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RESUMO

Uma condi¢do clinica de crescente incidéncia na populacdo mundial € a
obesidade. O desenvolvimento da obesidade esta associado com o aparecimento de
véarios distarbios fisioldgicos. Uma intervencdo considerada no tratamento da
obesidade é a abordagem nutricional através de suplementos alimentares. O
metabdlito da leucina B-Hidroxi-B-Metilbutirato (HMB), vem ganhando destaque entre
0s suplementos alimentares mais estudados. Em nosso laboratério, o HMB ja
demonstrou efeitos positivos sobre os parametros imunitarios. Recentemente,
alguns autores tém investigado se o HMB interfere nos parametros metabdlicos do
tecido adiposo, porém os dados sdo controversos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o do HMB sobre o metabolismo da glicose e atividade lipolitica no tecido
adiposo. Neste estudo, o tecido adiposo de ratos da linhagem wistar foi incubado na
presenca de duas concentracdes diferentes de HMB (1mM e 5mM), com ou sem o
estimulo da adrenalina e sob a interferéncia de trés estados metabdlicos distintos:
basal (C), jejum (JE) e exercicio agudo (EA). No grupo C, ou seja, situagao
metabolica basal, o HMB ndo exerceu nenhum efeito sobre a lipdlise na condigcéao
com, ou sem o estimulo da adrenalina, pois quando foi adicionado o HMB em duas
concentracOes diferentes (1mM e 5mM), a lipolise mostrou-se inalterada em relacéo
ao meio incubado apenas com adrenalina (A). Frente a condicdo metabdlica de pos-
exercicio (EA), o HMB novamente ndo provocou alteracdo na lipolise. O padrao
lipolitico observado no grupo exercitado foi semelhante ao padréo controle, pois foi
demonstrado uma diminuicdo da taxa lipolitica quando as concentracbes de 1 e
5mM de HMB foram adicionados ao meio de incubacgéao estimulado com adrenalina
(-69% e 58% respectivamente). No grupo JE o perfil lipolitico ndo foi diferente
daquele encontrado nos grupos C e EA, onde o HMB ndo demonstrou exercer
nenhum efeito sobre a atividade lipolitica com ou sem o estimulo da adrenalina. O
exercicio agudo exerceu efeito aditivo sobre a lipdlise. Neste grupo, a lipolise foi
significativamente aumentada em relacao ao grupo JE e C. (EA: 225%, JE: 161%, C
175%). O efeito do HMB sobre o metabolismo da glicose também foi avaliado. Para
este fim, o tecido adiposo foi incubado nas mesmas condicdes citadas acima, e a
producéo de lactato foi analisada. A adicdo de HMB ao meio de incubacéao, em duas
concentracfes diferentes (1 e 5mM), ndo alterou a producéo de lactato pelo tecido
adiposo nas condi¢cdes com e sem estimulo da insulina. Quando a interferéncia do
HMB sobre o metabolismo da glicose foi testada de maneira in vivo, este mostrou
potencializar a ac¢do da insulina. A administracio de HMB e insulina
simultdneamente ocasionou uma taxa de decaimento da glicose 240% maior do que
guando a insulina foi administrada sem o HMB. Porém esse efeito foi observado
apenas no grupo controle. Os resultados deste trabalho demonstram que a
exposicdo do tecido adiposo ao HMB, ndo alterou os padrdes metabdlicos
envolvendo a producdo de lactato e lipdlise. Os dados sugerem ainda um efeito
potencializador do HMB sobre a a¢éo da insulina in vivo.



ABSTRACT

A clinical condition of increasing incidence in the world is obesity. The
development of obesity is associated with the onset of various physiological
disorders. An intervention considered in the treatment of obesity nutritional approach
is through dietary supplements. The leucine metabolite B-hydroxy-B-methylbutyrate
(HMB), is gaining prominence among the most studied dietary supplements. In our
laboratory, HMB has shown positive effects on immune parameters. Recently, some
authors have investigated whether HMB interfere in the metabolic parameters of
adipose tissue, but the data are controversial. The aim of this study was to evaluate
the HMB on glucose metabolism and lipolytic activity in adipose tissue. In this study,
adipose tissue of Wistar rats were incubated in presence of two different
concentrations of HMB (1 mM and 5 mM) with or without stimulation and epinephrine
interference under three different metabolic states: basal (C) Fasting (JE) and acute
exercise (AE). In group C, or basal metabolic state, HMB had no effect on lipolysis in
the condition with or without stimulus adrenaline, because when HMB was added at
two different concentrations (5 mM and 1 mM) showed lipolysis unchanged in relation
to the only incubated with epinephrine (A). Front of the metabolic condition of post-
exercise (AE), HMB again did not affect lipolysis. The lipolytic pattern observed in the
exercised group was similar to the standard control, as has been demonstrated a
decrease in lipolytic rate when concentrations of 1 and 5 mM HMB were added to the
incubation medium stimulated with adrenalin (-69% and 58% respectively). JE group
lipolytic profile was not different from that found in groups C and EA, which HMB is
not shown to have no effect on lipase activity with or without stimulation of
epinephrine. Acute exercise exerted additive effect on lipolysis. In this group, lipolysis
was significantly increased in the group JE and C. (EA: 225%, JE: 161% C 175%).
The effect of HMB on glucose metabolism was also evaluated. To this end, the
adipose tissue was incubated in the same conditions mentioned above, and lactate
production was examined. The addition of HMB to the incubation medium at two
different concentrations (1 and 5 mM) did not alter the lactate production by adipose
tissue under the conditions with and without stimulation of insulin. When the
interference of HMB on glucose metabolism was tested in vivo in a way, this showed
potentiate the action of insulin. The administration of HMB and insulin simultaneously
caused a decay rate of glucose greater than 240% when insulin was administered
without HMB. However, this effect was only observed in the control group. The
results of this study demonstrate that exposure of adipose tissue to HMB, did not
alter the metabolic patterns involving lactate production and lipolysis. The data also
suggest an effect of HMB on potentiating insulin action in vivo.
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1 INTRODUCAO

A busca desenfreada por melhor desempenho esportivo e beneficios
estéticos, ocasionou 0 consumo irrestrito e excessivo de suplementos alimentares.
Esses suplementos séo consumidos principalmente por atletas de elite e praticantes
de atividades fisicas sem fins competitivos. Os suplementos alimentares também
despertaram o interesse do meio cientifico, que tém investigado a eficacia destes
suplementos em individuos sadios e em situacBes patoldgicas. Estudos tém
evidenciado a eficacia de alguns suplementos alimentares em promover melhora de
diversas capacidades fisicas desportivas, perfil antropométrico, e até mesmo em
indicadores de saude, sugerindo uma possivel abordagem no tratamento e
prevencao de algumas doencas (NUNES, 2008; CLARK, 2000).

A obesidade pode ser considerada uma condigcao patolégica que geralmente
€ acompanhada por disturbios fisiolégicos como hipertenséo, resisténcia a insulina,
e uma série de complicacdes de origem metabdlica. A ineficiéncia em mobilizar e
oxidar lipidios parece ser uma caracteristica comum em individuos obesos
(ACHTEN, 2004). Sendo assim, investigar possiveis intervencdes com a proposta de
otimizar o metabolismo lipidico € de grande relevancia para o meio cientifico. Além
disso, a compreensdo dos mecanismos fisiologicos envolvidos na mobilizacdo e

oxidacdo lipidica deve ser aprofundada.

Uma intervencao considerada no tratamento da obesidade é a abordagem
nutricional através de suplementos alimentares. E com a crescente populacdo de
obesos, muitos suplementos estdo sendo direcionados comercialmente ao
emagrecimento. Visto que a obesidade tornou-se um problema de saude publica de
ambito mundial, muitos pesquisadores voltaram seus esforcos cientificos para testar
a eficacia desses suplementos alimentares (PANTON, 2000; VUKOVICH, 2001;
PORTAL, 2011).

O metabdlito da leucina B-Hidroxi-p-Metilbutirato (HMB), vem ganhando
destaque entre os suplementos alimentares mais estudados, pois sua provavel
eficacia como inibidor das vias de sinalizacdo da protedlise, e como um possivel
agente promotor da hipertrofia, tem sido demonstrada por muitos estudos (NISSEN,
2003). Em grande parte destes estudos envolvendo humanos, a gordura corporal é

um dos parametros avaliados, porém os dados sdo conflitantes (WILSON, 2008),
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indicando a necessidade de maiores investigagcoes relacionadas aos efeitos do HMB

sobre o metabolismo de lipidios.

Especula-se que a divergéncia dos resultados obtidos deve-se a grandes
dificuldades metodoldgicas inerentes aos procedimentos de pesquisa envolvendo
humanos. A diversidade de tipos de populacdo (sedentarios, atletas, jovens e
idosos) utilizadas nos estudos, duracdo e tipo de treinamento, além de outras
variaveis dificeis de serem controladas, como nutricdo e descanso, nos levam a ter

certa cautela na hora de interpretar os dados (WILSON, 2008).

Dessa forma, faz-se necessario a investigacao dos efeitos do HMB sobre o
metabolismo do tecido adiposo, de maneira que as dificuldades experimentais

citadas acima ndo comprometam a validade dos resultados.

No que concerne ao nosso conhecimento, até o presente momento nao ha
nenhum estudo na literatura cientifica que tenha analisado de forma isolada os

efeitos do HMB sobre a oxidacao lipidica in vitro.

1.1 Obesidade

A obesidade pode ser definida como o acumulo excessivo de gordura corporal
e por conta disto o sobrepeso. O seu diagnostico é feito através do indice de massa
corporal (IMC), o qual pode ser calculado pelo peso em kilogramas dividido pela a
altura em metros ao quadrado. Recentemente o ministério da saude levantou dados
alarmantes referentes a obesidade no Brasil. Segundo o ministério da saude o
percentual de obesos subiu de 11,4% em 2006 para 15,8% em 2011. A obesidade é
um forte fator de risco para saude e tem relacdo com altos niveis de gordura e
acucar no sangue, excesso de colesterol e diabetes. Pessoas obesas também tém
mais chance de sofrer com doencas cardiovasculares, principalmente isquémicas
(infarto, trombose, embolia e arteriosclerose), além de problemas ortopédicos, asma,
apneia do sono, alguns tipos de cancer, esteatose hepatica e distlrbios psicoldgicos.
O aumento do consumo alimentar associado principalmente ao crescimento da
economia e 0 sedentarismo, certamente sdo 0s grandes responsaveis pelo

crescimento na populacdo obesa do pais.

A etiologia da obesidade ndo é de facil identificacdo, pois se trata de uma

doenca multifatorial de complexa interacdo entre fatores comportamentais, culturais,
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genéticos, fisiolégicos e psicolégicos. O balanco energético positivo tem importante
papel no desenvolvimento da obesidade. Porém, a literatura indica que o equilibrio
entre o0 consumo e gasto energético ndo € o Uunico fator que regula o
desenvolvimento da obesidade. Segundo WEST (1998), o perfil da dieta também
deve ser considerado, pois dietas hiperlipidicas podem levar a hiperfagia. Além
disso, individuos obesos demonstraram uma reducdo na atividade lipolitica quando
submetidos a dieta hiperlipidica (LLADO, 2002). Outro ponto a ser considerado no
desenvolvimento da doenca € a alta taxa de sedentarismo entre 0s obesos.
Segundo FREITAS (1998), cerca de 80% dos obesos ndo praticam nenhuma
atividade fisica.

Alguns hormdnios estéo fortemente relacionados com a obesidade, um deles
€ a leptina. A leptina € produzida pelo tecido adiposo e possui seus receptores em
centros inibidores do apetite no hipotalamo e em tecidos periféricos. Sua producao é
proporcional ao tamanho e quantidade das células adiposas, portanto o excesso
deste tecido em individuos obesos ocasiona em hiperleptinemia, fendbmeno que
contribui para o desenvolvimento da resisténcia a leptina (ZACHARY A., 2012). Esse
fenbmeno pode agravar ainda mais a obesidade, pois a leptina tém papel
fundamental no metabolismo lipidico em tecidos periféricos como o figado e o
musculo (MUOIO, 1999). Aléem da leptina outras substancias estéo relacionadas com
o0 controle da ingesta energética, e sdo provenientes principalmente do trato
gastointestinal, como a colecistocinina (CCK), polipetideo pancreatico, a grelina
entre outros (LANCHA JR, 2012).
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Figura 1: Mecanismos fisiolégicos envolvidos na inibicdo de apetite e ingesta caldrica. Evidéncias
sugerem que esses mecanismos ficam prejudicados no individuo obeso. (Adaptado de LANCHA Jr.,
2012)

1.2 Metabolismo do tecido adiposo

O tecido adiposo exerce a importante funcdo de estocar reservas
energéticas em forma de triacilglicerol (TAG) em seus adipocitos. Os adipdcitos sao
células especializadas em armazenar lipidios na forma de TAG, por isso possuem
enzimas reguladoras especificas que atuam na sintese e estoque de TAG
(lipogénese) (FONSECA-ALANIZ, 2006). Para a biossintese de TAG, o adipdcito
necessita de uma fonte de glicerol-3-fosfato (glicerol-3-P), e de acido graxo livre
(AGL) complexado com coenzima A (CoA), constituindo o composto acilCoA. O
primeiro é obtido como um produto da via glicolitica, e 0 segundo provém da
biossintese a partir de acetilCoA (FONSECA-ALANIZ, 2006). A producéo de glicerol-
3-P envolve a captacdo de glicose através de proteinas transportadoras especificas,
0os GLUTs (GLUT1 e GLUT4), e esse processo é controlado pela insulina
(FONSECA-ALANIZ, 2006).

Outra importante acdo metabdlica do tecido adiposo € a lipdlise. A lipdlise

pode ser definida como o catabolismo dos TAG estocados no adipdcito, resultando
na liberacdo de glicerol e acidos graxos (ZECHNER, 2012). A hidrdlise do TAG
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requer trés etapas que envolvem pelo menos trés enzimas diferentes. A triglicerideo
lipase (TGL) catalisa a etapa inicial da lipolise, convertendo TAG em diacilglicerol
(DAG). A enzima horménio-sensitivo-lipase (HSL), € responsavel pela segunda
etapa, que hidrolisa o DAG em monoacilglicerol (MAG), e a MAG lipase catalisa a
tltima etapa hidrolisando o MAG (ZECHNER, 2012). Segundo SCHWEIGER et al
(2006), as enzimas TGL e HSL sao responsaveis por pelo menos 90% da hidrdlise
do TAG.

A importancia da enzima TGL tornou-se evidente com estudos em ratos
knockout para o gene que expressa essa enzima (TGL-ko) (HAEMMERLE, 2006). A
auséncia da enzima TGL causa a reducédo de mais de 75% de liberacdo de AG do
tecido adiposo, ocasionando no acumulo de TAG em muitos 6rgdos (ZECHNER,
2009). Um dos mais importantes ativadores da lipdlise sdo as catecolaminas. As
catecolaminas agem aumentando a concentracdo de AMPc intracelular, seguido
pela a ativagdo da proteina-kinase dependente de AMPc (PKA). A PKA fosforila a
enzima HSL que se encontra no citosol. Esse processo leva a translocacdo da
enzima para a goticula lipidica onde tera acesso aos estoques de TAG
(SCHWEIGER, 2006). Diferentemente da HSL, a TGL j4 se encontra na goticula
lipidica tanto no estado basal como no estado ativado. Além disso, a TGL nédo é
fosforilada pela PKA, sua ativacéo é feita através de uma proteina denominada CGlI-
58. Tal proteina ndo exerce atividade sobre a lipase HSL (ZIMMERMANN, 2004). No
estado basal, ou quando os adipocitos ndo estdo sendo hormonalmente
estimulados, a CGI-58 esta ligada a perilipina A, e dessa forma incapaz de ativar a
enzima TGL. Com a estimulacdo hormonal, a perilipina A é fosforilada em varios
residuos de serina de sua cadeia protéica, s6 entdo a CGI-58 se dissocia da
perilipina A e interage com a enzima TGL que atuara nas primeiras etapas da
lipdlise. Simultaneamente com a ativacdo da TGL, a HSL é translocada do citosol
para as goticulas lipidicas onde atuara na hidrélise dos DAG, produto lipolitico da
atividade da TGL (ZECHNER, 2009).
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Figura 2: Resumo dos processos lipoliticos demonstrando as principais enzimas envolvidas na
lipdlise. (Adaptado de ZECHNER, 2009)

1.3 Exercicio agudo x lipdlise

Uma das respostas fisiolégicas promovidas pelo exercicio agudo é a
ativacdo da via simpatico-adrenal, ocasionando na descarga de catecolaminas no
sangue. As catecolaminas por sua vez irdo estimular a hidrélise de TAG nas
goticulas lipidicas no adipdcito, liberando AGL e glicerol que serdo usados no
metabolismo energético (OGASAWARA, 2010). Essa resposta fisiologica é mediada
pela transducéo de sinais através de receptores beta-adrenérgicos do tipo 1,2, e 3. A
cascata lipolitica inicia com a ativacdo da enzima adenilil-ciclase que ao estimular a
producdo de AMPc ativard a proteina-quinase A (PKA) que tera como alvo duas
proteinas que exercem papel fundamental na lipdlise, a HSL e Perilipina A (HOLM,
2000). Um estudo conduzido por OGASAWARA (2004), demonstrou que a producédo
intracelular de AMPc em adipdcitos epididimal aumentou consideravelmente logo
apos (0h), e trés horas apo6s o exercicio agudo, mas sofreu uma reducéo significativa
24h apos o exercicio. Além disso, OGASAWARA (2006), também verificou que a
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expressdo dos receptores beta-adrenérgicos do tipo 2 na membrana celular, esta
associado aos niveis de AMPc intracelular. Esses resultados sugerem que o
exercicio agudo pode gerar mudancas fisiologias e bioquimicas na cascata lipolitica
logo apls o exercicio. Outro mecanismo fisiol6gico que parece ser alterado pelo
exercicio agudo € a fosforilagdo do residuo Ser660 da enzima HSL. A fosforilagdo
deste residuo leva ao aumento na atividade da enzima, o que contribui para a
estimulacédo da lipdlise (TALANIAN, 2006).

Um experimento investigou os efeitos do exercicio no fornecimento de
energia na forma de TGL e glicogénio hepéatico, em ratos deficientes na producéo da
enzima TGL (TGL-ko). Este experimento revelou que estes ratos sao incapazes de
aumentar a circulacéo de TGL durante o exercicio, e esta reducdo na disponibilidade
de energia na forma de TGL levam a rapida deplecédo do glicogénio hepatico e por
consequéncia a hipoglicemia, demonstrando a importancia desta enzima no
fornecimento de energia durante o exercicio (SCHOISWOHL, 2010).

Em humanos, o exercicio resistido aumentou de 16 a 18 vezes a atividade
da enzima TGL nos primeiros 5 a 10 minutos do exercicio em homens obesos e
magros, aumentando o gasto energético (CHATZINIKOLAOU, 2008). Segundo os
autores a lipdlise foi estimulada pelo aumento progressivo dos niveis de
catecolaminas plasmaticas. E o aumento na atividade da TGL foi ocasionado pela
ativacao da HSL, que sofreu translocacgao as goticulas lipidicas quando a perilipina A

foi fosforilada.

1.4 Jejum e lipolise

O jejum estimula a lipdlise agudamente, e por consequéncia ha um aumento
nas concentracoes séricas de acidos graxos livres e glicerol que agem na
manutencao do fornecimento de energia nestas situacdes. Assim como no exercicio
as catecolaminas sdo os ativadores primarios da lipdlise durante o jejum. A ligacao
da norepinefrina em seu receptor beta-adrenérgico gera um sinal estimulatério na
enzima adenilil ciclase que atuara na producdo de AMPc. O aumento nas
concentracfes de AMPc ativara a PKA levando a dissociacdo desta proteina em
suas subunidades regulatérias e cataliticas, sendo que a subunidade catalitica que

ira fosforilar diversos sitios da enzima lipase HSL ocasionando na translocagéo
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dessa enzima do citosol para a goticula lipidica (DUNCAN, 2007). A PKA também
fosforila a perilipina na goticula lipidica. As perilipinas, especificamente as do tipo A
e B, agem como uma barreira protetora que revestem as goticulas lipidicas,
restringindo assim o acesso das lipases em situagbes basais promovendo o
armazenamento de TAG, e limitando a lipdlise (BRASAEMLE, 2000). Em situacdes
fisiologicas de déficit energético, a perilipina é fosforilada pela PKA em seus
residuos de serina, que facilita a lipélise através do remodelamento das goticulas
lipidicas aumentando a é&rea de superficie disponivel a ligacdo das lipases
(BRASAEMLE, 2007).

THOMAS e col. (2011) analisaram se o jejum e o exercicio afetam os niveis
da enzima TGL e de uma proteina recém descoberta denominada GO0S2
responsavel por inibir a acdo da TGL. Esses pesquisadores verificaram que o0s
niveis de TGL expressos aumentaram, e a expressao da proteina inibidora G0S2

diminuiram na condic¢ao de jejum, sugerindo um aumento na atividade desta enzima.

1.5 Modulacéo da lipdlise pela insulina no exercicio (efeitos enddcrino)

Entre os efeitos metabdlicos da insulina, o efeito antilipolitico esta entre os
gue se destacam. Porém, durante e logo ap0s o exercicio, evidéncias apontam que
h&d uma diminuicdo da insulina plasmatica, e um aumento nas concentracfes de
glucagon (SHILO, 1990). MUSI (2001) verificou que as concentracfes plasmaticas
de insulina diminuiram 61% e 59% em individuos diabéticos e ndo diabéticos
respectivamente, logo apos a uma sessao de exercicio. Portanto, 0 aumento da taxa
de lipdlise durante e logo apdés a uma sessdo de treinamento, pode ser atribuido
também a queda dos niveis de insulina plasmatica. Quando os niveis de insulina
plasmatica foram suprimidos por um analogo da somastotatina durante o exercicio,

houve um aumento na lipolise induzida pelo exercicio (KOPPO, 2010).

A insulina exerce seus efeitos antilipoliticos através de mecanismos
dependentes e nao-dependentes de AMPc. A supressdo da lipdlise através de
mecanismos dependentes de AMPc envolve a ativacdo da fosfodiesterase 3B. A
ligacdo da insulina em seu receptor seguido da ativacdo do mesmo, leva a
fosforilacdo de seus residuos de tirosina da subunidade catalitica, ocasionando

assim na ligacdo da subunidade regulatéria p85 da fosfatidil inositol 3 quinase
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(PI3K). Quando ativada a PI3K fosforila sua subunidade catalitica p110, que é
responsavel pela fosforilagdo e ativagdo da proteina-quinase B/Akt (PKB/Akt). Na
sequencia a PKB/Akt fosforila a fosfodiesterase 3B que por sua vez degrada o
AMPc, que seria responsavel pela ativacao da PKA. Dessa forma a supressédo da
lipdlise acontece pela inativacdo da PKA e consequentemente a reducdo da
fosforilacdo de HSL e perilipinas.

A regulacéo da lipdlise pela insulina através de mecanismos independentes
de AMPc envolve a estimulacdo da proteina fosfatase 1, a qual desfosforila e inibe a
HSL causando assim reducédo da lipolise (LAFONTAN, 2009; DUNCAN et. al., 2007).

1.6 Acao e sinalizacdo da insulina

A insulina é o mais potente horménio anabdlico conhecido. Sua acéo
promove a sintese e estoque de carboidrato, lipidios e proteinas, ao mesmo tempo

gue inibe a degradacéao e liberacéo na circulacdo destas substancias.

Os receptores de insulina presente nos tecidos sensiveis a insulina
pertencem ao grupo de receptores conhecido como receptores tirosino-quinase.
Esses receptores sao proteinas tetraméricas que possuem duas subunidades alfa e
duas subunidades beta, que funcionam como enzimas alostéricas. A subunidade
alfa inibe a atividade enzimatica de tirosino-quinase da subunidade beta. Porém a
ligacdo da insulina a subunidade alfa promove a autofosforilagdo da subunidade
beta e sua mudanca conformacional. A atividade quinase da subunidade beta
catalisa a fosforilagcdo de proteinas importantes nas vias de sinalizacdo da insulina,
como as proteinas substratos para receptor de insulina (IRS), Shc e Cbl (SALTIEL,
2001).
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Figura 3: Sinalizag&o da insulina. (Adaptado de SALTIEL; KAHN, 2001)

A insulina inicia a sua acdo quando a se liga ao receptor heterotetramico e,
ativa assim, a tirosina quinase. A fosforilagdo da tirosina ocorre nos dominios
1158/62/63 na porcao citosolica do receptor (KIDO et al., 2001). Estes residuos de
tirosina fosforilados do receptor atuam como sitios de interacdo para varias
proteinas (IRS, GAB e DOK) permitindo, por sua vez, a fosforilacdo e interacdo das
mesmas com outras proteinas que possuem dominio SH2. As trés principais vias
ativadas por proteinas IRS, sdo as vias da PI3K, da CAP/Cbl/Tc10 e da MAPK
(PIROLA et al., 2004). A PI-3K ativada aumenta as concentracfes de
fosfatidilinositol 3, 4, 5- trifosfato (Ptdins (3,4,5)P3), que regulam, por sua vez, a
atividade de diferentes proteinas serina quinases como a proteina quinase B (PKB
ou Akt), PDK-1 e as PKCs atipicas {/A (PIROLA et al., 2004). A ativagao da via da
PI3K encontra-se envolvida com o transporte de glicose (translocacdo de GLUT4
para a membrana plasmatica), sintese de glicogénio e lipogénese (Figura 4). Uma
via paralela envolvida com a captacdo de glicose e recentemente descrita, € a via da
CAP/Cbl/Tc10, iniciada pela associacdo da Cbl com o receptor da insulina atraves
da proteina adaptadora CAP. O complexo CAP- Cbl encontra-se associado a

“balsas” lipidicas e a proteina caveolar flotilina (PIROLA et al., 2004).
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A via da MAPK também é ativada pela insulina através da associacdo SHC
com o receptor de insulina e da Grb2. As MAPK ou ERKs (Extracellular signal-
regulated kinases) ndo possuem papel princial nas respostas metabdlicas, embora
aumento na atividade basal de MAPK parece contribuir com o desenvolvimento da
resisténcia a insulina (PIROLA et al., 2004).

1.7 Resisténcia a insulina

A reducdo da sensibilidade a insulina caracteriza o estado de resisténcia a
insulina. A resisténcia a insulina acarreta na reducéo do transporte e metabolismo da
glicose nos tecidos sensiveis a esse hormonio (tecido adiposo e musculo
esquelético), além de aumentar a liberagdo da mesma pelo figado. (KAHN, 2000).

A hipertrofia das células adipécitas desregula a secrecdo e liberacdo de
adipocinas. O aumento da secrecédo de MCP-1 (proteina quimioatrativa de mondcito
— 1) provoca aumento da infiltragdo de macréfagos dando inicio, assim, a um estado
pré-inflamatoério. A citocina TNF-a, produzida e secretada pelo macréfago infiltrado
no tecido adiposo, exerce efeitos inibitorios sobre a sinalizacdo da insulina atraves
do aumento da fosforilacdo das proteinas IRS (substrato do receptor de insulina) em
residuos serina e treonina. Esta mesma citocina esta envolvida com o aumento da
expressdo de proteinas como a JNK-1, ERK-1,2 e MAP4K4 (GUILHERME et al.,
2008).



22

Adipécitos

L
ékt Captagao p—
L/ de glicose

Gliconeogénese 1
Captagao
de glicose; /

/ Musculo

Figura 4: Obesidade como indutor da resisténcia a insulina (adaptado de ROSEN; SPIEGELMAN,
2006)

Figado

Altas concentracdes AGL circulante esta relacionado com a obesidade e
diabetes tipo 2. Estes atuam como substrato no metabolismo energético. Os AGL na
circulacdo reduzem a captacdo de glicose no tecido adiposo e no musculo e
promovem a liberacdo da mesma pelo figado, via neoglicogénese (ROSEN;
SPIEGELMAN, 2006). Esta condicdo também promove a producéao de triacilglicerois,
apolipoproteina B e VLDL pelo figado (MOORADIAN, 2009). Randle et al. (1963)
foram os primeiros a propor a existéncia de competicao entre os substratos lipidio e
carboidrato, onde o aumento da concentracdo plasmatica de acidos graxos reduz a

captacdo e metabolismo da glicose estimulada pela insulina (RANDLE et al., 1963).

Os mecanismos pelos quais os acidos graxos modificam o metabolismo da
glicose estdo associados a alteracdes na atividade de diferentes proteinas como
GLUT-4 (transporte de glicose), hexoquinase (fosforilacdo da glicose), glicogénio
fosforilase (glicogendlise), fosfofrutoquinase (glicolise), piruvato desidrogenase
(razdo acetil-CoA/CoA) (SILVEIRA et al., 2008). A exposicao cronica de acidos

graxos livres causa inibicdo de proteinas envolvidas na sinalizagdo da insulina,
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efeitos estes envolvidos no desenvolvimento da resisténcia a insulina (BODEN;
SHULMAN, 2002). Interessantemente, a exposicdo aguda de acidos graxos
aumenta a sintese de glicogénio e a oxidacdo de glicose (HIRABARA et al., 2007).
Atualmente, sabe-se que o tecido adiposo secreta uma série de proteinas bioativas,
conhecidas como adipocinas, as quais modulam o balanco energético, apetite,
hemostase, pressao sanguinea, metabolismo de glicose e lipidio, sensibilidade a
insulina, angiogénese, processo inflamatério e resposta imunitaria (TRAYHURN;
WOOD, 2004). Interessantemente, a sintese e liberacdo destas adipocinas
encontram-se alteradas em individuos obesos, diabéticos tipo 2 e com sindrome
metabdlica (ANTUNA-PUENTE et al., 2008).

A adiponectina € uma adipocina capaz de aumentar a captacao de glicose e
oxidacao de gordura no musculo, reduzir a producéo de glicose hepatica, e melhorar
a sensibilidade a insulina. Interessantemente, as concentragbes de adiponectina
encontram-se reduzidas em individuos obesos (RABE et al., 2008). A adiponectina
também apresenta efeitos anti-aterogénicos por inibir a adesdo de mondcitos, a
transformacdo de macrofagos em células “espumosas” ou “foam cells” e a ativagao
de células endoteliais (RONTI et al., 2006). A leptina é outra adipocina importante
por regular a ingestao alimentar e o gasto energético, estimular a lipolise e melhorar
a sensibilidade a insulina em tecidos periféricos. A ativacdo do receptor de leptina
inibe as vias orexigenas (neuropeptideo Y - NPY e peptideo relacionado ao agouti —
AgRP) e ativa as vias anorexigenas (pro-opiomelanocortina — POMC e transcricao
regulada pela cocaina e anfetamina — CART). As adipocinas resistina, RBP4
(Proteina ligadora de retinol 4), TNF-a e IL-6 possuem acdo proé-inflamatéria e
encontram-se diretamente associadas a resisténcia a insulina (RONTI et al., 2006;
RABE et al.,, 2008). Portanto, as adipocinas possuem importante papel no
desenvolvimento do processo pro-inflamatorio e da resisténcia a insulina em

individuos obesos e diabéticos tipo 2.

Estudo recente verificou que a auséncia de tecido adiposo, condicéo
conhecida como lipodistrofia, também pode causar alteracbes metabdlicas devido a
auséncia de leptina além de aumentar o depdsito de lipidios em outros tecidos como
figado e musculo esquelético o que, conseqientemente, contribui para o estado de

resisténcia a insulina em ambos tecidos (GAVRILOVA, 2000). O aumento da

ingestado alimentar juntamente com a reducéo de atividade fisica contribuem para a
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hipertrofia dos adipdcitos, os quais exercem principal fun¢cdo no armazenamento de
triacilglicerois. Quando a capacidade de armazenamento dos adipocitos é excedida,
os lipidios comecam a ser armazenado em outros tecidos como musculo esquelético
e figado, fenbmeno conhecido como “gordura ectépica’, e seus metabdlitos
interferem na sinalizagdo da insulina, no transporte e fosforilacdo da glicose e
sintese de glicogénio muscular, além de aumentar a neoglicogénese hepatica
(BAYS et al., 2004). As células precursoras de adipécitos com baixa capacidade de
proliferacdo e/ou diferenciagdo apresentam maior susceptibilidade a formar
adipdcitos de maior tamanho (HEILBRONN et al., 2004).

1.8 Tecido adiposo, insulina e metabolismo de glicose

O tecido adiposo, como a maioria dos tecidos sensiveis a insulina, é capaz
de captar glicose com o propdsito de fornecer energia as atividades celulares e
promover a sintese e estoque de lipidios nos adipdcitos. O metabolismo da glicose
nos adipocitos pode resultar em trés produtos finais: CO2, glicogénio e TAG
(DIGIROLAMO, 1992). A sintese de TAG pelo tecido adiposo normalmente é
estimulada pela sinalizacdo da insulina, que promove a absorcdo da glicose pelas
células adiposas através da translocacao do transportador de glicose GLUT 4 para a
superficie da membrana plasmatica. O GLUT 4 é encontrado em vesiculas
presentes no citoplasma, e € exocitado quando estimulado pela ligacdo da insulina
em seu receptor. Recentes estudos evidenciam a translocacdo dessas vesiculas
através de microtibulos e proteinas motoras até a superficie celular, onde se
fundirdo a membrana expondo o receptor GLUT 4 ao meio extracelular (SALTIEL,
2001).

A insulina é o mais potente horménio anabdlico conhecido. Sua acéao
promove a sintese e estoque de carboidrato, lipidios e proteinas, ao mesmo tempo

gue inibe a degradacao e liberacéo na circulacdo destas substancias.

A regulacdo da sintese de glicogénio no tecido adiposo € coordenada pela
insulina através da absorcdo da glicose. A enzima responsavel pela sintese do
glicogénio (glicogénio sintase) é ativada quando a insulina liga-se ao seu receptor,
disparando uma cascata de sinalizacdo que resulta na inibicdo de PKA, e a ativagao

da proteina fostatase — 1 (PP1), que contribuirdo para a desfosforilagdo da
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glicogénio sintase e sua ativagdo. A insulina nao ativa a PP1 de maneira
generalizada na célula, mas sim de forma compartimentalizada aumentando a
atividade desta enzima fosfatase principalmente na molécula de glicogénio (BRADY,
1997; NEWGARD, 2000). O aumento da sintese de glicogénio promovido pela
insulina € concomitante a diminuicdo da producao de glicose. Isso acontece pela
acao direta da insulina no figado inibindo a glicogendlise (MICHAEL, 2000). Além
disso, a insulina atua diretamente na expressdo génica de algumas enzimas
envolvidas na gliconeogénese. Exemplo é a inibicdo da transcricdo da enzima
fosfoenolpiruvato carboxilase que limita um passo na producdo de glicose. Também
influencia na diminuicdo do nivel de transcricdo dos genes que codificam as enzimas
frutose 1,6 bifosfato e glicose — 6 — fosfato, ambas envolvidas na producdo de
glicose (SUTHERLAND, 1996).

1.9 Metabolismo de lipidios e insulina

O metabolismo de lipidios sofre influéncia significativa da acédo da insulina.
Pois além de promover a sintese, este hormonio também atua na inibicdo da
degradacdo destes lipidios. Estas acbOes metabolicas da insulina estédo
condicionadas ao aumento da transcricdo da proteina SREBP-1. Esta proteina ativa
a transcricdo de varios genes que codificam enzimas responsaveis pela sintese de
colesterol e AG nas células, dentre as quais podemos citar a glucoquinase, que
inicia a conversao de glicose em AG, a acetil coA carboxilase, e a acido graxo
sintetase (WATERS, 2000). Alguns modelos de rato com lipodistrofia possuem niveis
hepaticos aumentados dessa proteina, que parece estar diretamente relacionado
com o0 aumento na taxa de sintese de lipidios, padrdo este observado em modelos
genéticos de inducédo de obesidade e diabetes (SHIMOMURA, 2000).

O fator de transcricdo hepatico responsivo ao carboidrato (ChSREBP) foi
identificado como um indutor da lipogénese através do metabolismo da glicose
(YAMASHITA, 2001). ChSREBP localiza-se no citoplasma em situacdes basais de
glicose, porém quando a concentracdo de glicose plasmatica aumenta ChSREBP
sofre translocacdo para o nucleo da célula onde atuara na ativacdo de enzimas
liponeogénicas. A glicose é convertida em piruvato através da via glicolitica e

subsequentemente utilizado no ciclo de Krebs na mitocondria para fornecer energia
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em forma de ATP. Porém quando as concentracdes deste substrato excedem o seu
consumo, este pode ser convertido em glicogénio ou gordura. Enzimas ja citadas
como ATP citrato-liase, acetil coOA carboxilase, e acido graxo sintetase, atuam em
varias etapas para transformar a glicose em acido palmitico. O Acido palmitico
(C16:0) sofre desaturacdo pela enzima stearol-CoA desaturase tornando-se é&cido
palmitoléico (C16:1), acido esteéarico (C18:0), e acido oléico (C18:1). A esterificacdo
destes AG para formar triacilgliceréis envolve as enzimas diacilglicerol
aciltransferases 1 e 2 (DGAT1 e DGAT2). Uma destas enzimas localiza-se no
citoplasma e tem papel fundamental na formacdo de TAG no figado. Outra localiza-
se no reticulo endoplasmatico onde facilitard a incorporacdo dos AGs nas moléculas
de colesterol (VLDL) (MORRAL, 2007).
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Figura 5: Mecanismos envolvidos na lipogénese e oxidacao lipidica. (Adaptado de MORRAL, 2007).
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Um estudo conduzido por BLUHER e col. (2002) utilizou modelos genéticos
de animais sem o receptor de insulina nos adipdcitos, e verificou que esses animais
desenvolveram menor quantidade de tecido adiposo, sugerindo que a sinalizacao da
insulina é critica para o desenvolvimento da obesidade.

1.10 Producéo de lactato pelo tecido adiposo

O lactato € produzido principalmente pelo musculo esquelético, porém,
estudos ja evidenciaram a producdo de lactato pelo tecido adiposo (CRANDALL,
1983; THACKER, 1987). O Lactato € o principal precursor gliconeogénico durante
situacOes de déficit energético (CONSOLI, 1990).

A célula adiposa pode variar o padrao de utilizacéo de glicose, ou seja, pode
converter a glicose em produtos especificos de acordo com as necessidades, e até

condigdes fisiologicas, como exercicio, obesidade, jejum.
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Figura 6: Visdo esquemética da utilizacdo da glicose no adipdcito. (Adaptado de DIGIROLAMO,
1992)
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Adiante, cito algumas evidéncias que apontam padrdes diferenciados de
producdo de lactato relacionado a situacdes fisiologicas e experimentais especificas.

O tamanho da célula adiposa pode estar relacionado positivamente com a
producéo de lactato segundo alguns pesquisadores (NEWBY, 1990; THACKER,
1987). Esses autores verificaram um aumento exponencial na conversao de glicose
em lactato em células maiores, acompanhado por uma reducdo na conversao de
glicose em CO2 e acidos graxos. Além disso evidenciaram que ao aumentar a
concentracdo de glicose no meio de incubacdo h4 um aumento na producédo de
lactato e piruvato. Experimentos realizados com adipécitos de humanos obesos
demonstraram uma taxa de conversao de glicose em lactato de 60 — 70% (MARIN,
1987; KASHIWAGI, 1982).

O padréao nutricional também pode influenciar na producéo de lactato pelo
tecido adiposo. Ratos que se alimentaram de rac&o hiperlipidica demonstraram
aumento na producdo de lactato na auséncia de insulina no meio de incubacéo,
porém quando as células foram estimuladas com insulina ndo houve aumento na
producéo em relacdo ao controle (BERNSTEIN, 1981). Situacfes de restricao parcial
ou total de alimento leva a alteracbes no metabolismo de glicose resultando na
elevacao da liberacdo de lactato pelo tecido adiposo. Alguns estudos evidenciaram
gue a glicose metabolisada a lactato pode aumentar de 5 — 15% em situacdes
metabolicas normais para 50 — 60% em situacbes de jejum (NEWBY, 1990;
THACKER, 1987).

Como ja citado anteriormente, a obesidade esta relacionada positivamente
com a producdo de lactato. Porém, num experimento realizado com individuos
obesos, onde os mesmos receberam uma carga de glicose oralmente, a producao
de lactato mostrou-se diminuida agudamente. Neste estudo os pesquisadores
analisaram a sensibilidade a insulina destes individuos paralelamente a producéo de
lactato, e concluiram que a sensibilidade a insulina € inversamente proporcional a
producédo aguda de lactato, sugerindo que anormalidades no metabolismo de glicose
pode estar mais relacionado com a resisténcia a insulina do que com a obesidade
por si s6 (LOVEJQOY, 1992).

Concluindo, o jejum parcial ou total promove a producdo de lactato pelo
tecido adiposo com a finalidade de estimular a gliconeogénese hepética. Além disso,

apos as refeicdes, quando as quantidades de glicose e insulina sdo alta, a produgéo
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elevada de lactato pode contribuir para a sintese de glicogénio no figado. Esses
dados demonstram claramente mais uma imporante fungcdo metabdlica do tecido
adiposo: converter glicose em lactato visando o melhor aproveitamento do
metabolismo energético (DIGIROLAMO, 1992).

1.11 B-Hidroxi-B-Metilbutirato (HMB) generalidades

O aminoacido de cadeia ramificada leucina modula muitas fungdes celulares,
entre as mais importantes esta a inibicdo de vias de sinalizacdo especificas da
protedlise. Contudo, alguns dos efeitos observados apés a exposicdo a leucina,
podem estar sendo promovidos por seus metabdlitos e ndo pela leucina em si
(NONNECKE; FRANKLIN; NISSEN, 1991).

O pB-Hidroxi-B-Metilbutirato (HMB), um dos metabdlitos do aminoacido
leucina, faz parte de um grupo de suplementos alimentares comercializados com a
proposta de promover melhoras na composi¢cdo corporal como, aumento no
percentual de massa magra, e diminuicdo do percentual de gordura. Nissen e Sharp
(2003) destacaram em sua metanalise; que o HMB € um suplemento nutricional com
eficacia demonstrada por estudos realizados com individuos sadios. Esse composto
€ um dos candidatos a promotor dos efeitos inibitérios da leucina sobre o
catabolismo protéico, ao lado do a-cetoisocaproato (KIC). A comercializacdo do
produto puro geralmente é feita na forma de sal de célcio do HMB monohidratada.
Nesta forma, ele pode ser encontrado em dietas enterais, formulacbes em po,

capsulas e adicionado a barras protéicas ou substitutas de refeicao.

Parte da oxidacao da leucina (5-10%) leva a producdo de HMB. Uma outra
parte da leucina metabolizada em mamiferos, passa por uma via metabdlica
caracteristica que possui como seus produtos o acetoacetato e a acetil-CoA. Estes
produtos sao originados apés sequéncia de seis reacdes, catalisadas por enzimas,
que se iniciam pela transferéncia do grupamento amino da leucina para o a-
cetoglutarato formando glutamato. Para que ocorra a completa oxidacédo da leucina
por esta via é necessario: tiamina, riboflavina, piridoxina, niacina, pantotenato,

biotina, ubiquinona e o &cido lipbico em quantidades ideais.

A producdo enddgena de HMB ocorre principalmente no figado e nos
musculos (SABOURIN; BIEBEER, 1982), contudo outros tecidos podem ser sitios de
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sintese em menor proporgdo (NISSEN; ABUMRAD, 1997). A sintese pode iniciar
no citoplasma e nas mitocondrias de células musculares com a transferéncia do
grupamento amino da leucina para o a-cetoglutarato pela enzima transaminase de
aminoacido de cadeia ramificada (BCAA). Como produto desta etapa tem-se o a-
cetoisocaproato (KIC) que posteriormente sofre descarboxilacdo oxidativa
irreversivel pela agao da enzima desidrogenase de a-cetoacido de cadeia ramificada
(BCKD). Essa enzima é um grande complexo presente na matriz mitocondrial
consistindo de multiplas copias de apenas trés distintas subunidades. A subunidade
E1l catalisa a reacdo de descarboxilagdo usando uma CoA reduzida como
cosubstrato. A subunidade E2 ancora um residuo de &cido lipoico, o qual serve
como aceptor para o substrato descarboxilado, e posteriormente o transfere para o
acetil-CoA também reduzindo lipoamida para dihidrolipoamina no processo. A
subunidade E3 é o componente lipoamida desidrogenase. Ela transfere o hidrogénio
da dihidrolipoamida para a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) via flavina
adenina dinucleotideo (FAD). O complexo enzimatico é inativado por fosforilagéo,
mediado pela 3-metil-2-oxobutanoato desidrogenase (lipoamida) quinase, e ativado
por desfosforilagdo pela 3-metil-2-oxobutanoato desidrogenase (lipoamida)
fosforilase. Aproximadamente 90% do KIC é descarboxilado a isovaleril-CoA nas
mitocondrias hepaticas. O isovaleril-CoA passa por reacdes seguenciais na
mitocdndria dando origem ao B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), o qual é
transformado em acetoacetato e acetil-CoA pela HMG-CoA liase (DRISKELL, 2007).

A principal via de producdo de HMB parece estar ativa no citoplasma das
células hepaticas (XU et al., 2000). Os ~10% de KIC que nao foram metabolizados
pela BCKD sé&o oxidados a HMB pela enzima KIC dioxigenase (KICD). Esta enzima
necessita de oxigénio molecular e ferro podendo ser idéntica a 4-hidroxi-fenilpiruvato
dioxigenase, a qual é uma enzima importante no metabolismo do aminoéacido
tirosina (SABOURIN; BIEBER, 1982). Como a concentragao hepatica de KIC é <5uM
e a BCKD possui Km vinte vezes menor que a KICD, acredita-se que a producao de
HMB seja regula principalmente pela concentracdo de KIC e pela atividade das
enzimas BCKD e KICD (VAN KOEVERING; NISSEN, 1992).

Xu et al. (2000), demonstraram que a atividade da KICD no figado de
humanos é de aproximadamente 0,9mU/g de tecido, o que representa

aproximadamente 14,2% da atividade total da BCKD. Em ratos este valor esta
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préximo de 1%. Fato que € colocado, pelos mesmos autores, como uma sugestao
de importancia maior desta via hepatica no catabolismo do KIC em humanos.
Embora ndo existam dados sofre fatores moduladores da atividade da KICD em
humanos, é sabido que a atividade fisica pode aumentar a atividade desta enzima
em ratos, porém ndo a ingestao de dieta rica em BCAA (XU et al., 2001).

Estima-se que um homem de aproximadamente 70 kg produza entre 0,2-
0,49 de HMB/dia dependendo principalmente da sua ingestdo de leucina. A
concentracdo plasmatica basal do HMB no estado pds-absortivo em humanos esta
proxima de 1-4uM (NISSEN; ABUMRAD, 1997), contudo outros autores colocam
gue este valor poderia ser considerado zero (VUKOVICH et al., 2001).

Além do uso visando desempenho esportivo, e melhora da composicao
corporal, outra possivel aplicacdo pratica do HMB, seria em condi¢cbes clinicas.
Dados de nosso laboratorio demonstraram que a administracdo de HMB por oito
semanas, ocasionou efeitos inibitorios sobre o crescimento tumoral em animais.
Outro fato evidenciado neste estudo foi a atenuacdo da instalacdo da caquexia
oncoldgica nos individuos tratados com HMB, fato evidenciado pela prevencéo da
perda de peso (NUNES et al, 2008). Em outro estudo realizado em nosso
laboratério, NUNES e colaboradores (2011) verificaram mudancas no perfil

imunitario de humanos.

Pacientes infectados com HIV apds oito semanas de suplementacdo com
uma mistura contendo HMB, arginina e glutamina, tiveram um aumento significativo
de massa magra em comparagcdo com o grupo controle, além disso, apresentaram
melhora nos parametros analisados do sistema imunitario. (CLARK et al, 2000).
SOARES e colaboradores verificaram que ratos submetidos a imobilizacao da pata
traseira, qguando suplementados com HMB, resultou na diminuicdo do dano muscular

associado ao aumento do diametro da fibra muscular.



32

2 JUSTIFICATIVA

Uma condi¢do clinica de crescente incidéncia na populacdo mundial € a
obesidade. O desenvolvimento da obesidade esta associado com o aparecimento de
distarbios fisiol6gicos como, diabetes tipo 2, hipertensdo, e outras complicacdes
metabdlicas (BRAVO, 2006). Fato que demonstra a necessidade de desenvolver

novas estratégias direcionadas ao tratamento da obesidade.

Uma caracteristica comum na condi¢cdo de obesidade é a ineficiéncia na
mobilizacdo dos estoques de &cido graxo e sua oxidacdo (ACHTEN, 2004). Isso
acarreta volume cada vez maior de tecido adiposo armazenado, conduzindo o
qguadro clinico a situacdes ainda mais sérias. Sendo assim, intervencdes voltadas ao

melhor funcionamento do metabolismo lipidico deve ser motivo de investigacdes
futuras.

Um grupo de pesquisadores submeteu ratos a dieta hiperlipidica por oito
semanas e constatou um aumento de tecido gorduroso perigonadal e subcutaneo,
contribuindo assim para o aumento de 40% no peso corporal. Além disso, esses
ratos desenvolveram outras complicacdes como resisténcia a insulina, condicdes
inflamatorias no tecido adiposo e gordura hepatica. Porém, essas complicacbes
foram amenizadas quando a leucina foi adicionada a dieta dos ratos (MACOTELA,
2011). Segundo NISSEN (1996), os efeitos ergogénicos promovidos pela leucina,

podem estar sendo promovidos pelo seu metabolito, o HMB.

Em alguns estudos envolvendo humanos, o HMB exerceu efeito nos
parametros avaliados de composicdo corporal, inclusive sobre o percentual de
gordura (PANTON, 2000; VUKOVICH, 2001; PORTAL, 2011).

PANTON e colaboradores (2000) demonstraram que a suplementacdo de
HMB associado ao treinamento de forca em homens e mulheres, promoveu a
diminuicdo do percentual de gordura (1,1 % +/- 0,2) em relacdo ao grupo controle.
Outro recente estudo investigou os efeitos da suplementacdo do HMB em jovens
atletas de voleibol, e verificou uma diminuicdo consideravel no percentual de
gordura, além do aumento da massa magra e nos niveis de forca dos atletas
(PORTAL, 2011). VUKOVICH e colaboradores (2001), ao investigar trinta e um

individuos homens e mulheres de 70 anos, verificaram por trés métodos diferentes
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de analise de composicao corporal, que os idosos tiveram melhoras significativas em
seu percentual de gordura.

Adipécitos de ratos foram analisados em um ensaio onde foram incubados
sob a presenca de HMB e resveratrol simultaneamente, apenas HMB, e apenas
resveratrol. Os resultados mostraram que o HMB por si s6 exerceu um efeito
modesto, mas significativo sobre a oxidacdo dos AG (29%), porém quando
combinado com o resveratrol, esse efeito aumentou para 91%, sugerindo que as
duas substancias atuam sinergicamente no processo de oxidagdo de gorduras.
Outro parametro avaliado, desta vez in vivo, foi a sensibilidade a insulina. Neste
caso os animais foram suplementados com altas doses de resveratrol e HMB (225
mg/kg e 10 g/kg respectivamente) ou baixas doses (12,5 mg/kg e 2 gl/kg
respectivamente). Os resultados evidenciaram uma melhora na sensibilidade a
insulina nos ratos suplementados com a baixa dosagem dessas substéncias
(BRUCKBAUER, 2012).

Contudo, alguns estudos nao corroboram os resultados citados acima.
Diversos autores ao investigar os efeitos do HMB sobre a composicéo corporal de
individuos saudaveis, néao identificaram efeitos ergogénicos proveniente da

suplementacdo com o produto.

Um estudo seguindo o modelo placebo duplo-cego conduzido em mulheres
idosas, utilizou uma combinac&o de nutrientes composto por lisina, arginina, e HMB.
Apoés doze semanas de suplementacdo com este composto foi demonstrado uma
melhora na forca funcional, sintese protéica, aumento da massa magra, mas nao
observou-se nenhuma diminuicdo no percentual de gordura no grupo experimental
(FLAKOLL, 2004). KREIDER e colaboradores (2000), estudaram a resposta
fisiolégica de atletas de futebol americano de alto nivel, quando submetidos a
suplementacdo diaria de 3g de HMB, e nao constataram melhora no perfil

antropomeétrico, e desempenho fisico dos atletas.

Estudantes que foram submetidos a 3g de suplementacédo diaria de HMB,
associado ao treinamento aerobico intervalado, obtiveram melhora nos componentes
do condicionamento aerdbico quando comparados com grupo controle. Porém, a
suplementacdo nado foi suficiente para induzir uma diminuicdo do percentual de
gordura dos estudantes (LAMBOLEY, 2007).
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A controvérsia dos estudos citados acima sugere que o0 assunto esta aberto
a novas investigacdes. Novas abordagens metodoldgicas devem ser adotadas na
tentativa de esclarecer o possivel efeito ergogénico do HMB sobre o metabolismo do
tecido adiposo.

Especula-se que a divergéncia dos resultados obtidos deve-se a grandes
dificuldades metodoldgicas inerentes aos procedimentos de pesquisa envolvendo
humanos. A diversidade de tipos de populacdo (sedentérios, atletas, jovens e
idosos) utilizadas nos estudos, duracdo e tipo de treinamento, além de outras
variaveis dificeis de serem controladas, como nutricdo e descanso, nos levam a ter
certa cautela na hora de interpretar os dados (WILSON GJ, 2008).

No que concerne ao nosso conhecimento, até o presente momento ndo ha
nenhum estudo na literatura cientifica que tenha analisado de forma isolada os
efeitos do HMB sobre a oxidagéo lipidica in vitro. Essa investigacao € passivel, pois
como citado acima, uma deficiéncia na mobilizacdo e oxidacdo de acidos graxos
parece ser uma caracteristica comum nos obesos. O fruto dessas investigacoes
pode possuir potencial aplicagcdo futura no tratamento da obesidade e suas

complicacgodes.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

e Avaliar os efeitos do B-Hidroxi-B-Metilbutirato (HMB), sobre a lipdlise e o

metabolismo da glicose em tecido adiposo de ratos;

Objetivos especificos

e Estudar os efeitos do HMB, sobre a atividade lipolitica com e sem o
estimulo de adrenalina, no tecido adiposo incubado de ratos sedentéarios
(C), agudamente exercitados (EA) e em jejum (JE).

e Estudar os efeitos do HMB, sobre o metabolismo de glicose estimulado
por insulina, no tecido adiposo incubado de ratos nos grupos
supracitados.

e Investigar os efeitos do HMB in vivo sobre a taxa de decaimento da

glicose com e sem o estimulo de insulina nos grupos supracitados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para a realizag&o deste trabalho foram utilizados ratos machos da linhagem
Wistar, provenientes do biotério central do setor de ciéncias bioldgicas da
Universidade Federal do Paran4, com idade de 3 a 4 semanas e massa corporal
entre 250 e 300g. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, em sala com
temperatura controlada de 22 + 1° C, sob ciclo de iluminacdo de 12/12 horas, com
livre acesso a agua e racdo contendo 52% de carboidratos, 21%de proteinas e 4%
de lipideos (dieta padréo), (Nuvilab CRI, Nuvital Nutrientes Ltda, Curitiba, PR). Os
animais foram dividos em trés grupos: 10 animais controle (C), 10 animais
submetidos a exercicio agudo antes do experimento (EA), e 10 animais submetidos
a jejum de 12h durante a noite que antecedia os experimentos (JE). Os
experimentos foram realizados no Laboratorio de Metabolismo Celular do
Departamento de Fisiologia do Setor de Ciéncias Bioldégicas da UFPR. Todo
procedimento experimental foi aprovado pelo comité de Etica de Experimentac&o

Animal do SCB (Setor de Ciéncias Bioldgicas).

4.2 Exercicio agudo

Para as sessOes de exercicio agudo foram utilizadas esteiras para rato do
Laboratério de Fisiologia do Exercicio do Departamento de Fisiologia do Setor de

Ciéncias Biologicas da UFPR.

Apbs periodo de adaptacdo na esteira (15 minutos de corrida a 10m/min por
dia, durante dois dias) os animais foram submetidos a uma Unica sessdo de
exercicio. A sessdo de exercicio consistiu de 60 minutos de corrida a uma
velocidade selecionada de 28 m/min, que segundo FATHI (2010) corresponde a

intensidade moderada.
Antes do inicio da sessdo 0s animais eram posicionados em suas
respectivas raias na esteira, e s6 entdo a esteira era acionada em uma velocidade

de 10m/min permanecendo assim por cinco minutos para um periodo de adaptacéo.
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Durante todo o periodo de exercicio (60 min) a esteira permanecia com velocidade
constante (28 m/min), e inclinagdo de 0°.
Imediatamente apds a sesséo de exercicio os animais foram ortotanasiados

para a realizacdo das analises.

4.3 Efeito do HMB sobre a lipdlise com e sem o estimulo de adrenalina

O tecido adiposo epididimal foi isolado e cortado em pequenos fragmentos,
pesado aproximadamente 100mg, e incubados por 60 minutos a 37° C, sob agitacao
constante, em tampéo Krebs Ringer contendo 1% de albumina bovina, livre de
gordura e 5,6 mM de glicose. O tecido foi incubado em duas concentracbes
diferentes de HMB (1mM e 5mM) na presenca ou ndo de adrenalina (10pg/ml ).
Logo apos a incubacdo 20uL da amostra foi coletada e transferida para a placa para
a realizacdo do ensaio enzimatico colorimétrico e a determinacdo da concentracao

de glicerol.

4.4 Mensuracéo de lactato

Para esta analise o tecido adiposo foi incubado como descrito acima, nas
mesmas concentracdes de HMB (1mM e 5mM), porém, na presenca ou ndo de

insulina (ImuU/mL).

A mensuracdo foi realizada de acordo com o método enzimatico descrito por
ENGLE & JONES, (1978). Apos a incubacédo foi realizada a desproteinizacdo do
soro, adicionando 200 pL de acido tricloroacético (TCA 25%). Apdés a
desproteinizacéo o soro foi transferido para tubos Eppendorf e centrifugado a 13000
rpm por 5 minutos (Eppendorf modelo 5810R). Da amostra centrifugada coletou-se
250 pL do sobrenadante e foi adicionado 4 pL de indicador universal, o que permite
visualizar a neutralizacdo do soro. A neutralizacdo do soro foi visualizada pela a
adicdo de aproximadamente 24 uL de KOH/TRIS (0,5 M / 2 M), sinalizada pela

coloracéo verde que indica pH de 7,0.

Do volume neutralizado foram coletados 20 pL e transferido para a placa

onde foi adicionado mais 200 pL de tampédo do ensaio (descrito abaixo). Apés 45
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minutos, a leitura foi feita em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 340 nm.
O principio desta mensuracao consiste na conversao do lactato a piruvato pela acéo
da lactato desidrogenase (LDh), ocorrendo o consumo de NAD+ com formagéao
estequiométrica de NADH, o qual pode ser monitorado espectrofotometricamente,

fornecendo as concentracdes de lactato existente na amostra. Seguindo a reacao:

Lactato + NAD+ LDh > Piruvato + NADH

A partir da medida da absorbancia, foi calculada a concentragédo de lactato

seérico em pmol/ml, pela formula:

[Lactato] =( DO/ 6,22) x (V1 /V2) x (V3 /V4) x (V5 / V6 )

DO = Densidade otica da amostra

6,22 = constante

V1 = volume da amostra + tamp&o ensaio

V2 = volume amostra

V3 = volume soro + TCA

V4 = volume do soro

V5 = volume do soro desproteinizado + volume de neutralizacéo

V6 = volume do soro desproteinizado

TAMPAO DE ENSAIO
(para 20 ml de 4gua destilada)

EDTA 0,056 g

Glicina 0,56 g
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Hidrato de hidrazina 0,3ml
LDh 0,08 mi

NAD+ 12 mg

pH 8,85

4.5 Teste de tolerancia a insulina

Os animais dos grupos JE (n=12), EA (n=12), e C (n=12) foram
anestesiados com pentobarbital sédico (50mg/Kg). E apd6s a mensuracdo da
glicemia basal, foram administrada solucdes intraperitoneal de insulina (0,75 U/Kg)
somente (SAMPEY et al., 2011), HMB (300mg/Kg) somente, ou combinacdo de
ambas. A Glicemia foi mensurada nos tempo 4, 8, 12, 16. Os valores da glicemia
foram utilizados para calcular a constante de decaimento da glicose (kitt) (BONORA
et al., 1989).

4.6 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média * erro padrao da média (EPM). Foi
utilizado teste de normalidade D’Agostinho Pearson para a verificagdo da
distribuicdo normal. Foi realizada analise de variancia de duas vias (two-way
ANOVA), seguido de pés-teste de Bonferroni, para comparacdes de condi¢bes de
estimulo e sem estimulo e concentragdes de HMB. Foi empregado o teste “t” para
avaliar a lipolise entre os grupos. A andlise de variancia de uma via (one way
ANOVA), seguida de poOs teste de Tukey foi aplicada para avaliar a taxa de
decaimento de glicose no teste de tolerancia a insulina. O valor de p<0,05 foi

adotado como nivel de significancia. As andlises estatisiticas e a confec¢bes dos
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graficos foram realizadas no software graphpad prisma v.5.01 (Graphpad Inc.: La
Jolla, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Lipdlise grupo controle
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Figura 7: Lipdlise tecido adiposo epididimal do grupo C (n=9). * Quando comparado com a situacdo
sem estimulo. (Two way ANOVA com pds-teste de Bonferroni). P<0,05

Na situacdo sem estimulo do grupo controle ( C ), ndo houve alteracdo da
lipolise. A adicdo de HMB, em duas concentracdes diferentes (1mM e 5mM) ao meio
de incubacdo, sem o estimulo de adrenalina, ndo foi capaz de provocar mudancas
no perfil lipolitico (p>0,05). Quando as duas concentracdes de HMB foram testadas
no meio de incubacéo, na presenca de adrenalina, a lipdlise permaneceu inalterada
se comparada a situacdo de estimulo da adrenalina apenas (A). (p>0,05). O que
demonstra que o HMB ndo exerceu efeito sobre a atividade lipolitica, tanto na

situacdo com estimulo como na sem estimulo.
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5.2 Lipdlise exercicio
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Figura 8: Lipdlise tecido adiposo epididimal do grupo JE (n=9). * Quando comparado com a situacao
sem estimulo. (Two way ANOVA com pds-teste de Bonferroni). P<0,05.

Na situacdo sem estimulo do grupo controle (C), ndo houve alteracdo da
lipolise. A adicdo de HMB, em duas concentracdes diferentes (1mM e 5mM) ao meio
de incubacdo, sem o estimulo de adrenalina, ndo foi capaz de provocar mudancas
no perfil lipolitico (p>0,05). Quando as duas concentracdes de HMB foram testadas
no meio de incubacéo, na presenca de adrenalina, a lipolise sofreu alguma, porém
nao significativa reducéo da lipolise, quando comparada a situacdo de estimulo da
adrenalina apenas (A). (p>0,05). O que demonstra que o HMB nao exerceu efeito
sobre a atividade lipolitica, tanto na situagdo com estimulo como na sem estimulo. A
situacdo metabdlica pds-exercicio parece nao ter interferido significativamente, em

um possivel efeito aditivo ou negativo do HMB sobre a lipdlise.
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5.3 Lipdlise jejum
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Figura 9: Lipolise tecido adiposo epididimal do grupo JE (n=4). * Quando comparado com a situacao
sem estimulo. (Two way ANOVA com pds-teste de Bonferroni). P<0,05.

Na situacdo sem estimulo do grupo controle ( C ), ndo houve alteracdo da
lipolise. A adicdo de HMB, em duas concentracdes diferentes (1mM e 5mM) ao meio
de incubacdo, sem o estimulo de adrenalina, ndo foi capaz de provocar mudancas
no perfil lipolitico (p>0,05). Quando as duas concentracdes de HMB foram testadas
no meio de incubacéo, na presenca de adrenalina, a lipdlise permaneceu inalterada
se comparada a situacdo de estimulo da adrenalina apenas (A). (p>0,05). O que
demonstra que o HMB ndo exerceu efeito sobre a atividade lipolitica, tanto na
situacdo com estimulo, como na sem estimulo. A situacdo metabdlica de jejum
parece nao ter modificado o perfil lipolitico das condicbes experimentais em relacao

ao grupo controle.
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5.4 Lipdlise entre grupos

300+
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Figura 10: Lipdlise com o estimulo da adrenalina e sem o HMB no meio de incubac¢éo dos grupos EX,
JE, e C. * quando comparado ao grupo controle (teste “t” student)p<0,05.

No grupo exercitado, o exercicio agudo parece ter causado um efeito aditivo
sobre a atividade lipolitica em comparacao aos grupos JE e C. Porém, apenas em

comparacao ao grupo controle € que a diferenca foi significativa (50%, p<0,05).



45

5.5 Lactato
lactato exercicio
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Figura B
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Figuras 11 A, B e C: Producéo de lactato pelo tecido adiposo incubado do grupo C, EA, e JE (n=9). *
Quando comparado com grupo controle (one way ANOVA com pés-teste de Tukey) P<0,05. , **
guando comparado com seu respectivo grupo sem estimulo da insulina (one way ANOVA com poés-

teste de Tukey).

A producéo de lactato a partir da glicose pelo tecido adiposo epididimal, esta
apresentado nos graficos acima. Nas situacbes metabdlicas, basal (C), jejum (JE), e
Exercicio agudo (EA), a producdo de lactato foi aumentada apenas quando a
insulina foi adicionada ao meio de incubacédo (p<0,05). As diferentes concentracdes
de HMB (ImM e 5mM) nao exerceram efeito algum sobre a producdo de lactato,

também nao interferiram na acdo da insulina em estimular a producao de lactato. O
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jejum e o exercicio agudo ndo foram capazes de modificar o padréo de producéo de

lactato apresentado pelo grupo em situacao basal.

5.6 Tolerancia a insulina
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Figura 12: Kitt taxa de decaimento da glicose do grupo C. * Quando comparado a situacdo sem
estimulo de insulina (HMB), ** quando comparada & situacdo com estimulo da insulina e sem HMB (1)

(One way ANOVA com pés —teste de Tukey).

A administracdo da insulina intraperitoneal nos animais em situacdo basal
provocou taxa de decaimento da glicose com diferenca significativa, em relacdo aos
animais do mesmo grupo que receberam apenas injecdo de HMB (p<0,05). De
maneira interessante, o grupo que recebeu adicionalmente a dose de insulina, a

dose de HMB, apresentou maior sensibilidade a insulina (p<0,05).
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kitt exercicio
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Figura 13: Kitt taxa de decaimento da glicose do grupo EX. * Quando comparado a situacdo sem
estimulo da insulina (HMB) (One way ANOVA com p0s teste de Tukey)

O grupo exercitado agudamente apresentou sensibilidade elevada a insulina
nas duas condi¢cdes onde houve o estimulo com insulina. Administrada de forma
isolada, ou em combinacdo do HMB, a insulina promoveu o aumento da taxa de
decaimento da glicose em relacdo aos animais que receberam apenas injecao de
HMB (p<0,05). Neste grupo (EA), ndo houve diferenca significativa na taxa de

decaimento entre os animais que receberam apenas insulina e insulina combinado

com HMB (p>0,05).
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1 Lipdlise

A obesidade pode ser considerada uma condi¢cdo patologica geralmente
acompanhada por disturbios fisiolégicos como hipertenséo, resisténcia a insulina, e
uma série de complicacdes de origem metabdlica. A ineficiéncia em mobilizar e
oxidar lipidios parece ser uma caracteristica comum em individuos obesos
(ACHTEN, 2004). Sendo assim, investigar possiveis intervencées com a proposta de
otimizar o metabolismo lipidico € de grande relevancia para o meio cientifico. Além
disso, a compreensdo dos mecanismos fisiologicos envolvidos na mobilizacdo e

oxidacdo lipidica deve ser aprofundada.

Uma intervencdo considerada no tratamento da obesidade é a abordagem
nutricional através de suplementos alimentares. E com a crescente populacédo de
obesos, muitos suplementos estdo sendo direcionados comercialmente ao
emagrecimento. Visto que a obesidade tornou-se um problema de saude publica de
ambito mundial, muitos pesquisadores voltaram seus esfor¢os cientificos para testar
a eficacia desses suplementos alimentares (BRUCKBAUER, 2012; VUCKOVICH,
2001; ZEMEL, 2012; WILSON, 2012).

O metabdlito da leucina B-Hidroxi-p-Metilbutirato (HMB), vem ganhando
destaque entre os suplementos alimentares mais estudados, pois sua provavel
eficacia como inibidor das vias de sinalizacdo da protedlise, e como um possivel
agente promotor da hipertrofia, tem sido demonstrada por muitos estudos (NISSEN,
2003). Em grande parte destes estudos envolvendo humanos, a gordura corporal é
um dos parametros avaliados, porém os dados sdo conflitantes (WILSON, 2008),
indicando a necessidade de maiores investigacdes relacionadas aos efeitos do HMB

sobre o metabolismo de lipidios.

Varios estudos envolvendo humanos verificaram a interferéncia do HMB nos
parametros antropométricos, sendo um deles, o percentual de gordura. Mas os
dados sdo contraditérios. Panton e colaboradores (2000) conduziram um estudo
envolvendo 39 homens e 36 mulheres, que foram divididos aleatoriamente em dois
grupos, onde um deles recebeu suplementacdo diaria de 3g de HMB e o outro

placebo. O grupo que recebeu suplementacéo diaria de HMB, além de melhorar a
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forca de membros superiores (7,5 +/- 0,6 kg), e aumentar a massa livre de gordura
(1,4 +/- 0,2 kg), também obteve reducdo em seu percentual de gordura (1,1 +/- 0,2
%).

Um grupo de adultos de 70 anos foi beneficiado em varios parametros
avaliados, quando foi submetido a um programa de exercicio e a suplementacao de
3g diarias de HMB. A diminuicdo do percentual de gordura foi verificado no grupo
suplementado em relagdo ao grupo placebo (HMB: -0,66; placebo: 0,03;
p=0,05)(VUKOVICH, 2001).

O percentual de gordura de ratos de varias idades foi avaliado ao término de
um periodo de suplementac¢do de 16 semanas de HMB. Os animais considerados de
meia idade (60 semanas), quando na condi¢do controle, aumentaram o percentual
de gordura em 49%, 0 que nao aconteceu no mesmo grupo suplementado com
HMB. Além disso, no grupo de ratos considerado idoso (86 semanas), foi verificado
uma diminuicdo de 56% no percentual de gordura em comparacdo com 0 mesmo

grupo na condicao controle (WILSON, et al., 2012).

Contudo, alguns estudos nédo corroboram com os resultados citados acima.
Diversos autores ao investigar os efeitos do HMB sobre a composicéo corporal de
individuos saudaveis, néo identificaram efeitos ergogénicos proveniente da
suplementacdo com o produto (FLAKOLL, 2004; KREIDER, 1996; LAMBOLEY,
2007).

Um estudo seguindo o modelo placebo duplo-cego conduzido em mulheres
idosas, utilizou uma combinac&o de nutrientes composto por lisina, arginina, e HMB.
Apoés doze semanas de suplementacdo com este composto foi demonstrado uma
melhora na forca funcional, sintese protéica, aumento da massa magra, mas nao
observou-se nenhuma diminuicdo no percentual de gordura no grupo experimental
(FLAKOLL, 2004). KREIDER e colaboradores (1996) estudaram a resposta
fisiolégica de atletas de futebol americano de alto nivel, quando submetidos a
suplementacdo diaria de 3g de HMB, e nao constataram melhora no perfil
antropométrico, e desempenho fisico dos atletas.

Estudantes que foram submetidos a 3g de suplementacao diaria de HMB,
associado ao treinamento aerobico intervalado, obtiveram melhora nos componentes

do condicionamento aerdbico quando comparados com grupo controle. Porém, a
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suplementacdo ndo foi suficiente para induzir uma diminuicdo do percentual de
gordura dos estudantes (LAMBOLEY, 2007).

A controvérsia observada nos estudos anteriores, provavelmente ocasionada
por dificuldades metodoldgicas, motivou nosso laboratério a investigar os efeitos do

HMB sobre o0 metabolismo do tecido adiposo, em animais e in vitro.

Neste estudo, o tecido adiposo dos animais foi incubado na presenca de
duas concentracfes diferentes de HMB (1mM e 5mM), com, ou sem o estimulo da
adrenalina, e sob a interferéncia de trés estados metabdlicos distintos, basal (C),
jejum (JE) e exercicio agudo (EA).

Nossos experimentos demonstraram que o HMB em duas concentracdes
diferentes (1mM e 5mM) néo exerceu efeito aditivo sobre a lipdlise do tecido adiposo
incubado. Analisando os estudos que encontraram resultados diferentes, ou seja,
gue o HMB interferiu positivamente sobre o metabolismo do tecido adiposo,
podemos constatar que os estudos utilizaram modelos cronicos de exposicdo ao
HMB (WILSON, 2012, BRUCKBAUER, 2012), expondo os tecidos ao HMB tempo
suficiente para que ocorra a biogénese mitocondrial, e dessa forma contribuir para

metabolismo lipidico.

Em contraste com os dados apresentados acima, onde o HMB ndao interferiu
na lipdlise, num estudo conduzido por DONATO e col. (2005), ratos submetidos a
restricdo caldrica, que receberam suplementacao de leucina (5,91g/ Kg de racéo)
durante 6 semanas, tiveram sua massa gordurosa diminuida. Talvez, a interferéncia
positiva da leucina (ou de seu metabolito, HMB) sobre a lipdlise, deve-se ao fato de
o tecido ser exposto a substancia de maneira cronica, e dessa forma aumentar a
biogénese mitocondrial, o que contribuiria para oxidacédo lipidica (BRUCKBAUER,
2012; SUN, 2009).

Uma das respostas fisiolégicas promovidas pelo exercicio agudo € a
ativacdo da via simpatico-adrenal, ocasionando na descarga de catecolaminas no
sangue. As catecolaminas por sua vez irdo estimular a hidrélise de TAG nas
goticulas lipidicas no adipdcito, liberando AGL e glicerol que serdo usados no
metabolismo energético (OGASAWARA, 2010). Essa resposta fisiologica é mediada
pela transducédo de sinais através de receptores beta-adrenérgicos do tipo 1,2, e 3. A
cascata lipolitica inicia com a ativacdo da enzima adenilil-ciclase que ao estimular a

producdo de AMPc ativara a proteina-quinase A (PKA) que ter4d como alvo duas



51

proteinas que exercem papel fundamental na lipdlise, a HSL e Perilipina A (HOLM,
2000). Um estudo conduzido por OGASAWARA (2004), demonstrou que a producgao
intracelular de AMPc em adipdcitos epididimal aumentou consideravelmente logo
apos (0h), e trés horas apos o exercicio agudo, mas sofreu uma reducéo significativa
24h apds o exercicio. Além disso, OGASAWARA (2006), também verificou que a
expressdo dos receptores beta-adrenérgicos do tipo 2 na membrana celular, esta
associado aos niveis de AMPc intracelular. Esses resultados sugerem que o
exercicio agudo pode gerar mudancas fisiologias e bioquimicas na cascata lipolitica
logo ap6s o exercicio.

Dados obtidos em nossos experimentos corroboram os estudos citados
acima. A figura 10 demonstra o efeito aditivo do exercicio sobre a lipolise. Na
situacdo de exercicio agudo, a lipdlise foi significativamente aumentada em relagéo
ao grupo JE e C. (EA: 225%, JE: 161%, C 175%). A taxa lipolitica foi 50% maior no
grupo EA comparando com o grupo C, diferenca que foi significativa (p<0,05). Uma
possivel explicagdo para o fato constatado acima, € de que efeito estimulante das
vias simpatico adrenais causado pelo exercicio, possa ter se somado ao efeito

estimulante da adrenalina no meio de incubacéao.

6.2 Metabolismo da glicose

O lactato € produzido principalmente pelo musculo esquelético, porém,
estudos ja evidenciaram a producdo de lactato pelo tecido adiposo (CRANDALL,
1983; THACKER, 1987). O Lactato € o principal precursor gliconeogénico durante
situacOes de déficit energético (CONSOLI, 1990).

A célula adiposa pode variar o padrao de utilizacdo de glicose, ou seja, pode
converter a glicose em produtos especificos de acordo com as necessidades, e até
condicBes fisioldgicas, como exercicio, obesidade, jejum.

Um dos objetivos da presente pesquisa foi verificar se o HMB, em
concentracgdes diferentes, seria capaz de interferir na producéo de lactato pelo tecido
adiposo, em condicdes fisioldgicas diferentes, como, exercicio agudo, jejum e basal.

NEWBY (1990) e THACKER (1987), evidenciaram que situacdes de
restricdo parcial, ou total de alimento, leva a alteragcdes no metabolismo de glicose

resultando na elevacéo da liberagéo de lactato pelo tecido adiposo. Estes estudos
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demonstraram que a glicose metabolisada a lactato pode aumentar de 5 — 15% em
situacbes metabdlicas normais, para 50 — 60% em situacdes de jejum. Dados
similares ndo foram observados em nosso experimento, apesar de aprodugdo de
lactato ter sido ligeiramente maior no grupo jejum (p>0,05).

Uma situacao fisioldgica que nao foi testada em nossos experimentos, foi a
obesidade. A producdo de lactato em individuos obesos mostrou-se diminuida
agudamente, quando receberam uma carga de glicose oralmente. Nestes estudos
0s pesquisadores analisaram a sensibilidade a insulina destes individuos,
paralelamente a producdo de lactato, e concluiram que a sensibilidade a insulina é
inversamente proporcional a producdo aguda de lactato, sugerindo que
anormalidades no metabolismo de glicose pode estar mais relacionado com a
resisténcia a insulina do que com a obesidade por si s6 (LOVEJOY, 1992). Uma de
nossas hipéteses experimentais, é que o HMB, pudesse restaurar, ou aumentar a
sensibilidade do tecido a insulina. Hipotese que foi confirmada nos testes in vivo (kitt,
figura 12), porém nao in vitro (figura 11 A,B e C). Novos estudos, utilizando
individuos obesos, sdo necessarios para que se possa verificar a interferéncia do

HMB sobre o metabolismo da glicose nesta condicéo fisioldgica.

As figuras 11 A, B e C demonstram que a insulina estimulou
significativamente a producéo de lactato (p<0,05) nos trés grupos experimentais (EA,
JE e C). A adicdo de HMB ao meio de incubacédo, em duas concentraces
diferentes (1 e 5mM), ndo alterou a producdo de lactato pelo tecido adiposo nas
condicbes com e sem estimulo. Recentemente, um grupo de pesquisadores
avaliaram os efeitos do HMB, e da combinacdo de HMB e resveratrol, sobre a
ativacao da SIRT 1 (silent information regulator transcription) em meio de cultura de
adipdcitos. Constatou-se que o HMB isoladamente exerceu pouco, ou nenhum
efeito sobre a ativacdo da SIRT 1, porém a ativacdo aumentou em 50%, quando a
combinacdo HMB e resveratrol foi utilizada (BRUCKBAUER, 2012). A SIRT 1
pertence a uma classe de proteina desacetilase dependente de NAD+, que estédo
envolvidas na regulacdo do metabolismo energético e sobrevivéncia celular. A
ativacdo da SIRT 1 esta relacionada com a estimulacdo da biogénese mitocondrial,
assim como a ativacado de enzimas envolvidas no metabolismo lipidico e da glicose.

O HMB e o resveratrol tém sido sugerido como possiveis ativadores da SIRT 1, e
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dessa forma tornaram-se foco de estudo no tratamento de doencas metabdlicas,
como resisténcia a insulina e diabetes (BRUCKBAUER, 2012).

Corroborando com os dados do estudo citado acima, nossos dados
demonstraram que o HMB, isoladamente, ndo exerceu efeito sobre o metabolismo
da glicose do tecido adiposo incubado. Futuramente, novas investigacdes sao
necessarias com o intuito de testar a combinacdo do HMB e resveratrol no meio de
incubacao, e desta forma verificar se agem de maneira sinérgica no metabolismo da

glicose e producéao de lactato.

Quando a interferéncia do HMB sobre o metabolismo da glicose foi testada
de maneira in vivo, este mostrou potencializar a acdo da insulina (figura 12), pois a
administracdo de HMB e insulina, simultdneamente, obteve uma taxa de decaimento
da glicose 240% maior, do que quando a insulina foi administrada sem o HMB
(p<0,05). Esse efeito potencializador do HMB sobre a acdo da insulina, e
consequentemente a captacdo da glicose e producdo de lactato, no foi observado
nos testes in vitro (figura 11). Uma possivel explicacdo para o fato de o HVB
mostrar-se potencializador da acdo da insulina, apenas nos testes in vivo, seja que
nesta metodologia, outros tecidos periféricos sensiveis a insulina e ao HMB, como
musculo e figado, atuem de maneira sinérgica para restabelecer a glicémia aos
valores basais. Ja nos testes in vitro, apenas um tecido (TA), contribuiu para o
restabelecimento da glicemia. Além disso, o musculo pode ser mais responsivo a
acao do HMB do que o tecido adiposo. Um dado obtido por BRUCKBAUER e
col.(2012), corrobora esta hipétese. Esse grupo de pesquisadores, avaliou o efeito
da dieta rica em Leucina sobre a absorcao de glicose e palmitato no musculo e no
tecido adiposo, e concluiram que a absorcao de glicose foi significativamente maior,

apenas no muasculo.



54

CONCLUSAO

O HMB néo exerceu efeito aditivo sobre lipdlise, em tecido adiposo incubado
de ratos, em trés situacdes metabdlicas: basal (C), exercitado agudamente (EA) e
jejum (JE).

Também ndo foi capaz de interferir sobre a producdo de lactato do tecido
adiposo incubado, o que demonstra que o HMB n&o promoveu a sensibilidade da
insulina no tecido analisado.

O HMB administrado em combinacdo com a insulina, via intraperitoneal,
promoveu uma taxa de decaimento da glicose mais acentuada, quando comparada
com a situacdo sem o HMB deste mesmo grupo (C), esse efeito ndo foi observado
nos outros grupos (EA e JE). Esse resultado demonstra um possivel efeito do HMB
sobre o metabolismo da glicose in vivo.

O grupo EA apresentou perfil lipolitico aumentado quando comparado com

grupo controle e jejum.
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