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RESUMO

Diabetes tipo Il € a forma mais prevalente de diabetes e depende de fatores genéticos e
ambientais, tais como o consumo de dietas ricas em gordura, principalmente acidos
graxos saturados e sedentarismo. Pacientes com diabetes tipo Il apresentam
hiperglicemia e dislipidemia como resultado de deficiéncias na secrecdo e acédo da
insulina, ou seja, disfungdo da célula B pancreatica e resisténcia a insulina. Acidos
graxos poliinsaturados w- 3 s&o essenciais para o crescimento e desenvolvimento
normais e podem ter papel importante na prevencao e tratamento do diabetes e
resisténcia a insulina pelo aumento da fluidez da membrana e redu¢cao na concentragao
plasmatica de triacilglicerol. A globalizagdo tem contribuido para o aumento de dietas
ricas em acidos graxos saturados, trans e baixo consumo de acidos graxos
poliinsaturados e, consequentemente aumento da prevaléncia de obesidade e diabetes
tipo Il. Nosso estudo investigou o efeito da suplementagdo com dleo de peixe, rico em
acidos graxos poliinsaturados w- 3, sobre parametros bioquimicos, tolerancia a glicose
e sensibilidade e responsividade do musculo sdleo na auséncia ou presenca de
insulina, pela determinagdo da produgao de lactato e sintese de glicogénio de ratos
diabéticos. Diabetes tipo Il experimental foi induzido através de injecéo intraperitonial de
estreptozotocina (100 mg/kg p.c.) em ratos wistar com dois dias de vida. Apos 10
semanas, os ratos foram divididos em seis grupos: ratos controles ou diabéticos
alimentados com ragao regular e nao suplementados (C ou D), alimentados com ragao
regular e suplementados com o6leo de peixe (OP ou DOP), alimentados com ragao
regular e suplementados com gordura de coco (GC ou DGC). Apéds, os ratos foram
suplementados diariamente com dleo de peixe ou gordura saturada (1g/kg p.c.) durante
seis semanas. O diabetes experimental resultou em hiperglicemia, intolerancia a
glicose, baixa insulinemia basal, provavel alteracdo na secrecdo de insulina na
presenca de glicose, resisténcia a insulina, hipertriacilglicerolemia, hipercolesterolemia
e reducado da producdo de lactato e sintese de glicogénio na presenga de insulina, o
que significa menor sensibilidade e responsividade do musculo s6leo comparado com a
dos animais nao diabéticos. Gordura de coco aumentou a concentragdo plasmatica de
triacilglicerol e reduziu a sensibilidade e responsividade do musculo séleo na presenca
de insulina para os animais ndo diabéticos. Oleo de peixe reduziu a concentracdo
plasmatica de colesterol para os animais ndao diabéticos e aumentou a producédo de
lactato na presenga de insulina, ou seja, melhorou a sensibilidade do musculo sdleo,
mas nao alterou a sintese de glicogénio para os ratos diabéticos. Nossos dados
sugerem que a suplementagdo com 6leo de peixe reduz a lipidemia nos animais nao
diabéticos e aumenta a sensibilidade a insulina no diabetes tipo Il.
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ABSTRACT

Type |l diabetes is the most prevalent form of diabetes and its development is
associated to genetic and environmental factors, such as consumption of energy-dense
diets high in fat, particularly saturated fatty acids and sedentary lifestyle. Patients with
type 2 diabetes have hyperglycemia and dyslipidemia as a result of deficiencies in both
insulin secretion and insulin action, due to B-cell dysfunction and insulin resistance.
Polyunsaturated fatty acids w- 3 are essential for normal growth and development and
may play an important role in the prevention and treatment of diabetes and insulin
resistance by increasing membrane fluidity and decreasing plasma triacylglicerol
concentrations. Globalization have contribute to increased consumption of diets rich in
saturated and trans fatty acids and low consumption of polyunsaturated fatty acids and
which has been associated to obesity and prevalence of type Il diabetes. The present
study investigated the effect of supplementation with fish oil, rich in w- 3 polyunsaturated
fatty acids on blood biochemical parameters, glucose tolerance and sensitivity and
responsivity of skeletal soleus muscle to insulin in diabetic rats. Experimental type Il
diabetes was induced by intravenous injection of streptozotocin (100 mg/kg b.c.) in 2
days old male Wistar rats .After 10 weeks, Wistar rats were divided into six groups: rats
control or diabetic were fed with regular chow (C or D), fed regular chow and
supplemented with coconut fat (GC or DGC) or fish oil (OP or DOP). Then, rats were
daily supplemented with fish oil or coconut fat (1g/kg b.c.). Experimental diabetes
resulted in hyperglycemia, glucose intolerance, lower plasma insulin concentrations,
impaired of insulin secretion at presence of glucose, insulin resistance,
hypertriacylglycerolemia, hypercholesterolemia and reduced lactate production and
glycogen syntesis at presence of insulin meaning sensitivity and responsivity of skeletal
soleus muscle decreased when compared to non-diabetic rats. Coconut fat increased
plasma triacylglycerol concentrations and reduced sensitivity and responsivity of skeletal
soleus muscle at presence of insulin to non-diabetic rats. Fish oil decreased plasma
cholesterol concentrations in non-diabetic rats and increased the lactate production at
presence of insulin which improved sensitivity of skeletal soleus muscle, but not altered
the glycogen syntesis of diabetic rats. Our data suggest that FO supplementation
reduced lipidemia to non-diabetic rats and increased insulin sensitivity in type Il
diabetes.



1 INTRODUCAO
1.1 Diabetes Mellitus Tipo Il

Atualmente, o diabetes tipo Il é a maior causa de morbidade e mortalidade
em todo o mundo (PETERSEN & SHULMAN, 2006). Estima-se que aproximadamente
5% da populagao global é diabética, sendo 85% a 95% destes atribuidos ao diabetes
mellitus nao-insulino dependente ou diabetes tipo || (AVRAMOGLU et al., 2006). Em
2003, segundo a Federagao Internacional do Diabetes, esta doenga acometeu
aproximadamente 194 milhdes de pessoas e podera aumentar para 200 a 300 milhdes
em 2025 (FUJIMOTO, 2000; PETERSEN & SHULMAN, 2006).

O diabetes tipo Il € uma doencga multifatorial, resultado da combinacgéo de
fatores ambientais e da predisposicdo genética, sendo algumas familias e/ou etnias
mais suscetiveis a esta doenca. O sedentarismo e as dietas com alta proporgdo de
carboidratos refinados e gorduras saturadas sdo os principais fatores ambientais
responsaveis pelo aumento do sobrepeso e da obesidade e, consequentemente, do
diabetes tipo Il, uma vez que a gordura corporal, principalmente na regido abdominal é
o principal fator de risco para o diabetes tipo Il (FUJIMOTO, 2000; LEAHY, 2005). Em
funcdo desses fatores, apesar de n&o ser considerada uma doenca da infancia, a
incidéncia do diabetes tipo Il aumentou na populagédo pediatrica persistindo até a vida
adulta, resultando em alta prevaléncia de diabetes tipo Il e doencgas cardiovasculares
em adultos jovens (BAO et al., 1996; FREEDMAN et al., 2001; SINHA et al., 2002;
AVRAMOGLU et al., 2006).

Existem varias classificacbes para o diabetes mellitus, sendo as principais:
o diabetes mellitus tipo | e o diabetes mellitus tipo Il. O tipo | é resultado da destruicao
das ilhotas de Langerhans do pancreas e ocorre em 5 a 10% dos casos. Jao tipo Il € a
mais comum e resulta de defeitos da secrec¢ao e/ou acédo da insulina. Ambos os tipos
de diabetes mellitus apresentam complicagbes semelhantes, porém sao diferentes em
relacdo aos processos patogénicos (SALTIEL, 2001).

O diabetes tipo Il também causa complicagdes crénicas como retinopatias,

nefropatias e doencas do sistema circulatério. Além disso, o diabetes tipo Il e a



resisténcia a insulina encontram-se frequientemente associados com a hipertensao e as
dislipidemias, aumentando a incidéncia da sindrome metabdlica, os riscos para
aterosclerose e doencas coronarianas (STOECKLI & KELLER, 2004; AVRAMOGLU et
al., 2006).

Inicialmente, a fisiopatologia do diabetes tipo Il envolve defeitos na
sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos, especialmente no figado, tecido adiposo
e muscular, seguidos da redugdo na secrecao de insulina, resultado da disfungéo
progressiva do pancreas (PETERSEN & SHULMAN, 2002). Além disso, o figado
aumenta a produgédo de glicose (LEAHY, 2005). Assim, os indicadores do diabetes tipo
Il incluem menor tolerancia a glicose, hiperglicemia, hiperinsulinemia, reservas de
glicogénio reduzidas, consequéncia do comprometimento da captacdo da glicose
(SALTIEL, 2001; AVRAMOGLU et al., 2006).

1.2 Resisténcia a Insulina

A insulina € um potente hormdnio anabdlico, secretado pelas células  das
ilhotas de Langerhans do pancreas em resposta ao aumento da concentracdo de
glicose e aminoacidos no sangue apds as refeicdes. E composta por duas cadeias
polipeptidicas (cadeias A e B) ligadas entre si por pontes dissulfeto e promove a sintese
e armazenamento de carboidratos, lipideos e proteinas, e inibe a quebra e liberacéo
destes para a corrente sanguinea (BELL et al, 1990; PESSIN & SALTIER, 2000;
SALTIER & KAHN, 2001). O comprometimento da acdo da insulina nos tecidos
periféricos caracteriza a resisténcia ao horménio (FUJIMOTO, 2000; PETERSEN &
SHULMAN, 2002).

Geralmente, a resisténcia a insulina desenvolve-se como primeiro
indicador do diabetes tipo Il (AVRAMOGLU et al., 2006). No entanto, o pancreas pode
compensar a resposta reduzida a insulina pelo aumento da secrecdo deste horménio,
na tentativa de controlar a concentracdo de glicose no sangue. Se nao houver
tratamento, ocorre faléncia das células 3 do pancreas, resultando na menor producao
de insulina e a manifestagdo do diabetes tipo Il (SALTIEL, 2001; PETERSEN &



SHULMAN, 2002; AVRAMOGLU et al., 2006). Ainda, a insensibilidade a insulina reduz
a supressao da lipdlise no tecido adiposo, aumentando o fluxo de acidos graxos livres e
aumento da secrecdo da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) hepatica,
causando hipertriacilglicerolemia e redugdo na concentracdo plasmatica das
lipoproteinas de alta densidade (HDL) (AVRAMOGLU et al., 2006). A desregulagao dos
lipideos plasmaticos e o aumento no conteudo de triacilglicerol intramuscular parecem
estar diretamente relacionados com a resisténcia a insulina por alterar mecanismos da
via de sinalizagado da insulina (PAN et al., 1997; MANCO et al., 2000; AVRAMOGLU et
al., 2006; DEY et al, 2006).

Em condi¢cdes metabdlicas normais, a agao bioldgica da insulina inicia-se
com a ligagdo do horménio no receptor da insulina (Figura 1). Este receptor € uma
proteina transmembrana heterodimérica que pertence a familia dos receptores de
fatores de crescimento e diferenciagcao celular (WHITE, 1997), com atividade intrinseca
de tirosina quinase. E composto por duas subunidades o (extracelulares e responsaveis
pela ligagdao da insulina) e duas subunidades B (intracelulares e responsaveis pela
atividade tirosina quinase) (NYSTROM & QUON, 1999; SALTIER & KAHN, 2001; DEY
et al, 2006;). A subunidade o inibe a atividade da tirosina quinase da subunidade 3,
sendo este efeito inibido com a ligagao da insulina no receptor (BALLOTI et al., 1989;
KUBAR & ROCHET, 1990). Com isso, ocorre autofosforilagao dos residuos de tirosina
especificos na subunidade  do receptor da insulina (IRB), que alteram a conformacéo e
permitem a fosforilagdo de proteinas intracelulares, como os substratos para o receptor
da insulina-1,-2,-3,-4 (IRS-1,-2,-3,-4), proteina adaptadora de ligagdo a fosfotirosina
contendo dominio 2 homoélogo a Src (SH2) (Shc), entre outros, que ativam varias outras
vias de sinalizagdo (PRONK et al.,, 1993; SALTIER & KAHN, 2001; MUOIO &
NEWGARD, 2008).
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Figura 1 — Via da sinalizagéo da insulina. Fonte: SALTIER & KAHN (2001, adaptado).

A familia dos IRS parece ter um efeito particular no controle da
homeostase metabdlica, sendo o IRS-1 um mediador chave da captacdo de glicose
estimulada pela insulina e ativagdo de vias anabdlicas no musculo e tecido adiposo, no
entanto no figado estas ocorrem pelo IRS-2. A fosforilagdo do IRS-1 permite sua
associagdo com a subunidade regulatoria p85 da enzima fosfatidil inositol 3- quinase
(PI3K) e esta interagao recruta a subunidade catalitica p110 da PI3K para a membrana

plasmatica, resultando na conversdo do fosfatidil inositol-4, 5-bifosfato para fosfatidil



inositol -3, 4 ,5-trifosfato, o que permite a propagacédo de sinais mediados por esta
enzima, como a ativagdo da quinase dependente de fosfoinositideos-1 (PDK-1) e da
Akt (ou proteina quinase B) (KAPELLER & CANTLEY, 1994; SALTIER & KAHN, 2001;
MUOIO & NEWGARD, 2008).

A fosforilagdo da Akt regula varias respostas fisiologicas da insulina como
a translocacao do transportador de glicose (GLUT)-4 para a membrana plasmatica, a
sintese de glicogénio e outros efeitos metabodlicos (ASANO et al., 2000; MUOIO &
NEWGARD, 2008). A AKT fosforila e inativa a glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3),
responsavel pela fosforilagdo e inativagdo da enzima glicogénio sintase (CROSS et al,
1995; MUOIO & NEWGARD, 2008) e também ativa a proteina ativadora guanosina
trifosfatase (GTPase) AS160 Rab que facilita a translocagdo do GLUT-4 (MUOIO &
NEWGARD, 2008).

Outra via ativada pelo IRS, através dos dominios homologos ao Src-2
(SH2) é a cascata de proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) responsavel pela
regulacdo da expressao de alguns genes, crescimento e diferenciagdo celular
(SALTIER & KAHN, 2001). Alguns estudos sugerem que a via da MAPK contribua para
a translocacédo do GLUT-4 para membrana plasmatica (FURTADO et al., 2003;
THONG et al., 2005) e para o aumento da sintese de glicogénio através da ativagao da
fosfoproteina fosfatase-1 (PP-1), responsavel pela desfosforilacado e ativagdo da enzima
glicogénio sintase (YANO et al. 1993).

A alteracdo na ativacdo de qualquer proteina envolvida na sinalizagao
necessaria para as agdes da insulina pode causar resisténcia ao hormoénio.
Concentragbes elevadas de acidos graxos livres no plasma estéo relacionadas com o
aumento do conteudo de metabdlitos lipidicos, como acil-CoA, diacilglicerol e ceramidas
e alteracdo na composigao fosfolipidica da membrana plasmatica que parecem resultar
em defeitos na via de sinalizagao da insulina (SHULMAN et al. 2000; PETERSEN et
al., 2003; MUOIO & NEWGARD, 2008), envolvendo a reducédo da fosforilagdo do
receptor da insulina, IRS-1, Akt e PI3K, alterando a translocagcdo do GLUT-4,
comprometendo a captagcédo da glicose e ativagdo das vias anabdlicas (DRESNER et
al., 1999; AVRAMOGLU et al., 2006; DEY et al, 2006).



Em adi¢cdo, o aumento dos acidos graxos parece competir com a glicose,
reduzindo o metabolismo dos carboidratos. Em 1963, Randle e colaboradores
descreveram o ciclo acido graxo-glicose (Figura 2), também conhecido como ciclo de
Randle. Foi mostrado que o aumento do fluxo de acidos graxos, em musculo cardiaco e
diafragmatico de ratos, elevava a produgao de acetil-coenzima (Co)A e nicotinamida
adenina dinucleotideo reduzida (NADH) mitocondrial pela B- oxidac&o, levando a
inibicdo do complexo piruvato desidrogenase, resultando no aumento da concentragao
de citrato. Assim, a alta concentragcdo de citrato e ATP inibiam a atividade da
fosfofrutoquinase, levando reducao na via glicolitica. Consequentemente, o conteudo de
glicose-6-fosfato elevava-se inibindo a hexoquinase, causando acumulo de glicose
intracelular, comprometendo a captacédo desta (RANDLE et al., 1963; RANDLE et
al.,1994; SHULMAN, 2000).

E fato que a concentragdo elevada de &cidos graxos no plasma é
responsavel pela perda da sensibilidade a insulina, porém, ainda existem controvérsias
sobre o mecanismo de acéo envolvido nesta resposta. Alteragcdes na via de sinalizacdo

da insulina e o ciclo de Randle parecem participar deste fendmeno (DEY et al, 2006).
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Figura 2 - Mecanismo de resisténcia a insulina induzido por acidos graxos no musculo
esquelético proposto por Randle. HK - hexoquinase; G-6-F - glicose-6-
fosfato; FFQ - fosfofrutoquinase; PDH - piruvato desidrogenase; CoA -
coenzima A. Fonte: SHULMAM (2000, adaptado).

1.3 Modelo Animal Experimental de Diabetes Tipo Il

O modelo animal de diabetes tipo Il induzido por estreptozotocina em rato
neonatal foi descrito pela primeira vez na década de 80. Este modelo baseia-se na
destruicdo das células B do péncreas seguida pela regeneracdo destas células e
intolerancia a glicose (SARTORETTO et al., 2005).

A administracédo de estreptozotocina em ratos adultos causa uma rapida e

irreversivel destruicdo das células [ pancreaticas resultando em severa sindrome
diabética dependente de insulina. Todavia, quando a estreptozotocina € administrada

no periodo neonatal via intraperitoneal, o efeito agudo da destruigcdo das células B do



pancreas € seguido pela regeneragcdo espontanea destas células e a concentragao de
glicose retorna ao normal dentro de duas semanas. Porém, o disturbio da resposta da
insulina & glicose permanece, promovendo o modelo de diabetes tipo || (BACOVA et al.,
2005).

As células B pancreaticas que nao foram destruidas podem aumentar a
secrecao de insulina e manter o nivel normal da glicemia, evitando a hiperglicemia. No
entanto, estas células podem sofrer exaustdo e consequentemente reduzir sua fungao,
levando ao aumento dos niveis de glicose no sangue (TAKADA et al., 2007).

Este modelo induz a concentracdo de insulina no sangue levemente
reduzida, assim como concentragcido de glicose plasmatica um pouco elevada e menor
conteudo de insulina pancreatica. O padrao de liberagao de insulina encontrado nestes
ratos € qualitativamente similar ao do rato Goto-Kakizaki, que € um modelo genético de
diabetes tipo Il ndo obeso (ARULMOZHI et al., 2004). Além disso, foi demonstrado que
a injecao de estreptozotocina no periodo neonatal, induz, em ratos adultos, defeitos
similares aos encontrados em humanos com diabetes tipo Il, tais como redugao na
secrecao de insulina induzida por glicose, aumento moderado na concentragdo de
glicose de jejum, intolerancia oral a glicose e resisténcia moderada a insulina (ANGEL
et al., 1996).

Existem evidéncias de que a severa reducao nas células f do pancreas
obtidas de pacientes com diabetes tipo Il ou de animais, apds a injegdo de
estreptozotocina, ndo esta associada com resisténcia severa a insulina. Porém, alguns
estudos com este modelo de diabetes Il mostraram que a utilizagdo da glicose, induzida
por hiperinsulinemia, por toda a massa corporal foi significantemente reduzida e a
produgdo hepatica de glicose foi menos eficientemente suprimida por concentragéo
maxima de insulina, indicando que a resisténcia a insulina estava presente in vivo nos
tecidos periféricos e no figado (ARULMOZHI et al., 2004). Em adicao, TAKADA et al.
(2007) mostraram que este modelo de diabetes apresenta um estado de resisténcia a
insulina junto com dano a ilhota pancreatica. Os animais neonatos, diabetizados com

estreptozotocina apresentaram redugao da ligacdo da insulina ao receptor, menor



captagcdo e oxidacdo de glicose pelos adipocitos estimulados com insulina e menor
conteudo de insulina nas ilhotas pancreaticas.

Sabe-se que nenhum modelo animal de diabetes é idéntico a sindrome
humana. Nem mesmo, os modelos animais de diabetes tipo Il genéticos disponiveis
simulam exatamente a doenga nos humanos. No entanto, o0 modelo de diabetes tipo Il
induzido por estreptozotocina em rato neonatal tem muitas vantagens sobre os outros
modelos e € considerado um modelo experimental adequado de diabetes mellitus tipo |l
(ARULMOZHI et al., 2004).

1.4 Acipos GRAXOS

1.4.1 Estrutura e metabolismo dos acidos graxos

Os acidos graxos sao 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, dependendo do grau de
saturagdo da molécula. Na auséncia de duplas ligagbes sdo classificados como
saturados e na presencga de duplas ligagdes, insaturados (RUXTON et al, 2004). Os
acidos graxos sado adquiridos da dieta, principalmente como triacilglicerdis, e sao
armazenados para reserva energética, transformados em horménios, transportadores,
mensageiros celulares e constituintes da membrana celular (ALBERTS et al, 1994).

Existem trés importantes familias de acidos graxos poliinsaturados
denominados de: 6mega 3 (n-3), 6mega 6 (n-6) e émega 9 (n-9), sendo que a
nomenclatura se refere a posi¢ao da primeira dupla ligagao a partir do carbono 6mega
no terminal metila da cadeia de hidrocarboneto (Figura 3) (DOMMELS et al, 2002;
CALDER, 2005).
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Figura 3 — Representacdo esquematica dos acidos graxos poliinsaturados. Fonte:
ROSE & CONOLLY (1999, adaptado).

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

Na biossintese dos acidos graxos n-3 e n-6, estes compartilham a mesma

enzima dessaturase (A-6-dessaturase), e portanto competem pela mesma via

metabdlica. A A-6- dessaturase tem preferéncia pelo acido a-linolénico, todavia altas

concentragdes de acido linoléico podem inibir a conversdo do ALA em EPA e DHA,
reduzindo a quantidade destes acidos graxos (RUXTON, 2004). (Figura 4)
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Figura 4 — Sintese e metabolismo dos acidos graxos n-3 e n-6. Fonte: CALDER (2001,

adaptado).

Tanto o acido araquidonico (AA) quanto o eicosapentaendico (EPA) sao

precursores de eicosanoides, que atuam como moduladores quimicos em muitos

processos bioldégicos, tais como a resposta inflamatdria, agregagao plaquetaria,
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permeabilidade vascular e formacao de interleucinas. Pérem, os eicosanodides das
familias n-6 e n-3 tém efeitos diferentes e opostos. Os acidos graxos n-6 possuem
papel inflamatorio, capacidade de agregacao plaquetaria, atividade vasoconstritora e
alta poténcia como agentes quimiotaxicos. Os acidos graxos n-3 tendem a ter
propriedades benéficas tais como antiinflamatérias, antiarritmicas e de redugédo da
concentragao de lipidios no sangue (CALDER, 2001).

Além disso, os acidos graxos poliinsaturados fazem parte dos
fosfolipideos das membranas biolégicas (TAPIERO et al, 2002; RUXTON, 2004). As
membranas celulares sdo bicamadas lipidicas que separam a célula do espaco
extracelular das organelas intracelulares. Estas permitem a manutengdo de gradientes
ibnicos, a diferengca do potencial e modulam a passagem de hormoénios, substratos,
nutrientes e sinais intracelulares (PAN et al.,1995). O maior componente das
membranas plasmaticas, representando aproximadamente 60%, sao os fosfolipideos e
servem como mediadores importantes dos eventos nucleares regulando a expresséao
génica e especifica envolvida no metabolismo da glicose e dos lipideos e adipogénese
(PAN et al., 1995; HELGE, et al., 2001; LOMBARDO & CHICCO, 2006).

As principais fontes dos acidos graxos 6mega-3 sao os peixes, 6leo de
peixe, canola, linhagca, nozes e as folhas verdes escuras. Ja o dmega-6 compdbe
principalmente os 6leos vegetais e sementes, como milho, girassol, soja, entre outros
(MANCO et al, 2004; CALDER, 2005) e as gorduras saturadas séo os acidos palmiticos
e estearicos, encontrados principalmente nas carnes de porco, carneiro e boi, € 0s

acidos miristicos e lauricos, presentes no coco (MANCO et al, 2004).

1.4.2 Acidos graxos e diabetes tipo |I

A globalizagéo tem contribuido para o aumento do consumo de gorduras e
de dietas com alta densidade energética, particularmente ricas em acidos graxos
saturados (MANCO et al, 2004). O estudo evolutivo da dieta humana (Figura 5) mostrou
que nossos ancestrais, do periodo Paleolitico, consumiam grande quantidade de

agentes antioxidantes, menor quantidade de acidos graxos saturados e gordura trans e
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a mesma razdo de acidos graxos n-6:n-3 quando comparado com as dietas atuais.
Estimativas mostram que a razdo n-6:n-3 esta 20:1, sendo o recomendado 4:1
(SIMOPOULOS, 1999).

ApoOs a revolucgao industrial, o consumo de acidos graxos n-6 e gorduras
saturadas aumentou, elevando o valor energético total das dietas ocidentais, e ainda
houve decréscimo na ingestado de acidos graxos n-3 e antioxidantes. A alta ingestéo de
acidos graxos n-6 ocorreu devido ao aumento do consumo dos 6leos vegetais de milho,
sementes de girassol, algoddo e soja, devido a recomendagdo indiscriminada de
substituir acidos graxos n-6 por gorduras saturadas, para reduzir o colesterol sérico e
pelo desenvolvimento da tecnologia na extragdo de oleo vegetais (SIMOPOULOS,
1999).
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Figura 5 — Perfil do consumo de acidos graxos da espécie humana ao longo dos anos.
Fonte: SIMOPOULOQOS (2002, adaptado).
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Os acidos graxos n-3 sao essenciais para o0 crescimento e
desenvolvimento normal e sao importantes na prevencado e tratamento da doenca
arterial coronariana, hipertensdo, diabetes, doencas inflamatoérias, desordens auto
imunes e cancer (JUMP, 2002; SIMOPOULOS, 2002). Estes beneficios s&o
comprovados por estudos epidemiolégicos que reportam a baixa prevaléncia da
intolerancia a glicose, diabetes tipo I, infarto do miocardio, inflamagao crénica, entre
outras, em populagdes que consomem grandes quantidades de acidos graxos 6mega 3.
Por outro lado, as dietas ricas em gorduras saturadas e com baixo teor de acidos
graxos n-3 estdo associadas com o aumento da adiposidade, aumento do risco de
diabetes tipo I, redugcado da sensibilidade a insulina no musculo esquelético e disturbios
no metabolismo da glicose (LICHTENSTEIN & SCHWAB, 2000; MANCO et al, 2004;
NETTLETON & KATZ, 2005). Sendo assim, entre outros fatores, a gordura dietética
tem importante papel na indugdo da resisténcia a insulina. Estudos experimentais tém
mostrado que a quantidade e/ou o tipo de &cidos graxos ingeridos alteram a
sensibilidade a insulina nos seus tecidos alvos (VESSBY, et al 2000; TAOUIS et al,
2002).

Dietas ricas em acidos graxos modificaram a ag&o da insulina em ratos,
porém quando os lipideos provinham do éleo de peixe houve prevencgao da resisténcia
a insulina. (TAOUIS et al, 2002). Ainda, a substituicdo dos acidos graxos saturados
pelos poliinsaturados mudou o padrao caracteristico dos lipideos séricos encontrados
no estado de resisténcia a insulina (VESSBY, et al 2000). No entanto, os mecanismos
do efeito protetor dos acidos graxos n-3 ndo estdo totalmente esclarecidos. Estes
efeitos dietéticos do 6mega 3 podem ocorrer devido a incorporagao dos acidos graxos
nos fosfolipideos das membranas dos tecidos alvos da insulina e também por seu efeito
hipolipidémico, ou seja, redugdo do conteudo de triacilgliceréis (THOMPSON et al.,
2000; TAQUIS et al., 2002; LOMBARDO & CHICCO, 2006)..

As propriedades das membranas como a fluidez, permeabilidade e
ancoragem das proteinas de membrana dependem da composi¢cado dos acidos graxos
dos fosfolipideos (HELGE, et al., 2001; HULBERT et al., 2005). Borkman et al. (1993)

mostraram pela primeira vez a associagcdo entre a composi¢cdo de acido graxos dos
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fosfolipideos de membrana no musculo esquelético e a sensibilidade a insulina em
humanos, ou seja, as proporgdes de acidos graxos poliinsaturados nos fosfolipideos de
membrana do musculo estavam diretamente relacionado com a sensibilidade a insulina.

Quantidades menores de acidos graxos poliinsaturados na membrana
podem diminuir o processo de consumo de energia da célula através da redugao do
fluxo de ions e prétons, energia necessaria para manter a homeostase idnica. Este
processo contribui para o metabolismo basal da célula, assim membranas com menores
propor¢oes de acidos graxos poliinsaturados reduzem o metabolismo celular. Isto pode
contribuir para o aumento do estoque da gordura corporal, inclusive no figado e no
musculo esquelético, ambos criticos para a agéo da insulina (HULBERT et al., 2005).

A composicdo dos acidos graxos das membranas também pode
influenciar a acado da insulina, alterando as proteinas intracelulares especificas da
sinalizagdo da insulina, através da modulagdo da afinidade do receptor e da
translocacao dos transportadores de glicose para a membrana (HULBERT et al., 2005).
No musculo de rato, as alteragcdes na composicdo da membrana causadas pelos acidos
graxos n-3 afetaram os receptores da insulina, o IRS-1 e a PI3K (LOMBARDO &
CHICCO, 2006; TAOUIS et al, 2002). Em um modelo animal espontaneo de diabetes, a
suplementacdo com oleo de peixe por aproximadamente 18 semanas preveniu o
desenvolvimento da resisténcia a insulina, provavelmente pela maior expressao do
RNAm para GLUT-4 mediado pela alteragdo na composicdo da membrana
(LOMBARDO & CHICCO, 2006).

Além disso, segundo LICHTENSTEIN & SCHWAB (2000), o tipo de acidos
graxos da membrana pode modificar a atividade das enzimas associadas com o

metabolismo da glicose.
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2 JUSTIFICATIVA

O diabetes tipo Il € uma doenga metabdlica associada a complicagbes
crobnicas como retinopatias, nefropatias e doengas do sistema circulatorio
(AVRAMOGLU et al., 2006). A fisiopatologia do diabetes envolve menor sensibilidade a
insulina nos tecidos alvo, seguido da produgao reduzida de insulina como resultado da
disfuncao progressiva da célula B pancreatica (PETERSEN & SHULMAN, 2002).

Estudos epidemiologicos tém reportado baixa prevaléncia do diabetes tipo
Il e da intolerancia a glicose em populagbes que consomem grandes quantidades de
acidos graxos n-3, encontrados principalmente no peixe e 6leo de peixe (NETTLETON
& KATZ, 2005). Estudos in vivo também apresentaram resultados positivos em relagéo
a acao da insulina no musculo de ratos suplementados com 6éleo de peixe (TAOUIS et
al, 2002; LOMBARDO & CHICCO, 2006;).

A maioria dos estudos experimentais é realizada no musculo esquelético,
0 maior tecido alvo da insulina e mostram que a reducdo das insaturagcdes nos
fosfolipideos da membrana esta diretamente relacionada com a reducédo da acéo da
insulina (HULBERT et al., 2005). Contudo, o mecanismo pelo qual o 6mega 3 melhora
sensibilidade a insulina no musculo esquelético ndo esta totalmente esclarecido, mas
pode envolver mudangas no metabolismo da glicose e também dos acidos graxos,
interferéncia na sinalizagdo da insulina, redu¢cdo na concentragcdo de acidos graxos
livres no plasma, entre outros.

De acordo com PETERSEN & SHULMAN (2002), o metabolismo da
glicose esta comprometido no individuo diabético. Danos na sintese de glicogénio, na
atividade da hexoquinase e no transporte da glicose sdo caracteristicas encontradas no
diabetes tipo Il.

Desta forma, torna-se necessario avaliar a acao dos acidos graxos émega 3
sobre a sensibilidade e responsividade a insulina no musculo sdleo de ratos com
diabetes tipo Il, em diferentes etapas do metabolismo da glicose e investigar o possivel

mecanismo de agao.
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3 OBJETIVOS

Consolidar um modelo animal de diabetes tipo Il e investigar o efeito da
suplementagcdo com Oleo de peixe sobre parametros bioquimicos sanguineos e a
sensibilidade e responsividade a insulina do musculo soleo de ratos diabéticos. Para
alcancar estes objetivos foram determinados:

e A concentragao de glicose plasmatica em jejum antes e apds a suplementagédo com
Oleo de peixe;

¢ O teste de tolerancia intraperitonial a glicose (IGTT) antes e apdés o periodo
experimental;

¢ A concentragao de insulina plasmatica, em jejum, e durante o IGTT nos ratos antes da
suplementagao;

¢ O teste de tolerancia a insulina (ITT) antes da suplementagao;

¢ A concentragdes de triacilglicerol e colesterol total apds a suplementagao;

e A sintese de ['*C]- glicogénio e a produgdo de lactato em musculo séleo isolado e
incubado na auséncia e presenca de insulina;

¢ A expressao das proteinas IRB e AKT envolvida na via de sinalizagao da insulina.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos albinos da linhagem Wistar com
aproximadamente dois dias de vida obtidos do biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Parana. Os animais foram mantidos em ciclo claro/ escuro
(12h/12h), em ambiente com temperatura controlada de 22 + 2 °C com ragéo (Nuvital
CR-1, Nuvital Nutrientes Ltda., Curitiba, PR, BRA, composta por 66% de carboidratos,
23% de proteinas, 4% de lipidios, 6% de fibras e 1% de vitaminas e minerais (PIZATO
et al., 2005)) e 4gua a vontade.

Todos os procedimentos que envolvem os animais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Setor de Ciéncias Bioldgicas, da

Universidade Federal do Parana (Anexo).

4.2 Material

O dleo de peixe foi doado gentiimente pela Fundagdo Herbarium. Cada
capsula de oleo de peixe (1g/capsula) contém 0,192 g de EPA e 0,124g DHA. A
gordura de coco foi adquirida no Mercado Municipal da cidade de Curitiba —PR.

As enzimas e reagentes utilizados neste estudo foram obtidos da Sigma
Chemical Co. (Saint Louis, USA). Todos os componentes para a solugdo de Krebs-
Ringer e a glicose foram obtidos da Reagen Quimbras Industria Brasileira S/A( Rio de
Janeiro, RJ, BRA). A dlicose radiomarcada foi adquirida da Amersham Bioscience
(U.K.). Os anticorpos policlonais de coelho anti- IRB e anti-Akt foram obtidos da Santa

Cruz Biotechnology.
4.3 Inducgao do Diabetes Tipo |l Experimental
No segundo dia apds o nascimento dos animais, o diabetes tipo Il foi

induzido pela administragdo intraperitonial (ip) de estreptozotocina (STZ) (100 mg/kg de
massa corporal) diluida em tampao citrato pH 4,5 (ASHOKKUMAR & PARI, 2005).
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4.4 Protocolo Experimental

Apds a administracdo de estreptozotocina e o desmame, os ratos foram
divididos em seis grupos: controle (C); diabetizado (D), animais suplementados com
Oleo de peixe (OP); animais suplementados com gordura de coco (GC); diabetizado
suplementado com dleo de peixe (DOP) e diabetizado suplementado com gordura de
coco (DGC). Os grupos denominados controle e diabético nao receberam
suplementacao.

Apos 10 semanas, a instalacdo do diabetes tipo Il foi confirmada através
do teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (IGTT). Entdo, os ratos foram
suplementados com 6leo de peixe (acido graxo poliinsaturado n-3) e com gordura de
coco (acido graxo saturado) na dose de 1g/kg de massa corporal, com auxilio de
micropipeta, diariamente por seis semanas consecutivas.

Os animais foram pesados trés vezes por semana com auxilio de uma
balanca da marca Urano com precisdao de 1 g para o controle do peso durante o
experimento e para os ajustes na dose da suplementagdo. Apds o periodo de
suplementacao, os animais foram anestesiados com éter e aproximadamente 1 ml de
sangue coletado através de puncgao cardiaca e centrifugado a 290 g a 4°C por 10 min
em centrifuga Eppendorf modelo 5810R (GER). O plasma foi separado para dosagem
da glicemia, colesterolemia e triacilglicerolemia. Dois dias depois da coleta do sangue,
os ratos foram ortotanasiados por deslocamento cervical para a rapida coleta do
musculo séleo e posterior incubagcdo e analise das proteinas do tecido. Todos os
procedimentos foram realizados apds um periodo de jejum de aproximadamente 12

horas.

4.5 Procedimentos Realizados Para a Caracterizacdo do Modelo Animal de Diabetes
tipo Il

Todos os testes e analises descritos abaixo foram realizados apds a 10°

semana de inducdo do diabetes. A coleta do sangue e a separagdo do plasma para

dosagem de insulina e glicose foram realizadas como descrito anteriormente.
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4.5.1 Teste de tolerancia intraperitonial a glicose (IGTT)

O teste de tolerancia a glicose € um método de referéncia para o
diagnostico do diabetes ou da intolerancia a glicose, no caso da glicemia duas horas
ap6s administracdo de glicose ndo retornar préxima da concentragdo basal de glicose
ou apresentar-se maior do que 200 mg/dL para humanos (GROSS et al., 2002).

O teste de tolerancia intraperitonial a glicose foi realizado mediante a
injecdo i.p. de uma solugdo de glicose (2g/kg de massa corporal). A glicemia foi
determinada nos tempos zero (antes da ip), 30, 60, 90 e 120 minutos apds a injegao,
utilizando-se glicosimetro e fitas para glicemia da marca One Touch Ultra®. Este teste
foi repetido apds o periodo de suplementacéo, porém a glicemia foi mensurada até 90
minutos apds a carga de glicose, pois o resultado ndo foi estatisticamente diferente
apos este tempo no teste anterior.

A concentragao de insulina também foi mensurada nos tempos 0, 30 e 60

minutos através do método de radioimunoensaio descrito abaixo.
4.6.2 Determinagao da insulina plasmatica

A dosagem de insulina plasmatica foi realizada no Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (USP) pelo método de radioimunoensaio.
Esse método € baseado na competicdo entre insulina porcina marcada com
radioisétopo '?°| e a insulina de rato fria (ndo-marcada) pelo anticorpo anti-insulina
produzido na cobaia. Mantendo-se constante a quantidade de hormoénio radioativo e do
anticorpo, a formacédo do complexo insulinamarcada-anticorpo depende da quantidade
de insulina fria presente na solugdo padrao. O complexo antigeno-anticorpo pode ser
facilmente precipitado pela adsor¢édo do horménio ao polietileno glicol. A concentragao
do horménio na amostra foi determinada pela quantificagcdo de radiagcdo gama. Os

resultados foram expressos em ng/mL.
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4.5.3 Determinacdo da glicose plasmatica

A concentracdo plasmatica de glicose foi mensurada pelo método
enzimatico colorimétrico, utilizando um kit de glicose Bioliquid®, de acordo com as
instrugdes do fabricante. A leitura da absorbéancia foi realizada em espectofotémetro a
505 nm da marca ULTROSPEC 2000 (Pharmacia Biotech). Os resultados foram

expressos em mg/dL. Este parametro foi repetido apds o periodo de suplementagao.

4.5.4 Teste de tolerancia a insulina (ITT)

O teste tolerancia a insulina é usado para medir a resisténcia periférica a
insulina. Este teste mensura a sensibilidade a insulina utilizando a constante do
desaparecimento da glicose (Kitt) como indice do metabolismo da glicose mediado pela
insulina. O Kitt corresponde a queda da glicose expressa em porcentagem por minuto,
assim quanto maior o Kitt maior a sensiblidade a insulina. (FURUYA, et al, 2005;
GELONEZE e TAMBASCIA, 2006; MURALI et al, 2002).

Para a realizacado do ITT, os ratos foram anestesiados com pentobarbital
(50 mg/kg de massa coporal, i.p.) e em seguida, foi injetado na veia peniana 1U/kg de
massa corporal de insulina Regular da marca Humulin® . A glicemia foi mensurada nos
tempos 0,5,10,15,20,40 minutos utilizando —se um glicosimetro e fitas para glicemia da
marca One Touch Ultra® .

O Kitt foi calculado utilizando a seguinte férmula:
Kitt = 0,693 x 100 /ty,
Onde, o ty, representa a meia-vida do decaimento da glicose e foi

determinado a partir do slope ou coeficiente angular da reta obtida pela regresséao linear
do logaritmo natural da glicose versus o tempo.
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4.6 Procedimentos Realizados para Avaliar o Efeito das Diferentes Suplementacoes.

Todos os testes e anadlises foram realizados apds a sexta semana de
suplementagdo com 6leo de peixe ou gordura de coco.

4.6.1 Determinacdo dos lipideos plasmaticos

As concentragdes plasmaticas de triacilglicerol e colesterol total foram
determinadas por método enzimatico colorimétrico, utilizando os kits triglicérides GPO-
Trinder® e colesterol total Bioliquid®, respectivamente, conforme especificacbes do
fabricante. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a 500 nm e os

resultados expressos em mg/dL.
4.6.2 Isolamento e incubagdo do musculo soleo

Alguns ratos foram mortos por deslocamento cervical e os musculos
s6leos foram cuidadosamente e rapidamente isolado, divididos longitudinalmente em
duas ou trés partes, pesados (25 a 35 mg) e pré-incubados em erlenmeyers, contendo
3 mL de tampao Krebs-Ringer (contendo albumina sérica bovina (BSA) a 1% e glicose a
56 mM) sob agitacdo constante com atmosfera de O,/CO, (95%/5%) por periodo de 30
minutos. O restante do tecido foi rapidamente congelado em nitrogénio liquido e
armazenado a -80°C para posterior andlise das proteinas.

Apds o periodo de pré—incubacdo os musculos foram transferidos para
outros erlenmeyers contendo 3 mL de meio Krebs-Ringer, acrescidos de 0,1uCi/ml [U-
'4C] - D- glicose, com 100 e 10.000 pU/mL ou sem insulina (basal). Os musculos foram
incubados por 1 hora, nas mesmas condi¢des da pré-incubacéo, porém a gaseificacao
ocorreu somente durante os primeiros 15 minutos. No final da incubagao, os musculos e
o tampao de incubacao foram utilizados para avaliagcédo da sintese de glicogénio e
producédo de lactato, respectivamente, conforme ESPINAL et al. (1983) e ENGLE &
JONES (1978).
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4.6.3 Quantificagao protéica do musculo séleo

Amostras de aproximadamente 100 mg de musculo foram
homogeneizadas em Tampao de lise na propor¢ao 1:7 com auxilio de homogeinizador
de tecidos, centrifugadas por 5 minutos a 17949 x g a 4 °C e o sobrenadante coletado
para quantificagédo protéica.

A quantificagao protéica foi realizada pelo método Bradford (BRADFORD,
1976). A concentragao de proteinas das amostras foi calculada com base em curva
padrao de proteina conhecida (BSA). As amostras foram diluidas vinte vezes para nao
extrapolar a curva padrédo. Foram plaqueados 250 yL de solucido de Bradford e 10 pL
de cada um dos padrbes ou das amostras (quatro réplicas) em placas de 96 pocos,
sendo a leitura realizada em leitor de microplaca a 595 nm.

O calculo da concentragao protéica das amostras foi realizado a partir da
equacgao da reta (y=ax+b), sendo que y, a absorbancia e x, a concentragao de proteina.
O valor de x encontrado foi multiplicado pela diluigdo da amostra (20 vezes) para se

obter a concentragao de proteina da amostra em ug/mL.

4.6.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE)

Apoés quantificagao protéica, foi realizada diluicdo das amostras utilizando
tampdo Laemmli de forma a deixar a concentragcdo final em 3 pjg/uL de
proteina/amostra, ou seja, todas as amostras com a mesma concentragdo. O tampéao
Laemmli contém SDS (dodecil sulfato de sodio) para desnaturar a proteina e prover
carga negativa constante de forma que todas fiquem com a mesma carga na amostra;
glicerol para dar a amostra densidade maior do que o tampao de corrida e [-
mercaptoetanol (agente redutor) para desfazer pontes dissulfeto da estrutura protéica,

possibilitando a separagao da amostra em subunidades.
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4.6.5 Separacao eletroforética de proteina

O método “SDS- PAGE” descrito por Laemmli em 1960 foi desenvolvido
para que a proteina submetida a um campo elétrico migre unicamente pelo tamanho. O
SDS é um detergente carregado negativamente que se liga a regides hidrofébicas das
proteinas. O complexo formado SDS-proteina distribui carga negativa semelhante entre
todas as proteinas que migrardo para o poélo positivo do campo elétrico. Portanto, a
migragcdo das proteinas no método “SDS-PAGE” depende principalmente das suas
massas moleculares. O gel de empilhamento foi preparado a 4% permitindo que todas
as proteinas migrem com a mesma velocidade no inicio da corrida. Apos passarem pelo
gel de empilhamento as amostras alcangam o gel de resolugdo onde as amostras
comegam a migrar de acordo com a massa molecular. Neste gel, a porcentagem de
acrilamida foi de 10%, adequado para separar as proteinas alvos (AKT e IRB). Os géis
foram preparados com uma solugao de acrilamida:bisacrilamida (30:1). A polimerizagao
desta mistura inicia-se pela adi¢ao de persulfato de aménio e TEMED.

Subsequentemente, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel

de poliacrilamida “SDS-PAGE” por aproximadamente 2 horas (8V/cm de gel)

4.6.5 Imunoblotting

O método de Imunoblotting (ou “Western blotting) surgiu em 1979, descrito
por Towbin e colaboradores e permite a identificagcdo de proteinas especificas pelo uso
de anticorpos mono ou policlonais, incluindo a deteccéo, a quantidade relativa e o peso
molecular de proteinas, em uma mistura complexa. Apds a separagao das proteinas em
gel de poliacrilamida “SDS-PAGE”, elas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose. A membrana foi incubada por duas horas em tampao de bloqueio,
contendo 1,5% de leite desnatado para evitar ligagdes inespecificas dos anticorpos.
Apds o bloqueio, a membrana foi incubada em tampao de incubagao contendo 1,5% de
BSA e o anticorpo primario contra a proteina AKT ou IRB. Para visualizagdo da

interacdo proteina-anticorpo foi utilizado anticorpo secundario contra o anticorpo
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primario (anti-Akt ou anti- IRB), sendo este complexado com enzima horseradish
peroxidase (HRP). Pela adicdo de substrato quimioluminescente pode-se observar em

filme Kodak para radiografia uma imagem referente as proteinas AKT e IRp.

4.7 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média = erro padrdao da média (EPM) dos
grupos experimentais e foram submetidos a analise de variancia de duas vias (ANOVA)
com o pos teste de Bonferroni, ou teste t de Student quando indicado para um nivel de

significancia de p < 0,05.
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6 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo do Modelo de Diabetes

Na figura 6 esta apresentada a glicemia (mg/dL) dos ratos controle (C) e
induzidos a diabetes mensurada na décima semana de vida imediatamente antes do
periodo da suplementacdo. Este parametro foi maior no grupo diabético (174 + 5)

quando comparado com o grupo controle (134 + 6) (p<0,001).
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Figura 6 - Concentragdo plasmatica de glicose dos ratos controle (C) (n= 26) e
diabéticos (D) (n= 37) na décima semana de vida. Valores estdo expressos
como média £ EPM de cinco experimentos.

& p<0,001 quando comparado com o grupo controle.
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O IGTT esta apresentado da Figura 7. A glicemia (mg/dL) dos ratos C e D,
no tempo zero, foi respectivamente 103 + 5 e 131 £ 3 ( p<0,05). Trinta minutos apos a
administragcédo i.p. de glicose (2g/kg de massa corporal), a concentragcdo de glicose
plasmatica do grupo C foi de 267 + 26 e do grupo D de foi 345 * 25 (p<0,05). Aos 60,
90 e 120 minutos a glicemia retornou ao valor basal no grupo controle. Em
contraposicédo, nestes tempos, a glicose plasmatica no grupo diabético manteve-se

similar a encontrada aos 30 minutos.
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Figura 7 - Glicemia dos ratos do grupo controle (C) (n=9) e diabéticos (D) (n=17) frente
o teste de tolerancia intraperitoneal a glicose. Valores estdo expressos
como média + EPM de dois experimentos.

& p<0,001 quando comparado com o grupo controle.
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A insulina plasmatica (ng/mL) em jejum (Figura 8) do grupo controle foi de
1,9 + 0,2, enquanto que no diabético foi de 1,3 £ 0,1, o qual foi significativamente menor
(p<0,05).
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Figura 8 - Concentragao plasmatica de insulina (ng/mL) em jejum dos ratos controle (C)
(n= 34) e diabético (D) (n=26). Valores estao expressos como média + EPM
de dois experimentos.

& p<0,05 quando comparado com o grupo controle.

A concentragdo plasmatica de insulina (ng/mL) durante o IGTT (Figura 9)
no tempo zero nos ratos C e D foi de 2,2 £ 0,3 e 1,6 £ 0,9, respectivamente (p>0,05).

Aos 30 minutos, no grupo controle foi de 3,1 £ 1,3 e no diabético foi de 0,75 + 0,6, que
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foi significativamente menor (p<0,05). Aos 60 minutos em ambos os grupos retornou
aos valores préoximos do tempo zero, mas no grupo diabético a concentracdo de
insulina foi ainda significativamente menor quando comparada a do grupo controle
(p<0,05).

0 30 60
tempo (min)

Figura 9 — Concentracéo plasmatica de insulina dos ratos dos grupos controle (C) (n=
3) e diabético (D) (n= 3) obtida durante o teste de tolerancia intraperitonial a
glicose. Valores estdo expressos como média £ DP de um experimento.

# p< 0,05 quando comparado com o grupo controle.
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O Kit (%/min) encontrado para o grupo diabético foi de 3,4 + 0,9 e para o

grupo controle foi 7,4+ 0,5. A elevacédo encontrada demonstra resisténcia a insulina.

5.2 Efeito da Suplementagdo com Oleo de Peixe

5.2.1 Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose

Na figura 10 estdo apresentados os dados referentes ao comportamento
da glicemia frente ao teste de tolerancia intraperitonial a glicose dos animais apods seis
semanas de suplementacao.

No grupo C aos 30 minutos a % da variagdo da glicemia em relagao ao
tempo zero foi de 275 £ 31, aos 60 e 90 minutos retornou préxima ao valor basal. Nos
grupos D, DOP e DGC nestes mesmos tempos, esta variagao foi de 390 + 32,7, 324 +
30, 408 = 37, respectivamente, sendo estes valores para os grupos D e DGC
significativamente maior quando comparados aos do grupo controle (p<0,05). Em
contrapartida, a diferenga nao foi significativa comparando-se os grupo C e DOP
(p>0,05).

Os grupos D, DOP e DGC nao apresentaram diferenga entre si na
tolerancia a glicose, nos tempos 60 e 90 minutos (p>0,05), mas foram diferentes do
grupo C (p< 0,05).
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Figura 10 - Porcentagem de Variagdo da glicemia dos ratos controle (C) (n=8),
diabéticos (D) (n=8), diabético suplementados com éleo de peixe (DOP) (n=8)
ou gordura de coco (DGC) (n=8) apds seis semanas de suplementacéao frente
ao teste de tolerancia intraperitoneal a glicose. Valores expressos como média
+ EPM de dois experimentos.

@ p< 0,05 quando comparado D e DGC em relagéo ao controle

® p<0,05 quando comparado D, DOP, DGC em relagéo ao controle.
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5.2.2 Parametros bioquimicos

A glicemia (mg/dL), em jejum, dos ratos controle foi de 122 + 5. A
suplementagdo com oleo de peixe (OP) ou gordura de coco (GC) ndo alterou a glicemia
dos animais nao diabéticos. Nos animais diabéticos (D), a glicemia de jejum foi de 136 +
4, o qual foi significativamente maior quando comparado a do controle (p<0,05). A
suplementagédo com 6leo de peixe (DOP) ou gordura de coco (DGC) nao tiveram efeito
sobre a glicemia, a qual se manteve similar a do grupo diabético ndo suplementado (D),
mas foram significativamente maiores quando comparadas as dos animais nao

diabéticos suplementados OP e GC, respectivamente (p<0,05) (Figura 11).
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Figura 11 — Concentragbes plasmaticas de glicose (mg/dL) em jejum dos grupos

controle (C) (n=22), suplementado com ¢éleo de peixe (OP) (n= 23) ou
suplementado com gordura de coco (GC) (n=20), diabético (D) (n=25),
diabético suplementado com d6leo de peixe (n=19) e diabético
suplementado com gordura de coco (DGC) (n=21) apds seis semanas de
suplementacado. Valores estdo expressos como média + EPM de cinco
experimentos.

& p< 0,05 quando comparado com os animais néo diabéticos

C

122+ 5

OoP GC D DOP DGC
1133 119+4 136 + 4° 134 + 6° 138 £ 5°

A concentragao plasmatica de triacilglicerol (mg/dL) esta apresentada na

figura 12. No grupo controle foi de 39,9 + 3,6. A suplementagdo com 6leo de peixe nao

alterou este parametro (p>0,05 vs C), contudo a gordura de coco elevou a

triacilglicerolemia para 50 * 3,4, o qual foi significativamente maior quando comparada

com a do C e OP (p<0,05). O diabetes elevou a triacilglicerolemia para 54 + 4, valor
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préoximo ao encontrado no grupo suplementado com gordura de coco, o qual foi maior
que o do grupo controle (p <0,05). A suplementacdo com oleo de peixe no grupo
diabético reduziu o triacilglicerol plasmatico, porém este valor ndo foi significativamente
diferente quando comparado com os dos grupos OP e D (p>0,05). Interessantemente, o

mesmo foi observado com a suplementagdo com gordura de coco (p>0,05 vs GC e D)

ab a

Triacilglicerolemia (mg/dL)
[y N W H a1 (o)}
o o o o o o

o

C OP GC D DOP DGC

Figura 12 — Concentragdes plasmaticas de triacilglicerol (mg/dL) em jejum dos grupos
controle (C) (n=17), suplementado com 6leo de peixe (OP) (n= 18),
suplementado com gordura de coco (GC) (n=18), diabético (D) (n=16),
diabético suplementado com 6leo de peixe (n=13) e diabético suplementado
com gordura de coco (DGC) (n=16) apos seis semanas de suplementagao.
Valores estdo expressos como média £+ EPM de cinco experimentos.

@ p<0,05 quando comparado ao C.

® p<0,05 quando comparado ao OP.

C OoP GC D DOP DGC
39,9+ 3,6 39,4+33 50 + 3,4%° 54 + 4.4° 453 +3,6 45,5 +6,3
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A concentragdo de colesterol (mg/dL) no grupo controle foi de 49,5 + 1,9.
A suplementacdo com 6leo de peixe (OP) reduziu a colesterolemia para 41,5 + 2,7, a
qual foi menor significativamente (p<0,05). Por outro lado, a suplementagdo com
gordura de coco (GC) nao alterou este parametro, sendo similar a do grupo C (p>0,05).
A inducédo do diabetes elevou a colesterolemia para 58,8 + 3,6, valor significativo quando
comparado ao do grupo C (p<0,05). Nem a suplementagao com oleo de peixe (DOP) ou
gordura de coco (DGC) foi capaz de reduzir a maior colesterolemia induzida pelo

diabetes, sendo similares a do grupo D (p<0,05) (Figura 13).
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Colesterolemia (mg/dL)

C OoP GC D

Figura 13 — Concentragdes plasmaticas de colesterol (mg/dL),em jejum, dos grupos
controle (C) (n=12), suplementado com o6leo de peixe (OP) (n= 15),
suplementado com gordura de coco (GC) (n=13), diabético (D) (n=11),
diabético suplementado com o6leo de peixe (DOP) (n=9) e diabético
suplementado com gordura de coco (DGC) (n=7). Valores estado
expressos como média + EPM de trés experimentos.

? p<0,05 quando comparado ao C

C OP GC D DOP DGC
49,5+1,9 415+2,7%° 494126 58,8+3,6° 54+45 58,4+ 43
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5.2.5 Metabolismo da glicose no musculo esquelético dos ratos

5.2.5.1 Producéo de lactato pelo musculo esquelético

Na Figura 14 estdo apresentados os resultados da producdo de lactato
pelos musculos soleos incubados na auséncia e presenga de insulina (100 pU/mL ou
10000 pyU/mL) dos grupos néo diabéticos.

Na auséncia de insulina (basal), a producéo de lactato a partir da glicose,
foi aproximadamente 15 umol/h/g de tecido (p>0,05) nos grupos C, OP e GC. A adigao
de 100 pU/mL de insulina, aumentou a produgao para aproximadamente 20 pmol/h/g de
tecido (p>0,05) nos trés grupos. Na resposta maxima a insulina (10.000 yU/mL), a
producao de lactato foi de 31, 28 e 26 ymol/h/g de tecido, respectivamente para o
grupos C, OP e GC. A producédo de lactato pelo musculo séleo foi significativamente
menor quando comparado ao do grupo C (p<0,01).

A producdo de lactato pelos musculos séleos incubados na auséncia e
presenca de insulina dos grupos C e D esta apresentada na Figura 15. A produgéao
basal foi de 14 umol/h/g de tecido para ambos os grupos (p>0,05). O estimulo com 100
MU/mL de insulina aumentou a produgado de lactato para 21 e 15 ymol/h/g de tecido
(p<0,05) e a adigdo de 10.000 pU/mL de insulina incrementou a producao de lactato
para 31 e 24 pmol/h/g de tecido (p<0,05), respectivamente. Os musculos do grupo D
apresentaram menor produgdo de lactato em relacédo a do controle (p<0,05), quando

estimulados com insulina.
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Figura 14 - Producéo de lactato pelos musculos soéleos incubados dos ratos controle
(C) e suplementado com 6leo de peixe (OP) e suplementado com gordura
de coco (GC) na auséncia e presenca de 100 yU/mL, 10000 pU/mL de
insulina. Valores estdo expressos como média * EPM de oito
experimentos.

@ p< 0,01 quando comparado ao C

Insulina
Grupos Auséncia 100 pU/mL 10000pU/mL
C 14 + 0.56 (n=16) 21+ 0,45 (n=10) 31+1,3(n=8)
OoP 15+ 0,55 (n=14) 21 +0,35 (n=9) 28 +1,4 (n=11)

GC 15+ 0,74 (n=7) 20 +0,51 (n=11) 26 + 0,66 (n=7)°
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Figura 15 - Produgdo de lactato pelos musculos séleos incubados dos ratos controle
(C) e diabético (D) na auséncia e presenca de 100 pU/mL e 10000 pU/mL
de insulina. Valores estdo expressos como média + EPM de oito
experimentos.

& p< 0,05 quando comparado ao C

b h< 0,01 quando comparado ao C

Insulina
Grupos Auséncia 100 pU/mL 10000pU/mL
C 14 + 0.56 (n=16) 21+ 0,45 (n=10) 31+1,3(n=8)

D 14 £ 0,62 (n=11) 180,25 (n=7) 24 +0,83 (n=9)"
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Os resultados da produgéao de lactato pelos musculos dos grupos D, DOP
e DGC encontram-se na Figura 16. A producgéo basal de lactato nos grupos D, DOP e
DGC foi aproximadamente 15 pmol/h/g de tecido (p>0,05). Os musculos sdleos
estimulados com 100 pU/mL de insulina produziram mais lactato quando comparados
com o estimulo basal. O musculo do grupo D produziu 18 umol/h/g de tecido e do grupo
DGC aumentou a produgédo para 19 ymol/h/g, valor ndo diferente do grupo D (p>0,05).
Os musculos do grupo DOP incrementaram a produgao para 21 uymol/h/g de tecido,
valor significativamente maior quando comparado com o do D e DGC (p<0,05). Com o
estimulo maximo de insulina (10000 pU/mL), ndo houve diferenga na produgao de
lactato entre os grupos D, DOP e DGC (p<0,05), sendo os valores, respectivamente,
24, 26 e 24 ymol/h/g de tecido.
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Figura 16 - Producéo de lactato pelos musculos soleos incubados dos ratos diabético
(D), diabético suplementado com oleo de peixe (DOP) e diabético
suplementado com gordura de coco (DGC) na auséncia e presenga de
100 pU/mL e 10000 pU/mL de insulina. Valores estdo expressos como
média £ EPM de oito experimentos.
& p< 0,05 quando comparado ao D e DGC
Insulina
Grupos Auséncia 100 pU/mL 10000pU/mL
D 14 + 0,62 (n=11) 18 £ 0,25 (n=7) 24 + 0,83 (n=9)
DOP 15 + 0,48 (n=14) 21+ 0,59 (n=9)2 26 + 0,78 (n=13)

DGC

15 £ 0,52 (n=12) 19+0,44 (n=13) 24 +1,4 (n=8)
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5.2.3.2 Sintese de [U-"C]-glicogénio a partir de [U-'“C]-D-glicose pelo musculo

esquelético

Na Figura 17 estdo os resultados da sintese de [U-'*C]-glicogénio
(umol/h/g tecido) a partir de [U-'*C]-D-glicose pelos musculos séleos incubados na
auséncia ou presenga de insulina (100 pU/mL ou 10000 pU/mL), dos grupos néo
diabéticos.

Na auséncia de insulina, a sintese de [U-"*C]-glicogénio a partir de [U-"*C]-
D-glicose nos grupos C, OP e GC foi aproximadamente de 0,14 pumol/h/g de tecido
(p>0,05), respectivamente. A adicdo de 100 pU/mL de insulina, aumentou a produg¢ao
dos grupos C e OP para 0,33 e 0,29 pmol/h/g de tecido (p>0,05). Para o grupo GC, a
producgao foi incrementada para 0,20 ymol/h/g de tecido, sendo esta significativamente
menor em relacdo a dos grupos C e OP (p<0,05). Na resposta maxima a insulina
(10.000 pU/mL), a sintese de [U-"*C]-glicogénio foi 0,67, 0,63 e 0,5 pmol/h/g de tecido,
respectivamente para o grupos C, OP e GC. O resultado encontrado no grupo GC foi
significativamente menor quando comparado ao do grupo C (p<0,05).

A sintese de [U-'"C]-glicogénio dos musculos séleos incubados na
auséncia ou presenca de insulina dos grupos C e D esta apresentada na Figura 18. A
sintese de [U-"*C]-glicogénio basal foi de 0,14 e 0,12 umol/h/g de tecido para os grupos
C e D, respectivamente (p>0,05). O estimulo com 100 pU/mL de insulina aumentou a
producao de glicogénio para ambos os grupos. Para o C, a sintese de glicogénio foi de
0,33 umol/h/g de tecido e no grupo D 0,18 umol/h/g de tecido, valor significativamente
menor comparado com o grupo C (p<0,05). A presenga de 10.000 pU/mL de insulina
incrementou a sintese de [U-'*CJ-glicogénio para 0,67 e 0,58 pmol/h/g de tecido,

respectivamente para os grupos C e D, sem diferenga significativa (p>0,05).
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Figura 17 - Sintese de glicogénio a partir de [U-'*C]-D-glicose pelos musculos séleos
incubados dos ratos controle (C) e suplementado com 6leo (OP) de peixe e
suplementado com gordura de coco (GC) na auséncia e na presenga de 100
MU/mL, 10000 yU/mL de insulina. Valores estao expressos como média + EPM
de oito experimentos.

& p<0,05 quando comparado ao C e OP

®p< 0,05 quando comparado ao C

insulina
Grupos Auséncia 100 pU/mL 10000pU/mL
C 0.14 £ 0.01 (n=17) 0.33 £0.02 (n=8) 0.67 £0.07 (n=13)
OoP 0.14 £ 0.01 (n=12) 0.29 £ 0.02 (n=9) 0.63 £ 0.06 (n=13)

GC 0.13 + 0.011 (n=8) 0.20 + 0.015 (n=7) 0.5 + 0,07 (n=14)"°
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Figura 18 - Sintese de glicogénio a partir de [U-14C]-D-glicose pelos musculos séleos
incubados dos ratos controle (C) e diabético (D) na auséncia e presenca de
100 pU/mL, 10000 pU/mL de insulina. Valores expressos como média +
EPM de oito experimentos.
@ p<0,001 quando comparado ao C

insulina
Grupos Auséncia 100 pU/mL 10000pU/mL
C 0.14 £ 0.01 (n=17) 0.33 £ 0.02 (n=8) 0.67 +£0.07 (n=13)

D 0.12 £ 0.01 (n=12) 0.18 £ 0.01 (n=13)? 0.58 + 0.07 (n=16)
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Na figura 19 estdo os resultados da sintese de glicogénio a partir de [U-
'4C]-D-glicose pelos musculos séleos dos ratos dos grupos D, DOP e DGC.

A sintese basal de glicogénio pelo musculos soleos dos ratos dos grupos
D, DOP e DGC foi respectivamente, 0,12, 0,13, 0,13 ymol/h/g de tecido (p>0,05). Os
musculos soleos estimulados com 100 yU/mL de insulina incrementaram a produgéo de
glicogénio para 0,18, 0,20 e 0,21 pymol/h/g de tecido, respectivamente (p>0,05). Com o
estimulo maximo de insulina (10.000 yU/mL), os musculos incubados produziram 0,58,
0,59, 0,54 umol/h/g de tecido, para os mesmos grupos. A sintese de glicogénio nao foi

significativamente diferente em ambas concentragdes de insulina investigadas (p>0,05).
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Figura 19 - Sintese de glicogénio a partir de [U-"*C]-D-glicose pelos musculos séleos
incubados dos ratos diabético (D), diabético suplementado com 6leo de
peixe (DOP) e diabético suplementado com gordura de coco (DGC) na
auséncia e na presenca de 100 pU/mL, 10000 pU/mL de insulina. Valores

estdo expressos como meédia + EPM de oito experimentos.

insulina
Grupos Auséncia 100 pU/mL 10000pU/mL
D 0.12 £ 0.008 (n=12) 0.18 £ 0.01 (n=13) 0.58 £ 0.075 (n=16)
DOP 0.13 £ 0.006 (n=11) 0.20 £ 0.012 (n=8) 0.59 £ 0.07 (n=10)

DGC  0.13+ 0.006 (n=13)  0.21 + 0.01 (n=9) 0.54 + 0.005 (n=14)
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5.2.4 Expressao das proteinas IR e Akt no musculo séleo

Na figura 20 esta apresentada a expressao da proteina IRB do musculo
sbleo dos animais controles e diabéticos que receberam ou n&o a suplementagcao com
Oleo de peixe ou gordura de coco. Ndo houve diferenca estatistica na expressdo da

proteina IRB entre os grupos (p >0,05).
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Figura 20 — Expressao da proteina IRB no musculo séleo dos ratos dos grupos controle
(C), suplementado com éleo de peixe (OP), suplementado com gordura de
coco (GC), diabético (D), diabético suplementado com dleo de peixe
(DOP) e diabético suplementado com gordura de coco (DGC). Os valores
estdo apresentados em unidades arbitrarias da média + EPM de 3

experimentos.
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A expressao da proteina Akt no musculo séleo de todos os grupos esta
apresentada na figura 21.

A expressao desta proteina ndo foi diferente no grupo n&o diabético
suplementado com 6leo de peixe (OP) quando comparado com o controle (p>0,05). Em
contrapartida, a gordura de coco reduziu em 26,9% a expressado da Akt nos ratos nao
diabéticos, sendo significativamente menor que a do controle e suplementados com
O0leo de peixe (p<0,05). O quadro diabético também reduziu significativamente a
expressao da Akt (34,3%) quando comparado a do grupo C (p<0,05). A suplementacgao
com Oleo de peixe e gordura de coco nao alterou a redugcdo da expressao da Akt

induzida pelo diabetes.
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Figura 21 — Expresséo da proteina Akt no musculo so6leo dos ratos dos grupos controle

(C), suplementado com 6leo de peixe (OP), suplementado com gordura
de coco (GC), diabético (D), diabético suplementado com 6éleo de peixe
e diabético suplementado com gordura de coco (DGC). Os dados estéao
apresentados em unidades arbitrarias como média + EPM de 3
experimentos.

& p< 0,05 quando comparado com o grupo C

b h< 0,05 quando comparado com o grupo OP
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6 DISCUSSAO

O diabetes mellitus € um problema de saude mundial, sendo a forma mais
prevalente da doencga o diabetes tipo || (ASHOKKUMAR & PARI, 2005).

Entre os varios modelos animais de diabetes tipo Il, existem os genéticos,
induzidos por drogas ou pela alteragcdo da dieta, contudo nenhum destes simula,
exatamente, o quadro de diabetes tipo Il encontrado nos humanos (ARULMOZHI et al,
2004).

A inducdo do quadro de diabetes pela STZ é amplamente utilizada para se
estudar a fisiopatologia desta sindrome. Em animais adultos, a estreptozotocina induz o
quadro severo do diabetes com a necessidade da administragao de insulina para que o
animal sobreviva por um longo tempo. Quando a indugcdo do diabetes pela
estreptozotocina ocorre na fase neonatal, o processo € lento, inicialmente com poucos
sintomas e é considerado um bom modelo de diabetes tipo Il (TAKADA et al, 2007).

Em nosso estudo, o diabetes mellitus experimental utilizado foi o0 modelo
de diabetes tipo Il. A indugdo foi realizada pela injecdo intraperitoneal de
estreptozotocina em ratos wistar no periodo neonatal (ASHOKKUMAR & PARI, 2005) e
apo6s a 10° semana da inducao do diabetes tipo Il, a instalacdo da doenca foi testada.
Os ratos do grupo diabético apresentaram hiperglicemia em relagédo ao grupo controle
(Figura 6). Varios estudos mostraram que ratos que receberam injecdo i.p. de
estreptozotocina apresentam hiperglicemia moderada (ANGEL et al., 1996;
ARULMOZHI et al, 2004). O IGTT confirmou o estado de intolerancia a glicose no grupo
D, indicando a instalagdo do quadro diabético nestes animais, uma vez que a glicemia
do grupo diabético ndo retornou a concentracdo basal como observado no grupo
controle (Figura 7). A falta de insulina ou a resisténcia periférica a insulina poderia
justificar o resultado encontrado no IGTT e a hiperglicemia. Desta forma, a mensuragao
da insulinemia em jejum e durante o IGTT e o ITT foram realizados.

Sabe-se que a exposicao das células B-pancreaticas a glicose resulta em
padrao bifasico da secre¢cdo de insulina. A resposta inicial a glicose é caracterizada

pelo aumento na secre¢do de insulina seguida do declinio préxima da concentragao
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basal. A fase inicial rapida da secrecao de insulina parece ocorrer pela liberagdo do
conteudo nos granulos secretorios préximos da membrana plasmatica da célula B. Ja a
exposicado prolongada a glicose provoca a produgdo de nova insulina para controlar a
glicemia (PRATLEY & WEYER, 2001).

Os ratos diabéticos apresentaram baixa insulinemia em jejum (Figura 8).
Quando injetado glicose via i.p, estes animais apresentaram menor concentragao
plasmatica de insulina em relagdo ao grupo controle nos tempos trinta e sessenta
minutos e ainda apods trinta minutos da i.p, a insulinemia dos diabéticos foi menor
quando comparado com o tempo zero e apés uma hora tendeu a retornar a
concentragao basal (Figura 9). Com isso, podemos sugerir que a primeira fase da
secrecao de insulina pelas células B pancreaticas dos ratos diabéticos estava reduzida
trinta minutos apos a i.p de glicose (Figura 9), contribuindo para a alta glicemia
encontrada no IGTT (Figura 7) e ap6s uma hora da carga de glicose, a insulina
comegou a ser produzida, mas a glicemia no IGTT n&o retornou a concentragdo de
glicose préxima a basal como observado no grupo controle (Figura 7).

Tanto a baixa insulinemia quanto a possivel alteracdo da secrecao e
produgdo da insulina pelas células B pancreaticas na presencga de glicose podem ter
contribuido para a hiperglicemia e para a reducao na tolerancia a glicose no grupo
diabético, no entanto para confirmar a alteracdo na secrecdo de insulina seria
necessario mensurar diretamente este parametro frente a glicose nas células
pancreaticas.

O ITT é um método simples, razoavelmente exato e rapido para
determinagdo da resisténcia a insulina (MURALI et al., 2002). A inje¢gao em bolo, de
insulina via intravenosa, promove a queda da glicose, devido a supressao da produgao
hepatica de glicose e pelo estimulo a captacéo de glicose pelos tecidos sensiveis a
insulina (GELONEZE & TAMBASCIA, 2006). Neste teste, a sensibilidade a insulina é
calculada usando a constante do desaparecimento da glicose (Kit). O K é calculado a
partir dos valores de glicemia do ITT e corresponde a queda da glicose expressa em
porcentagem por minuto, assim quanto maior o Kiz maior a sensiblidade a insulina.
(FURUYA et al, 2005; GELONEZE e TAMBASCIA, 2006; MURALI et al, 2002).
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Em nosso estudo, o Kizx mostrou que o grupo diabético estava resistente a
insulina quando comparado com o grupo controle. Murali (2002) mostrou que ratos
diabetizados com STZ, no periodo neonatal, apresentavam Kiz menor que os animais
ndo diabetizados, ou seja, resisténcia a insulina. Em resumo, nossos dados mostraram
que os ratos apresentaram hiperglicemia, menor toleréncia a glicose, secre¢ao reduzida
da insulina na presenca de glicose, baixa insulinemia e menor Kiz em relagdo ao grupo
controle, confirmando entdo o quadro diabético. A injecao de STZ, em ratos neonatos,
foi mostrada ser capaz de induzir a redugdo da secrecdo de insulina induzida pela
glicose, hiperglicemia moderada em jejum, intolerancia oral a glicose e resisténcia
moderada a insulina (ANGEL et al., 1996). Nossos achados corroboram aos
encontrados neste estudo.

O lento processo do desenvolvimento da hiperglicemia, da intoleréncia a
glicose e moderada hipoinsulinemia s&o caracteristicas que podem se assemelhar ao
diabetes mellitus tipo Il em humanos. A indugédo do diabetes no periodo neonatal pode
destruir progressivamente, mas nao totalmente, as células B pancreaticas, mimetizando
a situacao encontrada em pacientes diabéticos. Neste modelo animal de diabetes, os
ratos apresentaram reducdo no conteudo de insulina pancreatica, provavelmente em
decorréncia da exaustdo das células B pancreaticas pelo aumento inicial da secrecao
de insulina na tentativa de superar a resisténcia periférica a insulina. Os autores
relataram também hiperinsulinemia nos ratos diabéticos, mas sugeriram ser um estado
transitorio que levaria a incapacidade das células B pancreaticas em secretar insulina
(TAKADA et al., 2007). Outros estudos divergem em relagdo a insulinemia basal.
Nossos resultados corroboram com os de Angel (1996) e Ashokkumar & Pari (2005)
que relataram insulinemia, em ratos diabéticos, significativamente menor que a dos nao
diabéticos. Murali (2002) também relatou que ratos diabéticos estavam
hiperinsulinémicos em relacdo aos nao diabéticos. A possivel explicacdo para estes
achados deve-se a abordagem utilizada, como por exemplo a dose de STZ e o dia
escolhido ap6s o nascimento para a indugdo. Dependendo da dose de STZ e do dia da

injecao i.p., 0 modelo de diabetes neonatal, induzido por STZ, exibe varios estagios do
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diabetes tipo Il, como alteragdo na tolerancia a glicose e aumento moderado ou severo
da glicemia (ARULMOZHI, 2004).

Geralmente, a resisténcia a insulina é forte indicador do diabetes tipo Il e
pode ser acompanhada por concentragcbes elevadas de insulina no plasma
(AVRAMOGLU et al., 2006). Atualmente, esta cada vez mais claro que tanto o diabetes
tipo | quanto o diabetes tipo Il sdo desordens heterogéneas. Defeitos na secrecéo e
acao da insulina estao presentes em ambos os diabetes, tipo | e Il (ASHOKKUMAR &
PARI, 2005). Sendo assim, o diabetes tipo [l € uma doenga crbénica heterogénea
caracterizada por hiperglicemia, resultado da resisténcia a insulina e da deficiéncia
secundaria a insulina pela faléncia das células B pancreaticas (TAKADA et al., 2007).
Portanto, as caracteristicas encontradas nos animais deste estudo mostram um quadro
tipico de diabetes tipo |l.

ApOs caracterizar a instalagdo do quadro de diabetes nos ratos Wistar, os
animais foram suplementados com 6leo de peixe ou gordura de coco por seis semanas
consecutivas. O aumento da incidéncia do diabetes tipo Il esta diretamente relacionado
com mudancas no estilo de vida, como o sedentarismo e dietas com alta propor¢ao de
carboidratos refinados e gorduras, principalmente saturadas e trans. Em contradigao, é
observado que em populagdbes que consomem grande quantidade de gordura
poliinsaturada do tipo 6mega 3, a prevaléncia de doengas cardiovasculares, diabetes
tipo Il e intolerancia a glicose é pequena. Além disso, muitos estudos mostram o efeito
preventivo e protetivo dos acidos graxo n-3 no disturbio do diabetes. Com isso,
investigamos se a suplementagdo com 6leo peixe e gordura saturada alterava o quadro
diabético descrito acima.

Os acidos eicosapentaendico e docosahexaenodico sao os dois principais
acidos graxos 6mega 3 encontrados no 6leo peixe e possuem efeitos sobre os lipideos
séricos e lipoproteinas (GRIMSGAARD et al., 1997; MORI et al., 2000A), glicose sérica,
presséo arterial (MORI et al. 1999; GRIMSGAARD et al., 1998) e funcdo endotelial
(MORI et al., 2000B).

Estudos experimentais em humanos apresentaram resultados

controversos em relagcdo ao efeito dos acidos graxos n-3 sobre a glicemia (MORI et al.,
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1999), sendo que alguns autores mostraram efeitos deletérios sobre o controle
glicémico (BORKMAN et al. 1989; FRIDAY et al, 1989; MOSTAD et al. 2006;
WOODMAN et al., 2007), porém estes efeitos foram atribuidos a alta (acima 4g/dia)
dose de acidos graxos n-3 (FRIDAY et al., 1989; BORKMAN et al. 1989; MOSTAD et
al. 2006). Em contrapartida, outros estudos mostraram que a suplementacdo com
acidos graxos n-3 em doses moderadas (2 a 3 g/dia) ndo modificaram a glicemia dos
individuos (MORGAN et al.,1995, SIRTORI et al.,1998, LUO et al., 1998; FRIEDBERG
et al., 1998; MONTORI et al.,2000; KABIR et al., 2007) e foram efetivas em reduzir a
concentragao de triacilglicerol, ou seja, o efeito sobre os lipideos foi positivo sem
nenhum efeito adverso sobre o controle da glicemia (FRIEDBERG et al., 1998;
MONTORI et al.,2000; KABIR et al.,, 2007). No nosso estudo, corroborando estes
autores, a glicose plasmatica em jejum obtida apos o periodo experimental ndo mostrou
diferenca estatistica entre os grupos diabéticos (Figura 11). Porém, estes dados
mostraram hiperglicemia apos o periodo de suplementagao, confirmando a manutengao
do quadro de diabetes encontrado inicialmente.

O IGTT (Figura 10), realizado apds seis semanas de suplementagéao,
mostrou que a glicemia, trinta minutos apds a carga de glicose, dos grupos D e DGC foi
significativamente maior do que a do controle (p<0,05), porém os ratos diabéticos que
receberam O6leo de peixe ndo apresentaram aumento significativo na concentragéo
plasmatica de glicose comparada a do controle (p>0,05). No entanto, apés 60 e 90
minutos do i.p. de glicose a glicemia de todos os diabéticos suplementados ou nao ficou
significativamente elevada em relagao ao controle (p<0,05). Com isso, a secrec¢ao inicial
da glicose nos ratos diabéticos suplementados com 6leo de peixe parece mais eficiente
do que nos ratos diabéticos que receberam ou ndo gordura de coco. E fato que os
acidos graxos n-3 presentes no 6leo se incorporam na membrana plasmatica das
células, alterando a fluidez, podendo modificar a funcdo de proteinas inseridas na
membrana, como os transportadores de glicose, neste caso o GLUT-2 ou proteinas
canais envolvidas na secrecéo de insulina. Assim, estes animais podem ter secretado
insulina presente nos granulos mais rapidamente do que os animais ndo tratados ou

suplementados com gordura de coco. Ao analisarmos o0 que aconteceu aos sessenta e
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noventa minutos apos a injeg¢ao i.p. de glicose, a produ¢édo de nova insulina no grupo
DOP néo foi modificada em relagado aos grupos D e DGC, uma vez que as células [3-
pancreaticas estavam parcialmente destruidas em todos os animais diabéticos. Assim,
parece que temos um efeito facilitador na primeira fase de secrecédo da insulina, mas
nao na segunda fase.

Além da hiperglicemia e intolerancia a glicose, o diabetes mellitus tipo Il
esta frequentemente associado com o metabolismo anormal de lipideos com elevacéao
de triacilglicerodis e lipoproteinas de baixa densidade (LDL), fatores de alto risco para
doengas cardiovasculares nos pacientes diabéticos (PATTI, et al., 1999). O diabetes
provoca aumento da lipdlise contribuindo para hiperlipidemia (BAKER & GIBBONS,
2000; PARI & ASHOKKUMAR, 2005 ). Em geral, as alteragdes no metabolismo das
lipoproteinas contendo apo B-100, incluindo VLDL, IDL (lipoproteina de densidade
intermediaria) e LDL s&o anormalidades encontradas no diabetes (BAKER & GIBBONS,
2000).

A maior concentracdo dos lipideos plasmaticos é influenciada pelo
aumento do triacilglicerol na lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) secretada
pelo figado. O efeito inibitério da insulina in vivo sobre a VLDL rica em triacilglicerol &
em parte pela supressao do fluxo de acidos graxos nao esterificados do tecido adiposo
para o figado, reduzindo a disponibilidade do substrato para a produgéao do triacilglicerol
e também foi mostrado um efeito inibitério direto sobre a secrecdo de VLDL e ApoB,
independente da quantidade de precursores do triacilglicerol no figado (BAKER &
GIBBONS, 2000). Ainda, a resisténcia a insulina reduz a atividade e a expressdo do
receptor de LDL e aumenta a via da biossintese de colesterol hepatico (CHAN et al.,
2002). Esta via possui uma enzima limitante chamada 3-hidroxi-3-metil coenzima
(HMG-CoA) redutase que esta fortemente associada com a taxa de sintese do
colesterol no figado (SMIT et al., 1994; PARI & ASHOKKUMAR, 2005). MATSUZAWA
et al (1991) mostraram que a atividade desta enzima estava aumentada em ratos
geneticamente diabéticos nao insulino dependente e PARI & ASHOKKUMAR (2005)
também encontraram aumento significante da HMG-CoA redutase no modelo animal de

diabetes induzido por STZ, no periodo neonatal. Sendo assim, as maiores
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concentragdes de triacilglicerol (Figura 12) e colesterol total (Figura 13) encontrados
nos ratos diabéticos refletem a baixa insulinemia e o quadro de resisténcia a insulina,
caracteristicas deste disturbio e concorda com MURALI et al. (2002) e ASHOKKUMAR
& PARI (2005) que mostraram no mesmo modelo de diabetes, hipertriacilglicerolemia e
hipercolesterolemia. Em adi¢c&do, baseados nos dados da literatura, € possivel inferir que
os ratos diabéticos avaliados neste estudo também apresentavam maior atividade da
enzima HMG-CoA redutase.

O dleo de peixe rico em EPA e DHA regulam o metabolismo lipidico. As
diversas subclasses de lipideos dietéticos possuem efeitos diferentes na lipogénese
(CATERINA et al.,2007, CHAN et al.,2002).

Os acidos graxos n-3 reduzem a concentragdo de triacilglicerois
circulantes. Os mecanismos de acdo do 6mega 3 sugeridos para a redugdo dos
triacilglicerdis sdo a reducdo da sintese hepatica da VLDL, alguns estudos relatam
aumento da taxa catabodlica da VLDL (CATERINA et al.,2007) e a redugdo da
lipogénese hepatica e o aumento parcial da B-oxidagdo, em ratos (HARRIS &
BULCHANDANI, 2006). A inibicao das enzimas da via de sintese de triacilgliceréis
hepaticos, principalmente a diacilglicerol aciltransferase e a supressao da transcri¢ao do
gene lipogénico SREBP-1c (sterol regulatory element-binding protein), sdo mecanismos
dos acidos graxos n-3 que resultam na inibicdo da sintese de novos acidos graxos e
triacilglicerois (CHAN et al., 2002; CARPENTIER et al., 2006). Isto limita a quantidade
de triacilglicerol disponivel para o empacotamento na VLDL, levando a producéo de
particulas de VLDL pequenas com menos triacilglicerol (CHAN et al., 2002, GRIFFIN,
2001). O aumento na B-oxidagado dos acidos graxos parece ocorrer pela habilidade dos
acidos graxos n-3 em ativar o receptor nuclear a ativado pelos proliferadores de
peroxissomos (PPAR a) que aumentam a expressao génica de enzimas envolvidas na
via de oxidagao dos acidos graxos (GRIFFIN, 2001; CHAN et al., 2002, WOODMAN et
al., 2002; PIGHIN et al., 2003; CARPENTIER et al., 2006).

No entanto, neste estudo, a suplementacdo com dleo de peixe, tanto para
os ratos diabéticos quanto ndo diabéticos, n&o alterou significativamente a

triacilglicerolemia, encontramos somente uma tendéncia a reducado do triacilglicerol
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plasmatico no grupo DOP e também no DGC em relagdo ao D (Figura 12). Em
contrapartida, a gordura de coco, para os ratos n&o diabéticos, aumentou
significativamente a concentragdo plasmatica de triacilglicerol em relagcéo aos ratos nao
suplementados (Figura 12) e ainda foi similar ao grupo diabético.

Dietas ricas em lipideos, principalmente quando a maior porcentagem
destes lipideos s&o acidos graxos saturados, aumentam o acumulo de gordura visceral
e as concentragdes plasmaticas de colesterol e triacilglicerol (LOMBARDO & CHICCO,
2006). Foi encontrado que a atividade e os niveis de RNAm da enzima acido graxo
sintase no tecido adiposo branco apresenta regulagao diminuida pelo aumento do
conteudo de gordura saturada na dieta, comprometendo assim a sintese de acidos
graxos neste tecido. O oleo de peixe foi menos efetivo em reduzir estas variaveis
(BENHIZIA et al., 1994, LOMBARDO & CHICCO, 2006). Desta forma, os efeitos das
gorduras saturadas sao diferentes e muitas vezes opostos aos dos acidos graxos n-3
relatados anteriormente. No nosso estudo, a gordura coco, por ser saturada, aumentou
o triacilglicerol plasmatico nos ratos n&o-diabéticos e assim pode ter contribuido para
alteracdes na sensibilidade a insulina observadas nestes animais. Em contradicdo, a
tendéncia desta gordura em reduzir a triacilglicerolemia nos ratos diabéticos foi um
achado interessante. Os lipideos nos ratos Wistar variam muito e talvez isto tenha
interferido no resultado final.

Estudos mostram que o acido graxo n-3 também é capaz de reduzir o
colesterol plasmatico em ratos, provavelmente por agdes inibitérias sobre a HMG-CoA
redutase e sobre a produgao de VLDL (AL-SHURBAUJI et al., 1991, SMIT et al., 1994).
Porém, a suplementagcao com d6leo de peixe nao foi capaz de melhorar este perfil nos
ratos diabéticos. Em contrapartida, o 6leo de peixe reduziu a colesterolemia nos ratos
nao diabéticos comparado com o grupo controle, mostrando o efeito dos acidos graxos
n-3 em reduzir o colesterol plasmatico (Figura 13). Os efeitos do EPA e DHA dependem
da dose administrada. Assim a dose, o tempo de suplementacdo e o modelo de
diabetes podem ter interferido na acdo do 6leo peixe sobre metabolismo dos lipideos
nos ratos (CATERINA et al., 2007).
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A tolerancia normal a glicose é mantida pelo preciso balango entre
secrecao de insulina das células B pancreaticas e sua agcao sobre os tecidos sensiveis
ao horménio, principalmente musculo e tecido adiposo (PRATLEY & WEYER, 2001).
Ainda, a homeostase da glicose envolve a regulagdo coordenada de varias vias
metabdlicas, incluindo gliconeogénese e glicolise. (ASHOKKUMAR & PARI, 2005).

A insulina promove o transporte de glicose, a glicélise e a sintese de
glicogénio no musculo esquelético, maior local de captagdo da glicose estimulada por
este hormonio (D'ALESSANDRO et al., 2000). O musculo esquelético parece ser o
principal sitio de resisténcia a insulina e o tecido periférico de maior interesse para
avaliar esta caracteristica no diabetes tipo || (BONADONNA et al., 1993; DELARUE et
al., 2004).

Para avaliar a completa agdo da insulina, € necessario obter uma curva
dose—resposta, onde o termo sensibilidade a insulina esta ligado a propriedades da
curva dose-resposta da acéo da insulina sobre a queda da glicose (MIKINES, 1992).
Uma definicdo mais pratica de sensibilidade foi usada em inimeros estudos in vivo e in
vitro, em que a resposta de um dado processo metabdlico (como o transporte, sintese
de glicogénio, glicdlise, sintese protéica) € medida na presenga de concentragdes
basais e maximas do horménio. A concentragao de insulina que causa 50% da resposta
maxima pode ser usada como indice de sensibilidade a insulina (GREEN &
NEWSHOLME, 1979; RIZZA et AL., 1981; ESPINAL et al., 1983; GOODMAN et al.,
1983; KRAEGEN et al., 1985; STIREWALT et al., 1985; FERNANDES, L. C., 1989). Ja
a relacdo dose-resposta do efeito bioldgico maximo da insulina caracteriza a
responsividade ao hormdnio (MIKINES, 1992).

Para investigar o efeito do 6leo de peixe e da gordura de coco sobre a
sensibilidade e responsividade a insulina do musculo séleo, avaliamos a producao de
lactato e a sintese de glicogénio, destinos celulares da glicose, no musculo séleo de
ratos diabéticos e ndo diabéticos, estimulados ou ndo com insulina. Diferentes doses de
insulina foram utilizadas com o objetivo de avaliar a resposta do musculo em condigdes

fisiologicas (100 pU/mL) (FRYER, 1995) ou sob concentragdo maxima de insulina
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(10000 pyU/mL) (HIRABARA, 2005), investigando-se a sensibilidade e a responsividade
do musculo séleo a insulina, respectivamente.

A taxa de formacdo de lactato representa um indice do transporte de
glicose e da atividade da via glicolitica (FERNANDES, L.C., 1989). Considerando a
gordura dietética como um fator para a resisténcia a insulina, muitos estudos apontam
que o excesso de lipideos dietéticos, principalmente os saturados, predispde a menor
acao da insulina nos tecidos (LOMBARDO & CHICCO, 2006). Estudos em modelos
animais mostram que tanto a quantidade como a qualidade da gordura podem
determinar o aumento ou a redugao da sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos
(DELARUE et al., 2004).

Atualmente, varios modelos animais utilizados para o estudo da
resisténcia a insulina e do diabetes tipo Il sdo obtidos pelo aumento da gordura
dietética, composta principalmente por acidos graxos saturados. Dieta hiperlipidica com
gordura saturada em ratos levou a alteragdo da acao da insulina, como menor captagao
e fosforilagao da glicose nos musculos esqueléticos oxidativos (FRYER, 1995).

Além disso, o ciclo acido graxo-glicose, proposto por Randle e
colaboradores (1963), explica a interagdo entre estes dois substratos, sendo que o
aumento dos acidos graxos plasmaticos é capaz de reduzir o metabolismo de
carboidratos. O aumento na oxidagao destes lipideos, resulta em maior concentragao
de intermediarios metabdlicos das vias aerobias, inibindo enzimas chave da via
glicolitica. Sabe-se que situagdes de resisténcia a insulina, como diabetes tipo Il e
obesidade, aumentam a concentragdo de &cidos graxos (SHULMAN et al. 2000;
PETERSEN et al., 2003). Ainda, o aumento dos acidos graxos parece reduzir a
ativacdo das proteinas da via de sinalizagcdo da insulina, como IRS, PI3K, Akt,
comprometendo a captagao, oxidagdo e armazenamento da glicose (CURI et al., 2002;
DRESNER et al., 1999).

Neste estudo, os ratos suplementados com gordura de coco produziram
menos lactato pelo musculo séleo incubado quando adicionado 10000 pU/mL de
insulina, isto mostra que este tecido sofreu alteragbes na responsividade a insulina

(Figura 14). Este fato pode ter ocorrido pela alteragdo na via de sinalizagdo da insulina,
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comprometendo a captagao da glicose, uma vez que foi observado menor expressao na
proteina Akt no musculo destes ratos. A Akt participa da via de sinalizagcdo deste
hormdnio fosforilando alvos como a GSK-3 e facilita a translocagcdo de vesiculas
contendo GLUT-4 para a superficie da célula, promovendo entre outras agdes a sintese
de glicogénio e a captagao da glicose (CEFALU, 2001; MORINO et al., 2006). Apesar
da ativacdo desta proteina nado ter sido estudada, a reducdo da expressao pode ter
comprometido a sinalizacdo do horménio e consequentemente a translocacao do
GLUT-4 para a membrana. Em adi¢ao, devido a alteragao na triacilglicerolemia nestes
ratos, o ciclo de Randle também pode ter participado neste processo através da
redugdo na metabolizagédo da glicose, no entanto para confirmar esta hipotese enzimas
da via glicolitica devem ser analisadas.

Sabe-se que o controle da via glicolitica pela insulina ocorre na regulacéo
da entrada de glicose na célula e na posterior fosforilagdo, pela hexoquinase levando a
continuacdo do fluxo deste metabdlito. Esta enzima tem papel importante na
manuten¢cdo da homeostase da glicose em todas as células que metabolizam glicose
para producao de ATP (KLEIN et al., 1991; MARSHALL et al., 1995; ASHOKKUMAR &
PARI, 2005). Deficiéncias em algumas enzimas do metabolismo da glicose parecem
estar presentes no disturbio do diabetes (BEUTLER, 1988; ASHOKKUMAR & PARI,
2005, HIGUCHI et al.,2007). A enzima hexoquiinase estava reduzida em ratos
diabéticos induzidos por STZ, no periodo neonatal (ASHOKKUMAR & PARI, 2005).
Ainda, a baixa insulinemia dos ratos diabetizados com estreptozotocina nao tratados
afetou o sistema de transporte de glicose no musculo esquelético, reduzindo a captacao
estimulada por doses basal ou maxima de insulina (D'ALESSANDRO et al., 2000). Os
musculos séleos dos animais diabéticos apresentaram menor producao de lactato na
presenca de insulina (100 yU/mL e 10000 pyU/mL ), ou seja, redugéo na sensibilidade e
responsividade ao horménio (Figura 15). O comprometimento no metabolismo da
glicose pode ter ocorrido por alteragdes na via glicolitica ou na via de sinalizagao da
insulina, reduzindo a captagao da glicose.

Pela analise das proteinas da via de sinalizagdo da insulina,

possivelmente a reducgao significativa na expressao da proteina Akt no musculo pode
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ter contribuido para a menor agdo da insulina e captagao da glicose (Figura 21). No
entanto o mesmo né&o foi observado em relagado a proteina IRB (Figura 20), sendo a
expressao desta similar em todos os grupos experimentais. Com isso, podemos sugerir
que neste modelo de diabetes tipo Il, a alteracdo na sinalizagdo da insulina n&o ocorre
na ligagdo do horménio com o receptor e sim esta deve ocorrer em um evento pos-
receptor. Apesar de termos analisado somente as expressdes destas proteinas nos
musculos esqueléticos dos ratos diabéticos, estas poderiam justificar parte do quadro
de resisténcia a insulina. Por outro lado, baseado em dados apresentados por outros
autores, os ratos provavelmente apresentavam quantidades reduzidas das enzimas do
metabolismo da glicose, como a hexoquinase. Em adig&o, a alteragdo encontrada nos
lipideos plasmaticos dos animais diabéticos pode sugerir a competicdo dos metabdlitos
acido graxo—glicose pelas vias metabdlicas, através do ciclo de Randle,
comprometendo o metabolismo da glicose. Sendo assim, pode-se sugerir que tanto
alteragbes na via de sinalizac&do da insulina, quanto na via glicolitica contribuiram para
menor producao de lactato pelo musculo dos ratos diabéticos. Ainda, estes resultados
contribuem para a caracterizagcao deste modelo animal de diabetes tipo Il.

Sabe-se que os acidos graxos n-3 possuem acgao benéfica sobre a agéo
da insulina, porém os mecanismos envolvidos neste efeito ndo estdo totalmente
esclarecidos. A normalizag&o dos triacilgliceréis plasmaticos, dos acidos graxos livres e
também do conteudo de triacilglicerol no tecido podem contribuir para a restauragao da
homeostase da glicose e sensibilidade a insulina no musculo esquelético. Além disso, o
consumo de acidos graxos n-3 induz mudangas na estrutura e fluidez das membranas
das células o que pode afetar a acdo da insulina, através de alteragdes na via de
sinalizagdo do horménio (D"ALESSANDRO et al., 2000).

A suplementagcdo com o6leo de peixe nos animais diabéticos alterou a
producdo de lactato pelo musculo sdéleo estimulado por 100 pU/mL de insulina,
aumentando a sensibilidade do tecido ao horménio (Figura 16). Porém, a dose maxima
de insulina n&o alterou a responsividade do tecido quando comparado aos grupos
diabéticos e diabéticos suplementados com gordura de coco. Os possiveis mecanismos

de acdo do d6leo de peixe em aumentar a sensibilidade a insulina, ndo foram
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identificados através dos parametros analisados neste estudo. Ao investigar as
proteinas IRB e Akt, observamos que ndo houve alteracdo na expressao destas em
relacdo ao grupo diabético ndo suplementado e suplementado com gordura de coco.
No entanto, ndo podemos descartar a hipotese que a suplementagdo com éleo de peixe
melhora a ativagdo das proteinas da via de sinalizagdo da insulina, contribuindo para
captacéo da glicose, uma vez que ndo analisamos a ativagdo das proteinas estudadas
e também de outras proteinas da via. Contudo, a maior ativagao desta via pode ser um
dos mecanismos, porém precisa ser investigado.

O estoque de glicogénio esta intimamente ligado com agéo da insulina e
homeostase da glicose. Grande parte da glicose captada nas fibras musculares em
resposta a insulina é depositada como glicogénio (BOUCHE et al., 2004). No nosso
estudo, foi encontrado redugdo na sintese de glicogénio no musculo dos animais
suplementados com gordura de coco, quando adicionado 100 yU/mL e 10000 pU/mL de
insulina (Figura 17). Os musculos dos animais que receberam gordura de coco podem
ter apresentado menor taxa de sintese de glicogénio durante a incubagao pela redugao
na captacao de glicose e/ou também por alteragao na via metabdlica, menor expressao
da proteina Akt, envolvida na via de sinalizagcdo da sintese de glicogénio, e/ou pela
competicdo metabdlica entre acido graxo-glicose, como discutido anteriormente para a
producéao de lactato do mesmo.

Em estudo conduzido por PETERSEN & SHULMAN (2002), avaliou-se o
destino da glicose apds sua captagdo pelo musculo em sujeitos saudaveis e com
diabetes tipo Il, através de uma técnica ndo invasiva, a ressonéncia magnética nuclear
por espectros de carbono 13. Os resultados mostraram que a sintese de glicogénio
representa a maior via ndo oxidativa do metabolismo da glicose em individuos normais.
Ainda, a formacao de glicogénio em sujeitos com diabetes foi 60% menor comparado
com sujeitos saudaveis, evidenciando que a sintese de glicogénio foi profundamente
comprometida em pessoas com diabetes tipo Il. Este estudo concluiu que a sintese de
glicogénio foi o maior defeito metabolico responsavel pela resisténcia a insulina nestes
individuos. O menor conteudo de glicogénio foi atribuido a redugdo no transporte da

glicose e na enzima hexoquinase, pois a concentragao intracelular de glicose-6-fosfato
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estava reduzida nos pacientes diabéticos. Caso a enzima glicogénio-sintase fosse a
etapa limitante desta via nos diabéticos, o conteudo de glicose-6-fosfato estaria maior
ou inalterado (PETERSEN & SHULMAN, 2002).

A glicogénio sintase € a enzima limitante da sintese de glicogénio e sua
atividade é modulada pela fosforilagdo e desfosforilagdo. Porém, o mecanismo pelo
qual a insulina ativa a sintese de glicogénio ainda é controverso. A ativacdo da enzima
pode envolver fosfatases, como a proteina fosfatase-1 (PP1), via MAPK ou também via
proteina Akt. A fosforilagcdo pela Akt inativa a GSK-3, o que desfosforila e aumenta a
atividade da glicogénio sintase (BOUCHE et al, 2004). Adicionalmente, a reducg&o no
transporte da glicose como etapa limitante da sintese de glicogénio, a atividade da
glicogénio sintase encontra-se alterada no diabetes tipo Il, porém existem duvidas se &
um defeito primario ou consequéncia da hiperglicemia. A expressao da glicogénio
sintase é normal, sugerindo que a regulacdo da enzima encontra-se alterada (BOUCHE
et al, 2004).

Nossos resultados mostram que os musculos dos animais diabéticos
sintetizaram menos glicogénio, quando adicionado 100 pU/mL de insulina, quando
comparado com os ratos ndo diabéticos (Figura 18), corroborando os de PETERSEN &
SHULMAN (2002), que mostraram grande comprometimento desta via metabdlica em
pacientes com diabetes tipo II.

Nao podemos afirmar qual etapa limitante desta via estava comprometida
no musculo dos ratos diabéticos deste estudo. No entanto, da mesma forma como ja foi
discutido, a reducédo da expressdo da Akt, o ciclo de Randle e alteracdo na enzima
hexokinase podem ter comprometido a captagcdo e metabolizagdo da glicose e desta
forma a via da sintese de glicogénio estava reduzida, corroborando com achados em
humanos encontrados na literatura, onde esta via foi alterada pela menor captacao da
glicose e reducdo da enzima hexoquinase. Em contrapartida, nosso estudo também
sugere alteragao na regulacéo da via de sinalizagdo da sintese de glicogénio, pelo perfil
da expressao da Akt no musculo destes ratos, uma vez que esta participa da ativacao

da glicogénio sintase, enzima limitante da sintese de glicogénio. No entanto, a analise
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da ativagao da Akt, da expressao da GSK-3, da glicogénio sintase e/ou do conteudo de
glicose-6-fosfato poderiam justificar esta hipotese.

As suplementagdes com 6leo de peixe e gordura de coco nao modificaram
0s mecanismos da sintese de glicogénio nos musculos dos ratos diabéticos (Figura 19).
Apesar da suplementagcdo com 6leo de peixe nestes ratos ter aumentado a captacgao
e/ou metabolizagdo da glicose, justificada pela maior produgdo de lactato, isto néo
contribui para o aumento da sintese de glicogénio. Com isso, neste modelo de diabetes
tipo Il, pode-se sugerir que esta via ndo dependa exclusivamente da captagcdo ou
metabolizagdo da glicose, talvez as alteragbes na via de sinalizagdo da insulina em
especial na atividade da Akt, GSK-3 e assim na regulagdo e conteudo da glicogénio-
sintase estejam realmente alterados e ndo foram modificados pelos acidos graxos n-3.

Em resumo, nossos resultados mostram que a suplementacdo com
gordura de coco e o quadro diabético foram capaz de reduzir a sensibilidade e a
responsividade a insulina dos musculos séleos dos ratos, possivelmente por alteragbes
na via de sinalizagdo da insulina, pela competicdo entre os substratos acido-graxo-
glicose pelas via metabdlicas ou ainda redugdo ou desregulacdo de enzimas da via
glicolitica ou da sintese de glicogénio. A suplementagdo com 6leo de peixe aumentou a
producao de lactato pelos musculos dos ratos diabéticos, porém ndo mostrou nenhum
efeito na sintese de glicogénio e também n&o modificou a agéo da insulina nos ratos

nao diabéticos.
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7 CONCLUSAO

- O quadro diabético nos animais foi confirmado com a presenca de hiperglicemia,
intolerdncia a glicose, baixa insulinemia basal, secre¢do reduzida de insulina na

presencga de glicose e resisténcia a insulina;

- Apd6s o periodo experimental, os ratos diabéticos apresentaram hiperglicemia,
hipertriacilglicerolemia e hipercolesterolemia. O 6leo de peixe nao alterou nenhum
destes parametros, mas parece melhorar a primeira fase de secrecao da insulina nestes

animais;

- Para os animais nao diabéticos, a gordura de coco foi capaz de aumentar a
concentragao plasmatica de triacilglicerol e reduzir a sensibilidade e responsividade do
musculo soleo a insulina, possivelmente por alteragdes na via de sinalizagdo do
hormdnio e pelo ciclo de Randle. A suplementagcdo com 6leo de peixe foi capaz de

reduzir a colesterolemia destes ratos;

-Os animais diabéticos apresentaram reducdo da sensibilidade e responsividade a
insulina no musculo soéleo, possivelmente por alteragdes na via de sinalizacdo do
hormdnio, envolvendo eventos pds-receptores e provavelmente a proteina Akt
participou deste processo. Ainda a competicdo entre acido graxo-glicose e alteragdes
nas enzimas das vias metabdlicas da glicose, como a hexoquinase e glicogénio-sintase

podem ter contribuido para esta caracteristica.

- A suplementacdo com d6leo de peixe para os diabéticos aumentou a sensibilidade a
insulina dos musculos soéleos, quando analisada a produgédo de lactato, sugerindo
aumento na captacédo da glicose e da glicdlise, porém nao foi capaz de melhorar a
sintese de glicogénio. Desta forma podemos sugerir que esta via metabdlica neste ratos
nao depende somente da captagdo e metabolizagdo da glicose, mas também da

ativacéo de proteinas, como a Akt e GS3-K e também da enzima glicogénio-sintase.
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