (Figura
9A, p<0,05, n=10). Em relacdo a concentracdo de triacilglicerol no
figado, o grupo DEX também mostrou valores significativamente
maiores aos do grupo CTL (Figura 9B, p<0,05, n=10).
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Figura 9- Conteldo de glicogénio e de triacilglicerol hepatico.

Os ratos do grupo DEX apresentaram reducdo significativa do conteddo de
glicogénio hepético (A) e um aumento nas concentragdes de triacilglicerol
hepéatico em comparagdo com o grupo CTL (B). Dados apresentados como
média + EPM. # indica diferenca significante em relacdo ao seu respectivo
controle (DEX vs. CTL). Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido de post
hoc de Dunn, p<0,05, n=10.

5.5 Suplementac&o com 6leo de peixe promove incorporacéo de EPA
e DHA no figado.

Para avaliar a capacidade de mudanca do perfil de &cidos graxos
tecidual apds 15 dias de suplementagdo com éleo de peixe, verificamos
a incorporagdo dos &cidos graxos no tecido hepatico, e se mostrou
elevada nos grupos suplementados com 6leo de peixe, assim como
mostrado na tabela 6. Esses dados mostram que no figado além de um
aumento de EPA e DHA houve também redugdo do conjunto AA +
acido palmitoleico.
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Tabela 6- Percentual (%) de &cidos graxos no figado em ratos CTL e
tratados com Dex suplementados ou ndo com dleo de peixe durante 15
dias.

CTL oP DEX DOP

Miristico® 00(0,0-01) 01(0,002) 0100-02)  0,1(0,0-0,2)
Laurico 0,1+0,0 0,10,0 0,10,0 0,10,0
Alfa-linolénico® 01(0,1-0.1) 0,1(0,1-02) 0,1(0,0-0,1) 0,2(0,2-0,4) *
EPA 0,3+0,0 1,240,2% 0,3+0,0 1,30,1*
DHA 5,2+0,2 7,6+0,5" 5,6+0,7 10,5+0,84*
Oleico 5,30,4 6,4+0,7 8,8+1,0 9,5+1,4
Estearico 16,0+1,4 14,9+1,9 13,714 11,3+1,2
Linoleico 18,9+0,9 21,6+1,0 21,417 23,2416
Palmitico 20,5+0,9 21,8+1,3 25,0+0,8 27,1419

AA+Palmitoleico 334+14 26,0+1,1 25,0+1,9# 16,6+2,6"*

Dados apresentados como média = EPM. Foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de
post hoc de Tukey, p<0,05, n=7. °Foi utilizado teste Kruskal-Wallis e os dados apresentados
como mediana e intervalo interquartil. *Diferenca estatistica significante com o respectivo
controle, *Diferenca estatistica significante entre DEX e DOP, *Diferenca estatistica
significante entre OP e CTL. AA: 4cido araquiddnico, EPA: acido eicosapentaenoico, DHA:
acido docosahexaenoico.

5.6 Conteldo e ativacdo basal de proteinas envolvidas na sinalizacéo
insulinica e contetdo total de PPARy e PGC-1a

Com base nos dados apresentados até 0 momento, verificam-se
algumas alteracBes metabolicas provocadas pelo tratamento com DEX,
como por exemplo, 0 aumento nas concentragdes plasméticas de TAG e
CT, que por sua vez foi atenuada pela suplementacdo com 6leo de peixe
e uma intolerancia a glicose na metade do tratamento (8° dia) com uma
possivel adaptacdo do organismo a esse parametro uma vez que essa
intolerancia néo € verificada no fim do tratamento (16° dia). Para buscar
explicagdes mecanisticas envolvidas nos achados acima, investigou-se
primeiramente o conteldo total e fosforilagdo basal de duas proteinas da
via de sinalizag8o insulinica, IRS-1 e Akt. O conteldo total e relativo da
forma fosforilada do IRS-1 fosforilado ndo apresentou modificacdo
significativa entre os grupos (Figura 10A e B). O resultado obtido com
Akt foi semelhante ao IRS1, uma vez que o seu conteldo total da Akt e
a razdo p-Akt e Akt ndo foram significativamente diferentes entre os
grupos (Figura 10C e D).
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Figura 10- Conteldo total e fosforilado de IRS1 e Akt em figado de
ratos tratados com DEX ndo estdo diminuidos.

Razdo entre IRS-1 fosforilado para o seu contetdo total (A). Conteudo total de
IRS-1 normalizada pelo controle a-Tubulina (B). Razdo Akt fosforilada para

seu conteudo total (C). Conteudo total de Akt normalizada pelo controle a-
Tubulina. Dados apresentados como média + EPM. Foi utilizado o teste one-
way ANOVA seguido de post hoc de Tukey, p<0,05, n=6.
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Para investigar outros potenciais mecanismos relacionados as
modificacBes nos pardmetros da homeostase glicémica e lipidica
observadas, foram avaliadas as expressdes de PPARy e PGC-la em
tecido hepéatico. O contelido total de PPARy ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos. Nao houve diferenca entre 0s grupos no
conteddo total de PGC-1a (Figura 11A e B).
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Figura 11-Contetdo total de PGC-1 (A) e de PPARYy (B) no figado de
ratos tratados com Dex e suplementados com 6leo de peixe.

Conteudo total de PGC-1 normalizada pelo controle B-actina (A). Contetdo
total de PPARy normalizada pelo controle a-Tubulina (B). Dados apresentados
como média = EPM. Foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de post
hoc de Tukey, p<0,05, n=6.

DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos que a administracdo de
dexametasona em ratos adultos durante 15 dias promoveu reducdo no
peso corporeo, atrofia das glandulas suprarrenais, hipofagia, reducéo do
consumo de agua, aumento das concentragBes de glicose sanguinea,
hipertriacilglicerolemia e aumento do conteGdo de triacilglicerol
hepatico. Esses resultados se assemelham aos dados do nosso grupo e de
outros grupos de pesquisa que demonstram essas mesmas alteracdes em
trabalhos anteriores. (SAAD et al., 1993; NOVELLI et al., 1999;
BUREN et al, 2008; RAFACHO et al., 2008; RAFACHO et al., 2011;
NUNES et al., 2013; CHIMIN et al., 2014).
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Uma das principais alteragdes apresentadas pelo modelo
experimental com injecdo de Dex € reducdo do peso corp6reo ao longo
do tratamento. Este pardmetro parece ser resultado de diversas
modificacdes em diferentes eixos enddcrinos que regulam ingestdo e
excrecdo hidrica (THUNHORST et al., 2007, LIU et al. 2010). Assim
como a desidratacdo, que é um dos principais causadores da reducao de
massa corporal no modelo, 0 aumento das concentracfes plasmaticas de
leptina e de insulina também podem auxiliar nesta perda de massa, uma
vez que estes hormdnios tem um importante efeito hipofagico (CHIMIN
etal., 2014).

Estudos anteriores mostram que o tratamento com Dex promove
também intolerancia a glicose (SAAD et al., 1993; BUREN et al., 2008;
RAFACHO et al., 2008; CHIMIN et al., 2014), porém no presente
estudo mostramos que esta intolerancia é transitoria uma vez que ela
esta presente no oitavo dia de tratamento e ausente ao final de 15 dias de
aplicacdo da Dex. Esta acomodacdo ao tratamento, porém, ndo foi
verificada em pardmetros como a massa corpOrea que Seguiu
diminuindo ao longo do tratamento, assim como na glicemia de jejum e
nas concentracdes de TAG.

A suplementacdo oral com 6leo de peixe por 15 dias nédo
atenuou as alteragcBes na massa corporal e de tecidos e nos pardmetros
glicémicos provocados pelo tratamento com Dex. O estudo realizado em
ratos por Corporeau et al. (2006), com suplementacdo de 6leo de peixe
(2,2% da dieta OPe, durante 4 semanas) e tratamento com Dex (1mg/kg
de p.c., durante 5 dias) também ndo demonstrou modificar o aumento da
glicemia, provocado pela administracdo da Dex, se assemelhando assim,
com os dados do presente estudo.

O aumento das concentragBes sanguineas de glicose em jejum
também é um dos efeitos provocados pelo tratamento com Dex. Esta
pode estar associada com 0 aumento da neoglicogénese, e/ou aumento
da glicogendlise hepética sugeridas pela diminuicdo do contelido de
glicogénio hepatico e pelo teste de tolerancia ao piruvato, assim como
pelo aumento das concentragdes basais de glucagon (BEAUDRY et al.,
2013; CUMMINGS et al., 2013; RAFACHO et al., 2014). No estudo
realizado por Rizza et al., (1982), utilizando voluntérios saudaveis, foi
observado que apés a infusdo de cortisol houve um aumento da
producdo de glicose em jejum, e mais insulina foi necessaria para
reduzir essa produgdo de glicose. Em animais, foi demonstrado que os
glicocorticoides  induzem  expressdo de enzimas-chave da
gliconeogénese, como a fosfoenolpiruvato carboxilase (JIN et al., 2004),
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fato que pode contribuir para aumento da produgdo enddgena de glicose
elevando potencialmente a glicemia de jejum.

Os resultados do presente estudo mostraram aumento nas
concentrac@es de triacilglicerol, colesterol total e fracdo ndo HDL-c nos
ratos que receberam dexametasona. Estes achados também foram vistos
em estudos com pacientes tratados com glicocorticoides para asma,
doencas cardiacas, transplantes renais e artrite reumatoide
(STROHMAYER e KRAKOFF, 2011). Em nosso estudo, esses
incrementos foram atenuados pela suplementacdo com Gleo de peixe.
Esta atenuacdo pode ser devida a alteracGes moleculares promovidas
pelos &cidos graxos n-3. Para investigar a potencial participagdo de
proteinas chave na transdugdo de sinal do horménio insulina, foi
avaliado o contetido das proteinas IRS1 e Akt, e a razdo de suas formas
fosforiladas para o seu contetdo total no figado. Contudo, neste modelo
ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos
experimentais. Le Foll et al. (2007) também mostraram que o contetdo
total da proteina Akt ndo foi alterado apds tratamento com Dex (1mg/kg
p.c. durante 5 dias). No entanto, quando existe resisténcia a insulina,
estudos mostram reducdo do contetdo total e fosforilado de IRS-1 e Akt
em tecido adiposo com tratamento de Dex (CAPERUTO et al., 2006) e
reducdo do conteudo total e fosforilado em serina/treonina da Akt
estimulado por insulina em mésculo esquelético (BUREN et al., 2008).

Alguns farmacos utilizados no tratamento do diabetes tipo 2,
como as tiazolidinedionas, agem promovendo a ativagdo do PPARy, que
por sua vez proporciona redugdo da producdo hepética de glicose, maior
sensibilidade a insulina em misculo esquelético, além de inibir a lipdlise
periférica em adip6citos, reduz a concentragdo de AGLs no plasma e a
adiposidade visceral, resultando em melhora de parametros glicémicos e
metabdlicos nesses pacientes (Kahn et al., 2006). Em modelos animais,
ja esta também demonstrado que a regulacdo da homeostase glicémica e
lipidica depende de vias de transducdo de sinal envolvendo PPARY,
ap6s modulacdo farmacoldgica das mesmas (Memon et al., 2000; Way
et al. 2011). Nosso estudo mostrou que a suplementacdo com o6leo de
peixe durante 15 dias promoveu um aumento na incorporacéo de EPA e
DHA no figado. Estes dados corroboram os do estudo realizado por Le
Foll et al. (2007) com ratos suplementados com 4,9% de 6leo de peixe
na dieta durante 4 semanas e tratados com Dex que mostrou uma maior
incorporacdo de AGPI n-3 em mdsculo, tecido adiposo e figado. A
incorporacdo de AGPI pode acarretar em potencial aumento da atividade
dos PPAR, que por sua vez, controlam a expressdo de genes envolvidos
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no metabolismo de glicose, lipidios, e adipogénese (SIRTORI; GALLLI,
2002; LOMBARDO; CHICCO, 2006).

Na tentativa de investigar se os efeitos metabdlicos
proporcionados pela suplementacdo com OPe nos parametros dos ratos
gue receberam Dex envolvem modificacdo do conteldo total de PPARYy,
esta variavel foi avaliada em tecido hepatico dos animais. Entretanto, no
presente estudo, foi observado que o contedido de PPARy no figado ndo
foi diferente entre os grupos, independente da aplicacdo de Dex ou
suplementacdo com OPe. Contudo, é importante ressaltar que mesmo
que conteldo tecidual de PPARYy seja similar, sua atividade pode estar
modificada nos diferentes grupos. Assim, sugere-se que a atividade do
PPARY seja investigada em trabalhos posteriores.

Outra proteina envolvida na manutengdo da homeostase
glicémica e lipidica é a PGC-la, pois é considerada uma potente
reguladora da atividade do PPARy (MEDINA-GOMEZ et al., 2007).
Diante disto, avaliamos a proteina PGC-1a, a fim de relacionarmos sua
expressao com a atenuacdo das concentragdes de TAG, CT e fracdo ndo
HDL-c nos ratos tratados com DEX, porém esta também ndo se
apresentou alterada na comparacéo entre os grupos. Com base nos dados
do presente estudo, pode-se sugerir que os efeitos positivos relacionados
com o metabolismo lipidico no modelo utilizado (ex: menores
concentraces plasmaticas de TAG e CT em jejum) promovidos pelo
OPe podem depender de modulagéo da atividade dos PPARy e da PGC-
la e ndo do seu contetido.

Para elucidagdo mais precisa dos mecanismos envolvidos nos
efeitos positivos provocados pela suplementacdo com 6leo de peixe,
futuros estudos devem focar também na investigacdo do contedo e da
ativagdo das proteinas IRS-1 e Akt em tecidos periféricos (ex: masculo
esquelético e tecido adiposo). Sugere-se também que outras proteinas
envolvidas no metabolismo lipidico (lipase hormonio sensivel e lipase
lipoprotéica) e glicémico (fosfoenolpiruvato carboxilase e glicogénio
sintetase) e o fator de transcrigdo PPAR« sejam investigas, uma vez que
a regulacdo do metabolismo da glicose e lipideos é dindmica e esta
associada a diversas vias de transducdo de sinal.

Em conjunto, o presente estudo demonstrou que o incremento
de concentracdes de lipideos plasméaticos em jejum (triacilglicerol e
colesterol total), provocada por injecBes de Dex por 15 dias, foi
atenuado pela suplementacdo concomitante com 6leo de peixe (1 g/kg
de p.c.). O mesmo n&do ocorreu com 0 aumento da glicemia de jejum
promovida pela Dex. Foi possivel também concluir que modificagdes
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esperadas para este modelo (ex: intolerancia a glicose) sdo transitorias e
reversiveis mesmo com os animais ainda em tratamento farmacoldgico
independente da suplementacdo com OPe. Sendo assim, 0 presente
estudo sugere que a indicagdo da suplementacdo com 6leo de peixe pode
auxiliar no controle das alteracGes na homeostase lipidica durante o
tratamento com Dex, mas néo as sobre a homeostase da glicose.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

- Alteragdes metabdlicas como, reducdo do peso corpéreo, da ingestdo
alimentar, do contetdo de glicogénio, aumento das concentracdes de
glicose sanguinea e aumento da gordura hepatica apés 15 dias de
tratamento com Dex ndo foram atenuadas pela suplementacdo com 6leo
de peixe. No entanto, 0 aumento nas concentracdes plasmaticas de
triacilglicerol, colesterol total e fracdo ndo HDL-c nos ratos tratados
com Dex foi menor pela suplementacdo com 6leo de peixe, sugerindo
um efeito protetor, potencialmente dos &cidos graxos n-3, sobre
alteragdes no metabolismo lipidico provocadas pelo tratamento com
Dex. Este efeito pode estar relacionado com 0 aumento na incorporagdo
de EPA e DHA no figado ap6s a suplementagdo com 6leo de peixe.

- As modificagdes nas concentragdes de lipidios plasméaticos promovidas
pelo OP nos animais tratados com Dex parecem ndo depender do
conteido hepético das proteinas IRS-1, Akt, PPARy e PGC-1a uma vez
gue estas ndo estavam alteradas apds 15 dias de tratamento com Dex.

- A suplementagdo com OPe ndo preveniu ou atenuou de forma
significativa as modificacfes em parametros relacionados a homeostase
glicémica em qualquer dos momentos investigados nesta proposta (8° e
ap6s 15 dias de injecBes de Dex). E importante ressaltar que a
intolerancia a glicose nos ratos tratados com Dex observada no 8° dia,
deixou de estar presente apds 15 dias de inje¢fes. Sugerindo assim que
algumas das modificagcbes causadas pela Dex sdo transitérias. Esta é
informacdo relevante para trabalhos futuros que se baseiem neste
modelo.

- Diante disso, nossos dados sugerem que a suplementacdo com 6leo de
peixe pode ser relevante, uma vez que esta pode auxiliar principalmente
no controle das alteragdes na homeostase lipidica durante o tratamento
com Dex.
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ANEXO A- Aprovacéo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFSC
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Resultado de Solidtacdo de Protocolo
Protocolo
PPOO782
Titulo B .
METODOLOGIAS UTILIZADAS NO LABORATORIO DE INVESTIGACAQ DE DOENCAS CRONICAS - LIDoC / ABORDAGENS ENDOCRINAS E
METABOLICAS
Data de Entrada
07/05/2012

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
01/06/2012

Consideracbes

Oficio n® 47/CEUA/PRPE/2011

Do: Presidente da Comissio de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(a): Prof(a) Dr(a) Alex Rafacho, Departamento de Ciéncias Fisiologicas - CCB

Prezado(a) Professor(a),
Em relaciio ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:

Os procedimentos elencados no parecer final estio credenciados para uso no seu laboratério pelo periodo
de quatro anos. Qualquer alteragdo destes, ou inclusdo de novos, deverdo ser apreciados pela
CEUA-UFSC novamente.

Este credenciamento € valido para a utiliza¢do das espécies animais: quinhentos camundongos (Mus
musculus) e quinhentos ratos (Rattus Norvegicus).

Procedéncia do animal: Biotério Central da UESC.

Por ocasiio do término deste periodo de credenciamento, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO
detalhado relacionando o uso de animais com estes procedimentos aos resultados obtidos, conforme
formuldrio ON LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatério Final previsto para (90 dias apds término da vigéncia do protocolo ouno momento da apresentacdo de um novo
protocolo)
Data 05/09/2016

Data 05/06/2012

Parecer(es):

( NG
Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE
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