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RESUMO

LIMA, V.B.S. Efeitos da suplementacdo cronica com leucina sobre parametros
metabolicos associados a adiposidade do tecido adiposo branco em ratos com diabetes
induzido por estreptozotocina no periodo neonatal. 2016. 122f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

A hiperglicemia crénica no diabetes esta relacionada com distdrbios nas vias de sinalizagdo da
insulina e do MTOR, e com o desbalanco na secrecéo de adipocinas pelo tecido adiposo branco
(TAB). Em longo prazo, esta disfungdo metabdlica pode causar uma perda severa de massa
adiposa, 0 que agrava a resisténcia a insulina (R1). Estudos tém destacado o potencial efeito da
suplementacdo com leucina no tratamento de doencas metabdlicas como o diabetes tipo 2 e
obesidade. No entanto, os efeitos da leucina sobre a homeostase glicémica e a sensibilidade a
insulina em doengas em que ocorre perda severa de gordura ainda necessitam melhores
esclarecimentos. Portanto, foi investigado se a suplementacdo cronica com leucina pode afetar a
adiposidade de ratos diabéticos com perda intensa de TAB, e melhorar a RI e outras desordens
metabolicas relacionadas com TAB. Ratos recém-desmamados foram distribuidos em 3 grupos:
i) Grupo controle (C) — ndo diabético e recebiam racdo controle; ii) Grupo diabetes (D) —
diabético e recebiam racdo controle; iii) Grupo diabetes Leucina (DL) — diabético e recebiam
racdo suplementada com 5% de L-leucina. Apds 8 semanas, foram analisados: glicemia e
insulinemia de jejum, HOMAR, citocinas pro- e anti-inflamatorias no soro e tecido adiposo
branco, expressdo de proteinas (MTOR, p-MTOR, p70S6K1, p-p70S6K1, PPARy, C/EBPa,
ACC1, FAS, AKT, p-AKT) nos tecidos adiposos subcutaneo (SC) e retroperitoneal (RP), bem
como a expressdo de RNAm da adiponectina e leptina no TAB. In vivo, foram realizados testes
de tolerancia oral a glicose (OGTT) e de sensibilidade a insulina (ITT), glicemia p6s prandial e
consumo de ragdo. O tratamento cronico com leucina reverteu a perda de massa adiposa dos
coxins subcutaneo e viscerais neste modelo experimental, 0 que pode ser explicado pelo aumento
da expressao da p-p70S6K1, PPARy, ACC1 e FAS, proteinas que estimulam a adipogénese e
lipogénese de novo nos adipdcitos. Além disso, houve um aumento da expressdo de AKT total
no coxim SC no grupo DL, mas ndo foi alterada no coxim RP, indicando que a leucina
também pode melhorar a resisténcia a insulina por ativar a AKT, que € considerada enzima
limitante da cascata de fosforilacdo da insulina. Por outro lado, a leucina melhorou o perfil de
adipocinas secretadas pelo coxim RP, pois aumentou a secre¢do de adiponectina e IL-10.
Estas citocinas, direta ou indiretamente, reduzem a Rl em tecidos como figado, TAB e
musculo esquelético. Isto sugere que a acdo da leucina sobre a sensibilidade a insulina no
coxim subcuténeo parece estar mais relacionada com a recuperacédo da via de sinalizacdo da
insulina, ao passo que, no coxim RP esta indiretamente relacionada com a melhora do perfil
de adipocinas secretadas por este tecido. Estes dados corroboram com os resultados de
HOMA glicemia de jejum e po6s prandial, OGTT e ITT, nos quais foi observada uma
significativa melhora do quadro de intolerancia a glicose e resisténcia a insulina em ratos
diabéticos tratados com leucina. Em conclusdo, a suplementacdo crbnica com leucina
aumentou a adiposidade corporal em ratos diabéticos induzido por estreptozotocina no
periodo neonatal, o que foi relacionado com a melhora da intolerancia a glicose e da
resisténcia a insulina. Isto demonstra que a recuperacao trofica do tecido adiposo branco é
fundamental para a melhora dos distirbios metabolicos relacionados ao metabolismo da
glicose neste modelo experimental.

Palavras-chave: Leucina, Tecido Adiposo Branco, Adiposidade, Diabetes.



ABSTRACT

LIMA, VBS. Effects of chronic supplementation with leucine on metabolic parameters
associated with the adiposity of white adipose tissue in rats with diabetes streptozotocin-
induced in the neonatal period. 2016. 122f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2016.

The chronic hyperglycemia in diabetes is associated with disturbances in insulin and in
mTOR pathways, and changes in adipokine secretion in white adipose tissue (WAT). Long-
term, this metabolic dysfunction can cause a severe loss of fat mass, which increases insulin
resistance (IR). Studies have highlighted the effect of leucine supplementation in treatment of
metabolic diseases as type 2 diabetes and obesity. However, the effects of leucine on glucose
homeostasis and insulin sensitivity in diseases with intense fat loss remain unknown.
Therefore, was investigated whether chronic leucine supplementation can affect the adiposity
of diabetic rats with severe adipose tissue loss, and to improve the IR and other metabolic
disorders associated with WAT. After weaning, rats were distributed in 3 groups: i) control
group (C) - no diabetic and received control chow ; ii) diabetes group (D) - diabetic and
received control chow; iii) Leucine Diabetes Group (DL) - diabetic and received diet
supplemented with 5% L-leucine. After 8 weeks, were analyzed: fasting glycaemia and
insulin, HOMAR, antiinflammatory and proinflammatory cytokines in serum and in WAT,
protein expression of mTOR, p-MTOR, p70S6K1, p-p70S6K1, PPARy, C/EBPa, ACC1,
FAS, AKT, p-AKT in subcutaneous (SC) and retroperitoneal adipose tissue, as well as the
RNAm expression of adiponectin and leptin in WAT. In vivo, were realized oral glucose
tolerance test (OGTT) and insulin sensitivity test (ITT), postprandial glycaemia and chow
ingestion. O chronic treatment with leucine recovered the adipose mass in subcutaneous and
visceral fat pad in this experimental model, this was explicated by increase of protein
expression of p-p70S6K1, PPARy, ACC1 and FAS that stimulate the adipogenesis and de
novo lipogenesis in adipocytes. Moreover, had an increase of protein expression of total AKT
in subcutaneous fat pad in group DL, but don’t change in RP fat pad, indicating that the
leucine can to activate the AKT, which is limiting enzyme of phosphorylation cascade of
insulin, and improve the insulin resistance. On the other hand, leucine improved the profile of
adipokines secreted in RP fat pad, because increased the secretion of adiponectin and IL-10.
This cytokines reduced the insulin resistance in tissues as liver, WAT and skeletal muscle.
This suggest that action of leucine on insulin sensitivity in subcutaneous fat pad is more
related to recovery of insulin signaling, and in RP fat pad is indirectly related to improve of
profile of adipokines secretion in this tissue. This data corroborates with results of HOMA g,
postprandial and fasting glycaemia, OGTT and ITT, which showed significant improve of
glucose intolerance and insulin resistance in diabetic rats treated with leucine. In conclusion,
the chronic leucine supplementation increased adiposity in streptozotocin-induced diabetic
rats in neonatal period, which was related to improve of glucose intolerance and insulin
resistance. This show that trophic recovery of white adipose tissue is important for improve of
metabolic disturbances related to glucose metabolism in this experimental model.

Keywords: Leucine, White Adipose Tissue, Adiposity, Diabetes.
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1.0 INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca crbnica que afeta uma populacdo estimada em mais de 600
milhGes de pessoas no mundo. No Brasil, a prevaléncia dessa doenca aumentou de 15,8% para
17,9% nos ultimos quatro anos. O rapido crescimento do nimero de individuos obesos no
mundo tornou a obesidade um dos maiores problemas de saude publica, por ser fator de risco
para a manifestacdo de outras doencas crénicas, como hipertensdo arterial, cancer e diabetes
mellitus, que possuem impacto negativo na expectativa de vida (KELLY et al., 2008; OUCHI
etal., 2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2014; WHO, 2016).

O excesso de adiposidade corporal possui papel central na disfuncdo metabdlica
relacionada a obesidade, incluindo a manifestacdo da resisténcia a insulina e do diabetes. O
tamanho da massa adiposa é determinado pela adipogénese (hiperplasia de adipécitos), processo
regulado por fatores de transcricdo como o PPARy, SREBP-1c e o C/EBP, e pela lipogénese
(hipertrofia de adipdcitos), sendo esta regulada pela atividade de enzimas da lipogénese de
novo, da reesterificacdo de acidos graxos livres e da lipolise. Paralelo a associacdo entre o
excesso de gordura corporal e o desenvolvimento de doencas cronicas nao transmissiveis,
como o diabetes, também tem sido amplamente discutido que redugdes extremas na
quantidade de gordura corporal podem ser tdo prejudiciais quanto seu excesso, por serem
determinantes na inducgdo da resisténcia a insulina secundéria a lipotoxicidade, sobretudo no
diabetes tipo 1 (MARALDI et al., 2007)

Atualmente, tem havido crescente interesse da comunidade cientifica em esclarecer
aspectos da fisiologia dos adipdcitos, destacando o papel do tecido adiposo branco como
6rgdo endocrino e a sua contribuicdo na etiopatogénese da obesidade. Na perspectiva
evolucionéria, a funcionalidade dos adipécitos estd associada com estratégias do organismo
em manter a homeostase metabdlica em condi¢des de suprimentos irregulares de nutrientes
(deficiéncia ou excesso), o que foi considerado um fator chave de sobrevivéncia (GALIC;
OAKHILL; STEINBERG, 2010; OUCHI et al., 2011).

Até 1993, o tecido adiposo branco (TAB) era considerado um depdsito de
armazenamento inerte para o excesso de combustivel metabdlico. Com a descoberta da leptina,
horménio produzido por este tecido que pode sinalizar o estado das reservas energéticas para

outros Orgdos, surgiu uma nova perspectiva sobre a biologia deste tecido (ZHANG et al.,
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1994). Pesquisas sobre o efeito de compostos bioativos secretados pelo TAB, que atingem
outros tecidos semelhantemente a hormonios, permitiram a sua classificagdo como 6rgéo
enddcrino que regula o metabolismo (GALIC; OAKHILL; STEINBERG, 2010; TORRES-
LEAL etal., 2010).

Em humanos, a etiologia da perda severa de adiposidade pode estar associada com
alteracdes na expressdo e/ou na atividade de dois fatores de transcrigdo reguladores da
adipogénese, da lipogénese e da sensibilidade a insulina — o receptor gama ativado por
proliferadores de peroxissomas (PPARY) e a proteina 1c ligadora do elemento regulado por
esteréis (SREBP-1c), sugerindo que o TAB tem papel relevante na promocao de distdrbios
metabolicos em pacientes diabéticos (PARK et al., 2008; JENINGA; KALKHOVEN, 2010).
Alguns nutrientes, como por exemplo, a leucina pode regular a adiposidade corporal por
atuarem como moléculas de sinalizacdo da adipogénese e da lipogénese no TAB, sugerindo que
este componente da dieta pode ajudar no controle da disfuncdo metabdlica associada a escassez
de gordura corporal no diabetes mellitus (TORRES-LEAL et al., 2011; MELNIK, 2012). A
relacdo entre 0 TAB e a resisténcia a insulina no diabetes mellitus com perda severa de tecido
adiposo branco reforca a necessidade de mais pesquisas no sentido de encontrar estratégias mais

eficazes no controle dos distirbios metabdlicos associados a esta doenca.

Na perspectiva de melhor esclarecer uma possivel associacao existente entre a leucina
e a adiposidade reduzida no diabetes, torna-se fundamental avaliar o papel deste aminoacido
como molécula de sinalizacdo da adipogénese e da lipogénese no TAB e, portanto, como possivel
agente para a prevencdo e/ou tratamento da reduzida adiposidade corporal e da resisténcia a

insulina no diabetes.
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2.0 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O diabetes mellitus e a escassez de tecido adiposo branco

O diabetes mellitus € uma doenca caracterizada por uma hiperglicemia cronica,
resultante da deficiéncia na secrecdo de insulina que € secunddria a destruicdo das células -
pancredticas e/ou da resisténcia a este hormonio. Esta patologia compfe quatro grupos
clinicos de desordens metabolicas relacionadas a hiperglicemia: DM1 — causada por uma
faléncia pancreatica primaria;, DM2 — na qual a resisténcia a insulina (RI) é um fator
desencadeante importante; diabetes secundaria a causas especificas, por exemplo, defeitos
genéticos na fungdo da célula B-pancreética ou na acdo da insulina e doencas do pancreas; e
diabetes gestacional (ADA, 2016).

O DMI1 ¢ uma doenca caracterizada por intensa destruicao das células B do pancreas,
que € mediada pelas células T do sistema imune, o que reduz drasticamente a secrecdo de
insulina (PARK et al., 2008). O uso de modelos experimentais de diabetes induzido por
estreptozotocina (STZ) tem sido amplamente explorado para esclarecer aspectos da complexa
fisiopatologia do diabetes. A injecdo de STZ em ratos no periodo neonatal provoca destruicdo
progressiva e parcial das células B do péancreas, causando hiperglicemia e hiperinsulinemia
transitorias, no inicio da doenca (TAKADA et al., 2007), e reducdo da concentracdo de
insulina plasmaética e hiperglicemia moderadas na fase adulta, caracteristicas semelhantes ao
curso natural do diabetes em humanos (TAKADA et al., 2008; de OLIVEIRA et al., 2012).

O modelo de diabetes induzido pela STZ em ratos no periodo neonatal também produz
resisténcia periférica a insulina no figado, musculo e tecido adiposo branco. No estudo de
Takada et al. (2007), o acompanhamento semanal de ratos diabéticos induzido por STZ até
122 semana de vida mostrou um quadro clinico tipico de diabetes descompensado. Além da
deficiéncia na secrecdo de insulina, 0 nimero de receptores deste horménio nos adipdcitos, a
captacdo de glicose e o tamanho destas células estavam reduzidos, o que compromete a
capacidade do TAB em oxidar glicose e sintetizar lipideos, revelando um quadro claro de
resisténcia a insulina. Dessa forma, os autores concluiram que a perda extrema de massa
adiposa branca compromete o bom funcionamento da via de sinalizagdo da insulina nestes

animais diabéticos, aspectos semelhantes ao diabetes em humanos.
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A escassez de tecido adiposo branco evidenciado no modelo experimental de diabetes
proposto por Takada et al. (2007) foi fator determinante para o quadro de resisténcia a
insulina. Sabe-se que a deficiéncia do sinal anabolico da insulina e/ou disturbios pds-receptores
na cascata de sinalizacdo da insulina também prejudica a capacidade do TAB de armazenar
triacilglicerol, sintetizar a gota lipidica e estimular a adipogénese nos adipdcitos, pois ocorre um
prejuizo na expressdo de PPARy ¢ SREBP-1c. Da mesma forma, a perda localizada ou
generalizada de TAB promove sérias disfuncdes metabolicas que favorecem o desenvolvimento
de diabetes e de complicacBes hepaticas e cardiovasculares (CAPEAU et al., 2010; GARG,
2011; VIGOUROUX et al., 2011). Portanto, ndo se sabe ao certo o que € causa e efeito nesta

relacdo entre o diabetes e a disfuncdo enddcrina do TAB.

Prejuizos na expressdo ou na atividade de enzimas responsaveis pelo transporte e
armazenamento de &cidos graxos e pela formacdo da gota lipidica no interior dos adipécitos
reduz a capacidade do TAB de secretar adiponectina e leptina e aumentam as concentracfes
sanguineas de &cidos graxos ndo esterificados (AGNE), o que favorece a manifestacdo do
estresse oxidativo, inflamacéo decorrente da elevada infiltracdo de macréfagos e da liberacéo de
citocinas pro-inflamatérias. Nestas condicdes, a elevada lipolise no TAB promove a distribuicédo
ectopica de triacilglicerol e de AGNE para tecidos periféricos, como o musculo esquelético,
vasos sanguineos, coracao, figado e pancreas, que incorporam o excesso de AGNE circulantes,
onde é desencadeado um processo inflamatdrio, fenémeno conhecido por lipotoxicidade
(HUANG-DORAN et al., 2010; VIRTUE; VIDAL-PUIG, 2010).

Com a lipotoxicidade decorrente da extrema lipdlise do TAB surgem disturbios na
homeostase a glicose e resisténcia a insulina em tecidos como o figado, TAB e musculo
esquelético. Estas disfungdes produzem uma hiperinsulinemia grave, no inicio do diabetes, e
insulinopenia severa na fase mais tardia. Neste contexto, a resisténcia a insulina também
favorece 0 aumento da gliconeogénese e da lipogénese hepéticas, culminando em esteatose
hepatica e hipertrigliceridemia graves (PARK et al., 2008; SEMPLE et al., 2009; GARG, 2011,
VIGOUROUX et al., 2011). Além disso, Haque et al. (2002) evidenciaram que individuos
com perda severa de gordura apresentaram reduzidas concentra¢fes sanguineas de leptina e
adiponectina, adipocinas secretadas pelo TAB que favorecem o aumento da sensibilidade a

insulina.

Qualquer alteracdo na adiposidade do tecido adiposo branco, seja seu excesso ou a sua

auséncia parcial ou total, modifica a capacidade dos adipdcitos atuarem como células secretoras
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de multiplas proteinas biologicamente ativas, entre as quais estdo a leptina, a adiponectina e as
citocinas pro-inflamatorias, tais como as interleucinas 6 e 8 (IL-6 e 1L-8) e o fator de necrose
tumoral a (TNF-a). Sabe-se que na obesidade, 0 excesso de gordura corporal aumenta a
secrecdo de TNF-o que induz um processo inflamatdrio que conjuntamente com o estresse
oxidativo prejudicam a agdo da insulina. Da mesma forma, a perda intensa de TAB contribui
para a instalacdo da resisténcia a insulina (TORRES-LEAL et al., 2010; GARG, 2011;
CAMPANA, 2013). Dessa forma, é facil entender que manter uma adequada regulacdo da
adipogénese e da lipogénese no TAB, processos que controlam a formacdo de adipdcitos
maduros e a biossintese de lipideos na célula adiposa, é essencial para garantir a boa
funcionalidade deste tecido como drgao enddcrino.

2.2 A dinamica do tecido adiposo branco: o adipécito, adipogénese e lipogénese

O tecido adiposo (TA) desempenha importante papel na homeostase energética, no
metabolismo lipidico e na acdo da insulina. Além de ser o maior reservatério energético do
organismo, este tecido atua como 6rgdo endocrino por regular a secrecdo de citocinas como a
leptina, adiponectina, TNF-a, entre outras. O TA é formado por adipécitos, pré-adipécitos,
células endoteliais, células do estroma vascular, fibroblastos, leucécitos, macréfagos e células-
tronco mesenquimais, sendo classificado em tecido adiposo branco, especializado no
armazenamento de lipideos; o0 marrom, especializado na termogénese, e é encontrado no dorso
inferior do pescoco, na clavicula, ao longo da espinha dorsal e do térax; e o bege, encontrado no
interior do TAB, e induz a termogénese em resposta ao estimulo do AMP ciclico (CYPESS et
al., 2009; WU et al., 2012).

No TAB, o tamanho da massa adiposa € determinado pelo numero de adipdcitos que
depende da formacdo de adipdcitos maduros (adipogénese), e pelo acimulo de lipideos no
interior dos adipdcitos (lipogénese de novo e reesterificacdo de acidos graxos). A adipogénese é
um processo no qual pré-adipocitos de origem mesenquimal se diferenciam em adipdcitos
maduros por meio de estagios precisamente controlados por fatores de transcri¢do adipogénicos,
incluindo o PPARY, a SREBP-1c e as proteinas ligantes ao amplificador CCAAT (C/EBP -8, -6
e -a), que desempenham papel chave na complexa cascata transcricional da adipogénese
(WHITE; STEPHENS, 2010).



21

Os C/EBP contém um dominio zipper de leucina necessario para a sua dimerizagdo,
sendo que as isoformas do C/EBP (a, B e 8) sdo altamente expressas em diferentes fases da
adipogénese. Na fase inicial deste processo, a resposta a insulina favorece um répido e
transitorio aumento na expressdo dos C/EBP-3 e -6 em pré-adipGcitos 0s quais, por sua vez,
induzem a expressao do C/EBP-a ¢ do PPARY. Estes ultimos fatores de transcri¢ao se ligam a
regido promotora no ndcleo e ativam genes especificos no TAB, levando a ativacdo da cascata
da adipogénese. Esta inter-relagdo entre C/EBPa ¢ PPARy é fundamental para o controle
transcricional da diferenciacdo dos pré-adipocitos em adipdcitos maduros, apesar de que 0
PPARy estimula a adipogénese na auséncia de C/EBPa (ROSEN et al., 2002; WHITE;
STEPHENS, 2010).

Apobs a ativagdo dos eventos iniciais da adipogénese, os adipdcitos reiniciam o ciclo
celular, sofrem divisao celular regulada (expanséo clonal), saem ent&o do ciclo celular e entram na
diferenciagdo terminal. Nesta tltima fase, o PPARy estimula a expressdo do C/EBPa que, por
feedback positivo, mantém a expressao do primeiro. Portanto, o PPARy possui um papel critico
na regulagdo da adipogénese, enquanto que o C/EBPa induz a diferencia¢ao dos pré-adipdcitos,
pelo menos indireta e parcialmente, por meio da sua acdo na expressdo do PPARy (GESTA,
TSENG; KAHN, 2007; WHITE; STEPHENS, 2010). Além disso, o PPARy atua
sinergicamente com C/EBPa para manter a adequada funcionalidade do adipdcito, incluindo a
captacdo de glicose dependente de insulina, a lipogénese de novo, captacdo e reesterificagdo de
acidos graxos, lipélise, sintese e secrecdo de adipocinas (FESTUCCIA et al., 2009; CHOI et al.,
2010).

Outro fator de transcricdo importante para a funcionalidade do TAB é o SREBP-1c,
porém, o seu papel na adipogénese ainda ndo esta completamente esclarecido. Este fator de
transcricdo modulado pela insulina é altamente expresso no tecido adiposo branco, e €
fundamental para a formacéo dos adipocitos maduros (regula os estagios finais da adipogénese).
Esta proteina induz a expressdo do PPARy e de um ligante endogeno deste fator de transcrigdo,
além de varios outros genes criticos na biossintese de lipideos. A expressdo do SREBP-1c é
regulada pelos fatores de transcricio C/EBP-B, C/EBP-6, ¢ C/EBPa durante a adipogénese
(PAYNE et al., 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gesta%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17956727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tseng%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17956727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kahn%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17956727
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Sobre a lipogénese, no estado pos-prandial, os adipdcitos apresentam grande capacidade
de estocar triacilglicerol em seu citoplasma por meio da captacdo de acidos graxos provenientes
da dieta ou da lipogénese de novo (Figura 1). A esterificacdo dos acidos graxos (AG)
provenientes da dieta em triacilglicerol (TAG) inicia-se com a acao da lipase de lipoproteina
(LPL) que hidrolisa lipideos dos quilomicrons e das lipoproteinas de densidade muitas baixas
(VLDL) circulantes, liberando AG que penetram no adipécito por difusdo facilitada por
transportadores (CD36, FATP, entre outros) onde se esterificam com o glicerol-3-fosfato
sintetizado a partir de glicose ou outros substratos ndo glicidicos (lactato, piruvato e aminoacidos),

formando TAG que é armazenado no interior da gota lipidica no adipdcito (CAMPANA, 2013).

Captacao de acidos graxos
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ACEP = proteina ligadors de aclCod; AGL = dcido graso [vee; FABP = proteina ligadora de dcidos
graxos; FATP = protelns trinsportadora de dcidos graxos; HSL = lipase horménio-senshsel; LPL = Ipase
de sipoproteinas; MF = membrana plasmadtica; QM = guilomioon; TAG = triaciglicerol; VLDOL =
lipoproteine de densidade muko babxa.

Figura 1: Captacdo de acidos graxos nao esterificados pelos adipocitos (FONSECA-ALANIZ et
al., 2007).

A sintese de novo de acidos graxos no interior dos adipdcitos € regulada pela insulina,
horménio que induz a ativagdo da via PI3K/PIP3/AKT. Uma vez ativada, a AKT estimula a
captacdo de glicose, a glicdlise e a expressao de genes envolvidos na sintese de lipideos. Na
lipogénese de novo, moléculas de acetil-coA, derivadas da glicose ou do catabolismo de
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aminodcidos, sdo utilizadas para formar acidos graxos por meio da acdo da enzima acetil-coA
carboxilase (ACC). Esta enzima converte estas moléculas de acetil-coA em malonil-coA. Esta
molécula, entdo, entra na reacdo catalisada pela enzima acido graxo sintase (FAS), culminando na
formacé&o de acil-coA. Este é acoplado a molécula de glicerol-3-fosfato para formar triacilglicerol.
Evidéncias também apontam que a ativagdo da AKT também ativa o fator de transcri¢do nuclear
SREBP1c que estimula a expressao de genes lipogénicos envolvidos na sintese de colesterol,
acidos graxos, triacilglicerol e fosfolipideos (LAPLANTE; SABATINI, 2009; RICOULT e
MANNING, 2013; PORSTMANN et al., 2009).

Diante do exposto até aqui, ¢ facil perceber que possuir um TAB “saudavel” e
funcional é necessario para manter uma adequada homeostase metabdlica. Isto é observado
tanto na obesidade quanto em doencas associadas a lipodistrofia, situacdes em que 0 excesso e
a escassez de TAB causam uma severa resisténcia a insulina, dislipidemia e esteatose
hepética. Considerando, portanto, que o TAB é um érgdo enddcrino regulador da homeostase
metabolica e que a escassez deste tecido altera a sua funcionalidade, tem sido importante
determinar o papel do TAB na severidade dos distirbios metabdlicos relacionados a RI no
diabetes e, dessa forma, desenvolver estratégias terapéuticas que visem amenizar os sintomas
desta doenca, destacando o papel da suplementacdo de aminoacidos, especificamente a
leucina, na regulacdo da adiposidade corporal e da sensibilidade a insulina.

2.3 O papel da leucina na fisiologia do tecido adiposo branco

Os aminoéacidos, como a glutamina e a leucina, sdo moléculas que atuam tanto na
sinalizacdo celular quanto como precursores para a sintese de horménios e de substancias
nitrogenadas de baixo peso molecular. Estes aminoacidos sdo também importantes
reguladores da cascata de fosforilagdo de proteinas e da expressdo de genes em niveis
transcricional, traducional e pds-traducional. Nos Ultimos anos, o papel dos aminoacidos de
cadeia ramificada, leucina, valina e isoleucina, na regulacdo do metabolismo, do crescimento e da
imunidade celular tem recebido muita atencdo. Em especial, a leucina, um aminoécido essencial
que é descrito como um nutriente sinalizador de acéo direta em adipocitos (LYNCH et al., 2002;
WU, 2009).
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A leucina é um aminoacido de cadeia ramificada proveniente de cerca de 20% do total
de proteinas da dieta, sendo que a sua acdo como molécula de sinalizacdo é dependente do
sensor de leucina no meio intracelular, que foi descoberto como leucil-RNAtsintetase (HAN
et al., 2012), aléem da sua concentracdo no interior dos tecidos que é regulada pelas enzimas
mitocondriais aminotransferase de cadeia ramificada, presente no musculo esquelético e no
tecido adiposo, e desidrogenase de a-cetoacido de cadeia ramificada, encontrada em maiores
concentracdes no figado e no tecido adiposo. A primeira transfere o grupo amino da leucina
para o o-cetoglutarato, para formar glutamato e seu correspondente a-cetodcido (o-
cetoisocaproato), a segunda ¢ uma enzima limitante que regula a oxidagdo completa do a-

cetoisocaproato a acetil-coA e a acetoacetato (ADAMS, 2011).

No TAB, os produtos da degradacdo da leucina, acetil-CoA e acetoacetato, podem ser
oxidados para a sintese de energia, durante o jejum, ou serem precursores para a sintese de
acidos graxos de cadeia longa e colesterol no estado pds-prandial. Este tecido é bastante ativo
na utilizacdo dos aminoacidos de cadeia ramificada, sendo que a concentracdo intracelular de
leucina nos adipdcitos € quatro vezes maior que no muasculo esquelético, engquanto, no tecido
muscular, 25 a 50% da leucina estdo no meio extracelular (MINEMURA; LACY;
CROFFORD, 1970; MELNIK, 2012).

Como nutriente sinalizador de agdo direta nos adipdcitos, a leucina é considerada o
regulador mais potente da sintese proteica, por induzir a ativacdo do complexo 1 da proteina
alvo da rapamicina em mamiferos (MTORC1), uma proteina quinase sensivel a nutrientes. A
sinalizacdo da via do mTORCL1 também ¢é essencial na diferenciacdo de pré-adipdcitos em
adipdcitos maduros (adipogénese), na hipertrofia do TAB, na secre¢do de leptina, e na sintese
e secrecdo da adiponectina. Assim, a leucina também possui papel importante no metabolismo
do TAB e na homeostase energética (BLUMER et al., 2008; MELNIK, 2012).

Os mecanismos pelos quais a leucina participa diretamente da ativacdo da via do
mTORC1 envolvem o transporte deste aminoacido para o interior das células, que requer o
efluxo de glutamina via transportador SLC7A5. O influxo de leucina estimula o recrutamento
do mTORCL1 inativo para a membrana dos lisossomos, onde esta proteina se liga a Rag
GTPases, ativando-as, que, em seguida, interagem com raptor (proteina regulatéria associada
ao mTOR). A formagdo do complexo mTORC1/raptor/Rag GTPases estimula a translocagao
do mTORCL1 para o interior dos lisossomos que contém um pool de Rheb-GTP, outra familia
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de GTPases, onde a interagdo do mTORC1 com o seu coativador Rheb promove a ativagéo do
MTORC1 (NICKLIN et al., 2009; SANCAK et al., 2010).

O mTORC1, quando ativado pela leucina, favorece a fosforilacdo dos substratos
p70S6K1 (proteina ribossomal S6 quinase 1), ativando-o, e do 4E-BP1 (proteina 1 ligante do
fator de iniciacdo eucariético 4E), inibindo-o0. Por meio da acdo destes substratos, 0 mMTORC1
regula o metabolismo, o crescimento e a proliferacdo celulares, por induzir diversos processos
anabdlicos, incluindo a sintese de proteinas, organelas e lipideos. No TAB, evidéncias
sugerem que a ativagdo da via de sinalizacdo do mTORC1 pela leucina estimula a hipertrofia
e a hiperplasia deste tecido, por influenciar diretamente a captagdo e/ou biossintese de
lipideos (lipogénese) e a adipogénese nos adipécitos (CARNEVALLI et al., 2010; TORRES-
LEAL et al., 2011; ZEANANDIN et al., 2012). Os mecanismos moleculares pelos quais 0

mTORCL1 regula a adipogénese e lipogénese serdo descritos a seguir (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Regulacdo da adipogénese e lipogénese por meio da sinalizagdo do mTORC1.
Adaptado de Laplante & Sabatini (2009).
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Figura 3. A sinalizacdo do mTORCL1 influencia as principais fases da adipogénese. Adaptado
de Ricoult & Manning (2013).

Nos adipocitos, a ativagdo do mTORC1 pela leucina aumenta a clivagem e a
translocacdo do SREBP-1c ativo para o nucleo, onde estimula a expressdo de genes da
lipogénese de novo, como o da enzima acil-coA liase (ACLY), acetil-coA carboxilase (ACC),
acido graxo sintase (FAS), estearoil-coA desaturase-1 (SCD-1), glicerol-3-fosfato
aciltransferase (GPAT), responsaveis pela sintese de &cidos graxos, triacilglicerol e de
fosfolipideos. O SREBP1c € o principal efetor transcricional do mTORC1, sendo que a

ativacdo deste fator & S6K1-dependente. O mTORC1 também regula indiretamente a
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atividade deste fator, pois fosforila a enzima éacido fosfatidico fosfatase (lipina 1), 0 que eleva
a concentracdo de SREBP-1c ativos no nucleo e a expressdo de genes alvos da SREBP1; no
entanto, 0 mecanismo envolvido neste processo ainda ndo estd totalmente esclarecido
(PORSTMANN et al., 2009; PETERSON et al., 2011).

Além da acdo da leucina na lipogénese, este aminoécido também influencia a lip6lise
no TAB, no qual a completa hidrolise de triacilglicerol a glicerol e &cidos graxos é regulada
pela atividade coordenada das lipases de triacilglicerol, diacilglicerol e monoacilglicerol. A
lipase de triacilglicerol (ATGL) é considerada uma enzima limitante da lipdlise nos adipdcitos
e possui papel essencial no controle do tamanho destas células (ZECHNER et al., 2009). Em
um estudo de Chakrabarti et al. (2010) com adipdcitos 3T3-L1, foi demonstrado que a
ativacdo da via do mTORC1 inibe a atividade e a expressdo do gene que codificaa ATGL e a

lipase horménio sensivel (HSL), impedindo a lipdlise de triacilglicerol e diacilglicerol.

Nos adipocitos, 0 aumento da lipogénese de novo e a inibicéo da lipolise induzida pelo
mTORC1, também estd associado com o aumento na expressdo do fator de transcri¢do
PPARYy e de seu coativador PPARY2 (expresso exclusivamente no TAB), cuja ativacdo
estimula a captacdo, sintese e esterificacdo de &cidos graxos, e o0 armazenamento de
triacilglicerol na célula adiposa recém formada, bem como regula a hidrolise de TAG e a
sensibilidade a insulina (LAPLANTE e SABATINI, 2009; CHAKRABARTI et al., 2010).

A ativagdo do mTORC1 também influencia diretamente a fase terminal da
diferenciacdo dos pré-adipécitos em adipoOcitos maduros (adipogénese), processo
cuidadosamente coordenado pelo PPARYy e pelo C/EBPa. O mTORC1 aumenta a expressao
dos genes do PPARY e do C/EBPa e estimula a adipogénese/biossintese de lipideos, sendo
estes efeitos causados pela inibicdo do 4EBP1 e/ou pela ativagdo direta do PPARy pelo
MTORC1, por mecanismos ainda ndo elucidados (ZHANG et al., 2009; RICOULT,;
MANNING, 2013). Estudos in vitro mostraram que a inibicdo do mTORC1, causada pela
rapamicina, reduziu a expressdo génica do C/EBPa e do PPARy, inibiu a atividade deste
ultimo e prejudicou a expressdo de varios genes lipogénicos em pré-adipocitos (KIM; CHEN,
2004; CHO et al., 2004).

Outros estudos mostram que 0 mTORC1 também influencia o primeiro passo da
adipogénese - a formacdo de pré-adipocitos imaturos a partir da de células tronco
mesenquimais - por meio da sua acdo sobre a atividade do S6K1 (UM et al., 2004;
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CARNEVALLI et al., 2010). No entanto, 0 mecanismo molecular pelo qual a S6K1 controla
a adipogénese ainda ndo esta totalmente esclarecido.

O mTORC1 também regula a adipogénese por meio de mecanismos complementares,
como por exemplo, o seu efeito sobre a ativacdo do SREBP1 no nucleo dos adipdcitos e a
fosforilagéo da lipina. A clivagem do SREBP1c pelo mTORC1 contribui para a indugdo da
adipogénese e lipogénese por promover a sintese de ligantes endogenos do PPARy. Outro
mecanismo envolve a acdo do mTORC1 na atividade da lipina 1. Esta enzima atua como
coativador do PPARY, e indiretamente mantém a expressdo do C/EBPa, que ajuda a manter as
caracteristicas lipogénicas dos adipdcitos maduros (KOH et al., 2008; LAPLANTE;
SABATINI, 2009).

Pesquisas também tém destacado o efeito da leucina como nutriente regulador da funcéo
enddcrina do adipdcito, principalmente quanto a secrecdo de adipocinas, como a leptina e a
adiponectina, substancias biologicamente ativas que aumentam a sensibilidade a insulina e
melhoram a toler&ncia a glicose. Além disso, a adiponectina é considerada a principal adipocina
anti-inflamatoria secretada pelo adipdcito. Experimentos in vitro tém demonstrado que a leucina
estimula 0 aumento da sintese e da secrecdo de adiponectina nos adipdcitos, de maneira
mTORC1-dependente (LYNCH et al., 2006; BLUMER et al., 2008; TORRES-LEAL et al.,
2011).

Outro efeito atribuido & leucina esta associado a via de sinalizagdo da insulina nos
adipdcitos. Nos estudos de Hinault et al. (2004 e 2006) com adipdcitos tratados com
wortmannin (inibidor da fosfatidil inositol 3 quinase, PI3K), que bloqueia o transporte de
glicose induzido pela insulina, foi demonstrado que a leucina aumentou a captacdo de glicose
pelos adipdcitos relacionada com o aumento na lipogénese no TAB. Os autores sugeriram que
este aminodacido recuperou a via de sinalizacdo de insulina, por estimular a PDK1 (proteina
quinase 1 fosfoinositideo-dependente) que ativa a PKB (proteina quinase B, também

conhecida como AKT), quando a via da PI3K esta inibida.
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3.0 JUSTIFICATIVA, RELEVANCIA E PROPOSTA GERAL DO ESTUDO

Atualmente, existe crescente interesse em esclarecer melhor o envolvimento do TAB
na fisiopatologia do diabetes mellitus, visando buscar possiveis estratégias terapéuticas que
favorecam o controle glicémico e insulinico nesta doenca. No modelo experimental de
diabetes induzido por STZ no periodo neonatal proposto por Takada et al. (2007), além da
hiperglicemia crénica, observou-se importante reducdo da adiposidade corporal que
desencadeou uma resisténcia a insulina em ratos diabéticos, o que foi considerado um ponto
crucial para a disfuncdo metabolica e diabetogénica nesta doenca. Por outro lado, a
recuperacdo trofica da massa adiposa branca, seja pelo tratamento com insulina ou com
pioglitazona foi efetiva em reverter consideravelmente a resisténcia a insulina e as
anormalidades metabolicas deste modelo (TAKADA et al., 2008). Nessa perspectiva, a
reducdo extrema da adiposidade corporal que acompanha o diabetes, bem como a sua
recuperacdo, reforgcam o papel do TAB como 6rgdo enddcrino que pode influenciar a resposta

a insulina e o controle glicémico no individuo diabético.

Embora recentemente tenham sido descritas algumas a¢des da leucina influenciando as
respostas metabdlicas adipogénicas e lipogénicas do TAB, sobretudo com relacdo a acdo da
insulina, h& grande escassez de informacdes sobre os efeitos da suplementacdo cronica com
leucina em ratos diabéticos com perda extrema de tecido adiposo branco. Considerando,
portanto, que algumas respostas do TAB a insulina sdo influenciadas pela leucina; e na
perspectiva de melhor esclarecer uma possivel associacdo existente entre a leucina e a
adiposidade reduzida no diabetes e, dessa forma, contribuir na busca de estratégias
terapéuticas e/ou preventivas para esta disfuncdo metabolica, torna-se fundamental avaliar as
repercussdes deste tratamento sobre a expressao de proteinas envolvidas na regulacdo da
lipogénese e da adipogénese nos adipocitos, bem como os efeitos da recuperagéo trofica do

TAB sobre a homeostase glicémica no diabetes.
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4.0 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Investigar os efeitos da suplementacdo cronica com leucina sobre a adiposidade do

tecido adiposo branco, bem como a repercussdo metabdlica desta modulacdo em ratos com

diabetes induzido por estreptozotocina no periodo neonatal.

4.2 ESPECIFICOS

Investigar a presenca da hiperglicemia, hipoinsulinemia e da resisténcia a insulina

neste modelo experimental de diabetes;
Verificar a hiperfagia diabética presente em animais diabéticos;

Verificar a perda de massa adiposa em animais diabéticos que ndo receberam qualquer

tipo de tratamento;

Avaliar o efeito da suplementagéo crénica com leucina sobre o tamanho da massa
adiposa nos coxins subcutaneo e visceral dos grupos experimentais, e estabelecer
possiveis mecanismos moleculares por meio da analise da expressdo proteica (fracGes
totais e/ou fosforiladas) da mTOR, p70S6K, PPARy, C/EBPa, ACC1 e FAS;

Avaliar o efeito da suplementacdo com leucina sobre a hiperfagia diabética e a

concentracdo de citocinas no tecido adiposo branco e no soro de animais diabéticos;

Avaliar a repercussdo metabolica relacionada a intolerancia a glicose e a resisténcia a

insulina em ratos diabéticos tratados com leucina.
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5.0 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
5.1 Animais

Neste estudo, utilizou-se 48 ratos machos da linhagem Wistar que foram
acompanhados do nascimento até completarem 12 semanas de vida em biotério de
experimentacdo (Figura 4). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, sob
condigOes de temperatura ambiental controlada de 23°C, ciclo de iluminagéo claro/escuro de
12/12 h (periodo claro iniciando as 14h00min), com agua e racdo ad libitum (padrdo AIN-
93M). Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo, de acordo com as
normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (Protocolo
CEUA/FCF/380).

12§
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L
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£ | OGTT A
S N N
M | T A
STZ A C S
M | |
s A
Adaptacdo & ragfio Peso animal
e ambiente Consumo ragdo

Glicemia pos prandial
Figura 4. Cronograma de execucdo dos experimentos in vivo realizados em biotério.
5.2 Grupos experimentais

Ratos Wistar, machos, desmamados, foram distribuidos em trés grupos: i) Grupo C
(n=12) — ndo diabético com ragdo controle; ii) Grupo D (n=12) — diabético, racdo controle; iii)
Grupo DL (n=12) — diabético , ragéo suplementada com 5% de L-leucina. Apos o periodo de 12

semanas de vida, os animais foram eutanasiados.
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5.3 Inducéo do diabetes, distribui¢cdo dos animais aos respectivos grupos e a ragao

A inducdo do diabetes foi realizada no quinto dia de vida dos animais (periodo
neonatal). Apds 8 horas de jejum (periodo em que os filhotes permaneceram separados de
suas maes), 0s animais receberam uma injecdo intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) -
120mg/kg peso corporal (p.c.) - diluida em tampéo citrato de sédio (10 mmol/L, pH 4,5)
(TAKADA et al., 2007 e 2008). Animais do grupo controle também recebeu uma injecéo
intraperitoneal contendo apenas tampdo citrato. Em seguida, todos os animais foram mantidos
com suas respectivas maes até completarem 3 semanas de vida (desmame). No desmame, 0s
animais foram distribuidos em seus respectivos grupos, e tiveram 1 semana de adaptacdo a
racdo e as gaiolas. Todos os ratos que pertenciam ao grupo diabético apresentaram uma
glicemia igual ou superior a 150 mg/dL, semelhante ao estudo de Takada et al. 2007, e foram
incluidos no estudo. Os ratos do grupo DL receberam racdo suplementada com 5% de L-
leucina, e os animais dos grupos C e D receberam racdo controle (TORRES-LEAL et al.,
2011).

E importante destacar que outro grupo de animais diabéticos (n = 12) recebeu racéo
suplementada com uma mistura de aminoacidos ndo essenciais (alanina, &cido aspartico,
glicina, prolina e serina) para manter o balango isonitrogenado entre as ragdes. No entanto, 0s
dados deste grupo (grupo DA) ndo foram considerados neste estudo, visto que 0s aminoacidos
que compdem a racdo AANE sdo exclusivamente neoglicogénicos, ou seja, estimulam a
sintese hepética de glicose. Este fato agravou acentuadamente o quadro clinico da doenca
nestes animais, isto €, o consumo diario de racdo foi quase duas vezes maior que o do grupo D
(polifagia) e houve uma piora importante da hiperglicemia cronica (Figura 15, Anexos,

pagina 106).

5.4 Rac0es

As racOes foram preparadas, em forma de pellets, nas dependéncias do Biotério de
Producdo e Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de

Quimica da Universidade de S&o Paulo, de acordo com as recomendacGes do American
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Institute of Nutrition (REEVES, 1993). Semelhante ao estudo de Lewis et al. (2003), as dietas
dos animais foram preparadas com base na racdo de manutengcdo AIN-93M. Aqueles autores
demonstraram em seu estudo que ratos alimentados com racdo AIN-93M desde o desmame
até 36 semanas de idade apresentaram curvas de crescimento e de peso corporal normal, o que
levou os autores a concluir que a sua formulagdo possui nutrientes em quantidades adequadas

ao requerimento nutricional dos animais em crescimento.

Racédo controle — Cada quilograma da racdo AIN-93M possui 620,692g de amido,
100g de sacarose, 509 de celulose, 140 de caseina, 1,8g L-cistina, 40g de 6leo de soja, 359 de
mistura de minerais, 10g de mistura de vitaminas, 2,59 de bitartarato de colina e 0,008g de

terc-butil-hidroquinona.

Racédo suplementada com leucina — partindo da formulacdo da dieta AIN-93M, foi
adicionada 5% de L-Leucina (50g/1000g), ou seja, 50g de amido foram substituidos por L-
Leucina. Esta dose se encontra dentro do maior nivel de ingestdo em que ndo alterou a
concentracdo plasmatica de ureia, marcador de toxicidade renal devido ao excesso de
nitrogénio, apds 13 semanas em ratos (TSUBUKU et al., 2004). Além disso, Matsuzaki et al.
(2005) ndo encontraram qualquer alteracdo no ganho de peso corporal, na ingestdo alimentar,
na atividade de biomarcadores de toxicidade hepatica e renal como as enzimas aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase, creatina fosfoquinase e fosfatase alcalina em

ratos saudaveis suplementados com 5% de leucina.

5.5 Avaliacéo clinica e sistémica

A partir da 4% semana de vida dos animais, a evolucéo clinica dos animais foi avaliada
mediante acompanhamento do peso corporal e do consumo alimentar, sendo realizada 2
vezes/semana com uso de uma balanca semianalitica. O consumo alimentar foi estimado
mediante o calculo da diferenga entre a quantidade de racdo disponibilizada anteriormente e a
sobra, e o resultado desta diferenca foi dividido por 7 para obter o consumo diario de racao.
Para estimar o ganho de peso corporal diario, também foi feita a diferenca entre o peso
corporal anterior e o atual, dividido por 7. Além disso, a glicemia pds prandial dos animais foi
avaliada 2 vezes/semana. Para isto, 2 horas apds o acender das luzes, uma amostra de sangue

da cauda do animal foi coletada com auxilio de aparelho de glicosimetro (Accu-check
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performa, Roche®, SP, Brasil). Na 11% semana de vida dos animais, foram realizados os testes

de tolerancia oral a glicose (OGTT) e curva de toleréncia a insulina (ITT), descritos a seguir.
5.5.1 Teste oral de tolerancia a glicose (OGTT)

Para a determinacdo da curva glicémica apds sobrecarga de glicose oral, os animais
apos jejum prévio de 8 horas, receberam uma dose da solugdo de glicose a 50% (75mg/100g
p.c.), por gavagem. Realizou-se a anélise da glicemia capilar caudal, por meio de glicosimetro
(Accu-check performa, Roche®, SP, Brasil), em diferentes momentos: 0 (basal), 5, 15, 30, 60
e 90 minutos ap6s a administracdo de glicose. Para garantirmos que o periodo de jejum entre
o0s animais fossem similares, no dia anterior ao teste, as ragdes dos respectivos animais foram
retiradas por 5 horas; em seguida, os ratos voltaram a ter acesso ad libitum a racdo por mais 5
horas. Somente ap0s periodo, a racdo foi totalmente retirada por 8 horas antes do inicio do
teste e, nesse processo, 0s animais foram colocados em gaiolas limpas para garantir que ndo

houvesse quaisquer resquicios de racao.

5.5.2 Teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (iplTT)

Para a determinacdo da curva glicémica, ap6s jejum prévio de 8 horas, foi injetada
uma dose de insulina (75 mU/100g p.c.) na regido intraperitoneal. Foi analisada a glicemia
capilar caudal, por meio de glicosimetro nos momentos: 0 (basal), 3, 6, 10, 15, 30, 45 e 60
minutos ap6s a carga de insulina. Para a realizagdo do teste foi adotado o mesmo

procedimento para o jejum dos animais, descrito anteriormente (item 5.5.1).

5.6 Eutanasia dos animais

Ao completarem a 122 semana de vida, os animais foram anestesiados apds 6 horas de
jejum e eutanasiados. Com a finalidade de minimizar as diferencas no intervalo de jejum entre
0s animais, no dia anterior a eutandsia, foi retirada a racdo dos respectivos animais por 5
horas; em seguida, 0s ratos voltaram a ter acesso ad libitum a racdo por mais 5 horas. Somente
apos periodo, a racdo foi totalmente retirada por 6 horas antes do inicio da eutanasia e, nesse
processo, 0s animais foram colocados em gaiolas limpas para garantir que ndo houvesse

quaisquer resquicios de ra¢do. A ordem dos animais foi rotativa, ou seja, um animal de cada
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grupo era eutanasiado até que se repetisse 0 primeiro grupo. Com isso, 0S Qrupos

apresentaram, em média, 0 mesmo periodo de jejum.

Imediatamente ap6s a eutanasia dos animais, foi realizada uma laparotomia para a
exposicdo dos coxins adiposos [TAB subcutdaneo - SC (regido inguinal) e visceral
(retroperitoneal - RP, epididimal - EP, mesentérico - MS)], os quais foram rapidamente
pesados em balanca analitica com precisdo de 0,0001g e, posteriormente, armazenados em
freezer — 80°C. O peso dos tecidos adiposos foi determinado pela razdo entre o peso total do
tecido e o peso do animal, e expresso em g/100g do animal. Amostras de sangue foram
coletadas em tubos sem anticoagulante e o soro, obtido por centrifugacao, foi armazenado em
freezer — 80°C em microtubos para analises das concentracdes séricas de glicose, insulina,
HDL-colesterol, Colesterol total, triacilglicerol e de citocinas como a leptina, adiponectina,
TNF- a, IL-6 e 1L-10.

5.7 ConcentracOes séricas de glicose e de insulina de jejum, TAG, HDL e CT, e de

hormdnios no soro e no tecido adiposo retroperitoneal (TRP)

As concentracdes de glicose, triacilglicerol, HDL-colesterol e colesterol total no soro
foram determinados por método enzimatico-colorimétrico, utilizando-se kits da LABTEST,
por meio do aparelho LABMAX. As andlises de insulina no soro, e de adiponectina, leptina,
TNF-alfa, IL-6, IL-10 e IL-1beta no soro e no TRP foram realizadas utilizando-se kit’s
MILLIPLEX® MAP com beads magnéticas (RMHMAG-84K, RECYTMAG-65K,
RADPNMAG-81K) (®*MILLIPORE). O indice HOMAr (homeostasis model of assessment-
insulin resistance) foi calculado como um indicador de resisténcia a insulina; HOMA =

[(insulinemia de jejum (mU/L) x glicemia de jejum (mmol/L)]/22,5.

Para as andlises no TRP, 200mg de tecido foi homogeneizado em 800uL de tampédo
PBS contendo inibidores de protease e fosfatase, em seguida, 25uL do extrato de TRP foi
analisado conforme protocolo descrito em cada kit Milliplex MAP. Os resultados das anéalises
de adipocinas (leptina, adiponectina, TNF-alfa, 1L-6, IL-10 e IL-1beta) realizadas no TRP
foram expressos em pg/mg de proteina ou ng/mg de proteina. Para isso, 25uL do extrato de
TRP foi utilizado para quantificar o contetdo total de proteina, segundo protocolo descrito no

kit de quantificagdo de proteina por BCA (Pierce; ®Thermo Scientific).
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5.8 Estudos com coxins adiposos subcutaneo e retroperitoneal
5.8.1 Western Blotting

Para as analises de Western Blotting, 300mg de cada coxim foram homogeneizados
em 600uL de tampédo RIPA contendo inibidores de protease e fosfatases. Em seguida, 10uL
do extrato de cada tecido adiposo foi utilizado para quantificar o contetdo total de proteina,
segundo protocolo descrito no kit de quantificagdo de proteina por BCA (Pierce; ®Thermo
Scientific). Para o ensaio, 10uL do homogenato de tecido foram diluidos em 190uL de agua
deionizada com um fator de diluicdo 1:20 (20x). Os reagentes de deteccdo foram diluidos na
propor¢do 1:50. Em seguida, 10puL da amostra diluida reagiu com 200pL da solugdo contendo
0s reagentes de detecgéo, cuja leitura foi realizada por espectrofotdmetro a 562 nm.

Amostras contendo proteinas (50ug tecido adiposo SC e 60ug tecido adiposo RP)
foram aquecidas por 5 minutos a 100°C, em tampéo contendo 240mM-Tris (pH 6,8), 40%
glicerol, 0,8% SDS, 200mM-B-mercaptoetanol e 0,02% de azul de bromofenol. Logo em
seguida, resfriadas em gelo e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Apds a completa corrida das proteinas no gel, elas foram transferidas para membrana
de nitrocelulose em tampao de transferéncia (3mM glicina, 48nM Tris base, 0,037% SDS, pH
8,3). As membranas de nitrocelulose foram incubadas em solucdo de bloqueio 0,5% de
albumina sérica (BSA) (Sigma-Aldrich®) diluida em PBS com Tween (PBST), em seguida,
foram lavadas e incubadas overnight a 4°C com anticorpos primarios especificos (Cell
Signaling Technology®), na proporcdo de 1:1000 - mTOR, p-mTOR (Ser2448), p70S6K1, p-
p70S6K1 (Thr389), PPARy, C/EBPa, ACCI1, FAS, AKT, p-AKT (Thr308). Apds 3 lavagens
com PBST, as membranas foram incubadas durante 1hora com anticorpo secundario anti-
rabbit 1gG com peroxidase diluido 1:5000 em PBST e 2% de BSA. Em seguida, as
membranas foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-g-actin peroxidase (Sigma-
Aldrich®), diluido na proporgédo 1:25.000, que foi utilizado como normalizador. As imagens
(bandas) foram visualizadas no aparelho Image-Quant 400 (GE Healthcare). A proteina total
foi calculada por meio da densidade de cada banda e normalizada pela densidade da f actina,

em software especifico.
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5.8.2 Reacgdo em Cadeia de Polimerase em tempo real (;PCR)

O RNA foi extraido do tecido adiposo utilizando o reagente Trizol (®Invitrogen),
seguindo instrucfes do fabricante. As amostras contendo o RNA foram dissolvidas em agua
DEPC e suas concentragdes foram determinadas por meio do espectrofotdometro (Nanodrop)
nos comprimentos de onde de 260nm (RNA) e 280 (proteina). O grau de pureza da amostra
foi avaliado por meio da relacdo das leituras 260/280, sendo considerados valores ideais entre
1,8 e 2,0. Uma aliquota do RNA foi submetida a eletroforose em gel de agarose a 1% para
visualizagdo da integridade do RNA, observando as subunidades do RNA ribossomico, 18S e
28S, e também possiveis contaminagdes com DNA.

Em seguida, o DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 2ug de RNA
total, com auxilio do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (®Applied Biosystems).
Este kit usa random primer para iniciar a sintese de cDNA, em termociclador, nas seguintes
condigdes: ciclos a 25°C (10 minutos), a 37°C (120 minutos), a 85°C (5 minutos) e a 4°C (3
minutos). Foi utilizado 2uL de cDNA, SYBR Green master mix e primers (®Applied
Biosystems) para as analises de PCR (sequéncia de primers — Tabela 1). As reagdes de PCR
em tempo real foram realizadas em triplicata em placas especificas de 96 pogos no
equipamento StepOnePlus Real-Time PCR System, utilizando o sistema para deteccdo de
produtos de amplificacdo SBYR Green Mastermix (®Applied Biosystems). A quantificacdo

272ACt ytilizando a

relativa de cada RNA mensageiro (RNAm) foi calculada pelo método
expressdo do gene da gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) como normalizador. Os
dados foram reportados como folds, cujos valores foram comparados aqueles do grupo

controle.

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados na reagdo de PCR em tempo real (;PCR)

Sequéncia
Gene de interesse Sense Primer (5°-3") Antisense Primer (57-3")
Leptina TCCCTCTGACACATCCCCTA GGTGGCTGGTTTGTTTCTGT
Adiponectina GTCCCCTTCCCCATACACTT GAATCATTATGACGGCAGCA
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6.0 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados de cada pardmetro foram expressos como média + erro-padréo.
Inicialmente, os dados foram avaliados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e a
homogeneidade das variancias (Testes de Cochran C, Hartley, Bartlett). Em seguida, foi feita
a andlise de variancia (ANOVA), one-way ou two-way, com pos-teste de Tukey para
comparacdes entre as médias. A relagdo entre glicemia pds prandial e a adiposidade subctanea
e visceral dos animais diabéticos foi avaliada por meio da Correlacdo Linear de Pearson. Foi
utilizado o software GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, Inc) e adotado o valor
de p< 0,05.
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RESUMO

A resisténcia a insulina (RI) e a hiperglicemia cronica no diabetes pode reduzir o tamanho e a
funcionalidade do tecido adiposo branco (TAB). Como ativador da proteina alvo da rapamicina
em mamiferos (MTOR), a leucina pode regular a adiposidade, o balanco energético e a
homeostase glicémica. Portanto, foi investigado se a suplementacdo cronica com leucina pode
afetar a adiposidade e melhorar a Rl em ratos diabéticos com perda intensa de TAB. Apds o
desmame, os animais foram distribuidos nos grupos: C — ndo diabético; D — diabético; e DL —
diabético que recebiam racdo suplementada com 5% de L-leucina por 8 semanas. O tratamento
cronico com leucina reverteu a perda de massa adiposa dos coxins subcutaneo e viscerais neste
modelo experimental, que pode ser explicado pelo aumento da expresséo da p-p70S6K 1, PPARY,
ACCL1 e FAS, proteinas que estimulam a adipogénese e lipogénese de novo nos adipdcitos.
Além disso, houve um aumento da expressdo de AKT total no coxim SC no grupo DL, mas
ndo foi alterada no coxim RP, indicando que a leucina também pode melhorar a resisténcia a
insulina por ativar a AKT. A glicemia pos prandial diminui e a sensibilidade a insulina
aumentou, avaliada pela constante de desaparecimento da glicose (Kit), em ratos diabéticos
tratados com leucina. Em conclusdo, a suplementagdo crénica com leucina aumentou a
adiposidade de ratos diabéticos, que foi relacionado com a melhora da intolerancia a glicose e

da resisténcia & insulina.

Palavras-chave: diabetes; tecido adiposo; adiposidade; resisténcia a insulina; leucina;

intolerancia a glicose.
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1. Introducgéo

O diabetes mellitus (DM) é caracterizado por uma hiperglicemia crénica resultante da
deficiéncia absoluta ou relativa na secrecdo de insulina e/ou resisténcia periférica a acdo da
insulina [1]. Em ratos adultos, o0 modelo de diabetes induzido por estreptozotocina (STZ) é
classicamente caracterizado como DM tipo 1, no qual altas doses de STZ causam uma
deficiéncia absoluta de insulina. Em ratos neonatos, dependendo da dose de STZ e do dia
escolhido para injecdo da droga, sdo observados uma intolerancia a glicose, hiperglicemia e
hipoinsulinemia moderadas na fase adulta, sendo considerado um modelo animal de diabetes
tipo 2 [2].

No modelo experimental de diabetes induzido por estreptozotocina no periodo
neonatal proposto por Takada et al. [3,4], além da intoleréncia a glicose, da baixa reserva
pancredtica de insulina e hipoinsulinemia moderada, os animais desenvolveram uma
resisténcia a insulina (RI) que foi relacionada a perda intensa de tecido adiposo branco. Além
do reduzido tamanho dos adipdcitos, 0 TAB perde a sua capacidade de sintetizar e armazenar
lipideos (lipogénese), sendo acompanhada por intensa lipdlise, aumento da concentracdo de
acidos graxos ndo esterificados no sangue, deposi¢do ectdpica de triacilglicerol no figado e
musculo esquelético, o que causa resisténcia periférica a insulina [4]. Mais tarde, estudos
mostraram que recuperar o tamanho da massa adiposa e a funcionalidade do TAB melhorou
pronunciadamente a intolerdncia a glicose e a sensibilidade a insulina neste modelo de
diabetes [4,5].

O tecido adiposo branco (TAB) possui um papel crucial no metabolismo energético,
sensibilidade a insulina, pressao sanguinea, imunidade e no metabolismo lipidico, por meio da
secrecdo de adipocinas — peptideos produzidos pelos adipdcitos que atuam como horménios
com atividade autocrina e enddcrina. Assim, tanto o excesso (obesidade) quanto a perda
intensa de TAB causam sérias complicacbes metabdlicas como resisténcia a insulina,
hipertrigliceridemia, esteatose hepética e diabetes [6,7]. Baseado nestes aspectos fica facil
perceber que manter um TAB “saudavel” e com suas fun¢des como reservatorio energetico e

orgdo endocrino preservadas é importante para manter uma adequada homeostase metabolica.

A leucina é o mais potente regulador da sinalizacdo do complexo 1 da proteina alvo de
rapamicina em mamiferos (MTORCL1) que tem como alvos as proteinas p70S6K1 e 4-EBPL1.
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Assim, este aminoécido pode regular varios aspectos do metabolismo como a sensibilidade a
insulina, o balanco energético, a sintese e secrecdo de citocinas e adipocinas, a adiposidade e
a sintese proteica no TAB, musculo esquelético, figado e pancreas [8-11]. No TAB, a leucina
direta ou indiretamente estimula a hipertrofia e a hiperplasia deste tecido, por influenciar
diretamente a captacdo e/ou biossintese de lipideos (lipogénese) e a diferenciacdo de pre-
adipdcitos em adipocitos maduros (adipogénese), além de regular a secrecdo de leptina, e a
sintese e secrecdo de adiponectina [12-14]. Assim, a leucina também possui papel importante

no metabolismo do TAB e na homeostase metabdlica.

Com a ativacdo do mTORC1, ocorre a translocacdo e ativacdo de fatores de
transcri¢cdo nucleares — o receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomas (PPARY), a
proteina 1c ligadora do elemento regulado por esterdis (SREBP-1c) e as proteinas ligantes ao
amplificador CCAAT (C/EBPa, B e ) — que regulam a expresséo de proteinas que controlam a
adipogénese e a lipogénese nos adipdcitos [15]. O PPARy é predominantemente expresso no
TAB, é o principal coordenador da hiperplasia e hipertrofia das células adiposas e atua também
na sensibilidade a insulina, pois aumenta a captagdo de glicose por este tecido. O PPARy atua
sinergicamente com C/EBPa para manter a adequada funcionalidade do adipdcito, incluindo a
captacdo de glicose dependente de insulina, a lipogénese de novo, captacdo e reesterificagdo de
acidos graxos, lipdlise, sintese e secrecdo de adipocinas [16,17].

Além da adiposidade, a ingestdo cronica de leucina regula a homeostase glicémica, por
mecanismos dependentes ou independentes de alteragdes na composicdo corporal [8,18-20]. A
leucina é insulinotropica, reduz a gliconeogénese e melhora a esteatose hepaticas, recupera a
atividade da AKT nos adipdcitos (enzima limitante da cascata de sinalizacdo de insulina) e
aumenta a secrecdo de adiponectina e, dessa forma, aumenta a sensibilidade a insulina em
tecidos periféricos como figado, musculo esquelético e TAB e influencia a homeostase a glicose
[8,18-23]. Por outro lado, foi evidenciado em ratos obesos e diabéticos que o efeito agudo da
suplementagdo com leucina causa resisténcia a insulina no muasculo esquelético, pois ocorre
aumento da fosforilagdo do substrato 1 do receptor de insulina (ISR-1) em residuos de serina,

que inibe a transducgdo do sinal deste horménio [24,25].

Considerando, portanto, a importancia do tecido adiposo branco e de suas adipocinas na
regulacdo da homeostase metabolica, bem como o efeito direto ou indireto da leucina na

regulacdo da lipogénese, adipogénese e sensibilidade a insulina, o objetivo do estudo foi
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investigar se a suplementacédo cronica com leucina pode afetar a adiposidade corporal e melhorar
a sensibilidade a insulina em modelo experimental de diabetes com perda intensa de TAB.

2. Secdo Experimental
2.1. Animais

36 ratos da linhagem Wistar machos foram obtidos no Biotério de Experimentacao
Animal da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo e mantidos em
gaiolas individuais, temperatura ambiente 22 + 2°C e umidade relativa do ar 55 + 10%, ciclo
de iluminacdo claro/escuro de 12/12 h (periodo claro iniciando as 14h00min), com agua e
racdo ad libitum. Estes ratos ainda recém-nascidos (5 dias de vida) foram separados de suas
respectivas maes por 8h (jejum) e distribuidos em 2 grupos: grupo diabético (n=24) que
recebeu uma injecdo intraperitoneal (ip) de STZ [120 mg/kg de peso corporal] diluido em
tampdo citrato [10mM de citrato de Na (pH 4,5)] e um grupo ndo diabético (n=12) que
recebeu somente uma injecdo (ip) do tampdo citrato com volume equivalente, que foi
considerado o grupo controle (grupo C). Ao final da terceira semana de vida (desmame),
todos os ratos que pertenciam ao grupo diabético apresentaram uma glicemia igual ou
superior a 150 mg/dL, e foram incluidos no estudo. Em seguida, estes animais foram
distribuidos aleatoriamente entre o grupo D (n=12) que receberam a racdo AIN-93M (dieta
controle), e o grupo DL (n=12) que receberam a ragdo AIN-93M suplementada com 5% de L-

leucina durante 8 semanas.

2.2. Dieta e desenho experimental

As dietas experimentais foram preparadas de acordo com as recomendagdes do
American Institute of Nutrition (AIN-93M) [26]. Para a racdo suplementada com 5% de L-
leucina, 50g de amido de milho/kg de racdo foram substituidos por 50g de L-leucina. Outros
estudos ja utilizaram esta dose e nao foi reportado nenhum efeito toxico hepatico e renal em
ratos [27-29]. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, de
acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(Protocolo CEUA/FCF/380).
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A partir da 42 semana de vida dos animais, 0 peso corporal, 0 consumo alimentar e a
glicemia pos prandial foram avaliados semanalmente até completarem 12 semanas de vida. O
ganho de peso diario foi obtido pela diferenca entre o peso atual e aquele medido na semana
anterior dividido por 7. O calculo do coeficiente de eficacia alimentar foi obtido a partir da
divisdo entre o consumo diério de racdo e o0 ganho de peso diario dos animais. Quanto menor
for o coeficiente de eficacia alimentar, menos comida o animal precisou ingerir para ganhar
peso corporal, indicando que este animal foi mais eficiente metabolicamente [30]. A
concentracdo de glicose sanguinea pés-prandial foi obtida no periodo pos-absortivo, ou seja, 2

horas apds inicio do ciclo claro dos ratos.

Na 112 semana de vida dos animais, foi realizado um teste de sensibilidade a insulina
(ITT), apds 8 horas de jejum. Cada animal recebeu uma injecdo com insulina (75muU/100g
p.c.) na regido intraperitoneal. Em seguida, com auxilio de um glicosimetro, foi analisada a
glicemia capilar caudal nos momentos: 0 (basal), 3, 6, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos apds a

carga de insulina.

2.3. Eutanasia

Ao final da 122 semana de vida, todos os animais foram eutanasiados apds 6 horas de
jejum. Imediatamente apds a eutanasia dos animais, amostras de sangue foram coletadas em
tubos sem anticoagulante e o soro, obtido por centrifugacdo, foi armazenado em freezer —
80°C em microtubos para analise da concentracdo sérica de insulina. Além disso, foi realizada
uma laparotomia para a exposicdo do tecido adiposo subcutaneo (regido inguinal) e dos
tecidos epididimal, retroperitoneal e mesentérico (viscerais), que foram removidos e pesados
para determinar a adiposidade dos grupos experimentais. O peso destes tecidos adiposos foi
obtido pela razéo entre o peso total do tecido e o peso do animal, e expresso em g/100g do
animal. Amostras do coxim subcutaneo e do retroperitoneal foram utilizadas para analises da
expressao de proteinas que regulam a adipogénese e lipogénese de novo e a sensibilidade a

insulina, por meio do Western Blotting.
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2.4. Concentracao de insulina no soro

A concentracdo de glicose no soro foi determinada por método enzimatico-
colorimétrico, utilizando-se kits da LABTEST, por meio do aparelho LABMAX. A analise de
insulina no soro foi realizada com o kit RMHMAG-84K MILLIPLEX® MAP com beads
magnéticas ("MILLIPORE).

2.5. Analises Western Blotting

Para as andlises de Western Blotting, 300mg de cada coxim (subcutaneo e
retroperitoneal) foram homogeneizados em 600uL de tampdo RIPA contendo inibidores de
protease e fosfatases. Em seguida, 10uL do extrato de cada tecido adiposo foi utilizado para
quantificar o contetdo total de proteina, segundo protocolo descrito no kit de quantificacao de

proteina por BCA (Pierce; ®Thermo Scientific).

O extrato contendo 60ug de proteinas de cada coxim adiposo foi aquecido, por 5
minutos a 100°C, em tampédo contendo 240mM-Tris (pH 6,8), 40% glicerol, 0,8% SDS,
200mM-B-mercaptoetanol e 0,02% de azul de bromofenol. Logo em seguida, os extratos
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e transferidos para

membrana de nitrocelulose (GE Healthcare®).

As membranas de nitrocelulose foram incubadas em solucdo de bloqueio 0,5% de
albumina sérica (BSA) (Sigma-Aldrich®) diluida em PBS com Tween (PBST), em seguida,
foram lavadas e incubadas overnight a 4°C com anticorpos primarios especificos (Cell
Signaling Technology®), na proporcdo de 1:1000 - mTOR, p-mTOR (Ser2448), p70S6K1, p-
p70S6K1 (Thr389), PPARy, C/EBPa, ACC1, FAS, AKT, p-AKT (Thr308). Apés 3 lavagens
com PBST, as membranas foram incubadas durante lhora com anticorpo secundario anti-
rabbit 1gG com peroxidase diluido 1:5000 em PBST e 2% de BSA. Em seguida, as
membranas foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-g-actin peroxidase (Sigma-
Aldrich®), diluido na proporgédo 1:25.000, que foi utilizado como normalizador. As imagens
(bandas) foram visualizadas no aparelho Image-Quant 400 (GE Healthcare). A proteina total
foi calculada por meio da densidade de cada banda e normalizada pela densidade da B actina,

em software especifico.
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2.6. Andlise Estatistica

Os resultados de cada pardmetro foram expressos como média + erro-padréo.
Inicialmente, os dados foram avaliados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e a
homogeneidade das variancias (testes de Bartlett). Em seguida, foi feita a analise de variancia
(ANOVA) one-way ou two-way, com pos-teste de Tukey para comparagdes entre as médias.
As relagbes entre glicemia pos prandial e as adiposidades subcutanea e visceral dos animais
diabéticos foram avaliadas por meio da Correlacdo Linear de Pearson. Foi utilizado o

software GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, Inc) e adotado o valor de p <0,05.

3. Resultados

A Figura 5 mostra que, a partir da 62 semana, houve uma reducdo no ritmo de ganho
de peso diario nos animais diabéticos ndo tratados em comparacdo com o grupo C (p< 0,05), o
que contribuiu para que o peso corporal destes animais fosse significantemente menor que o
do grupo C (p< 0,05). Por volta da oitava semana de vida, o consumo diario de racdo
aumentou substancialmente no grupo D em relacdo ao grupo C (p< 0,05), que se manteve
elevado até o final do experimento (Figura 6). Esta hiperfagia diabética ndo preveniu a queda
do peso corporal dos animais diabéticos ndo tratados, como confirma a Figura 5. Entre 0s
grupos estudados, o grupo D foi menos eficiente em converter a racdo consumida em peso
corporal, ou seja, estes animais precisaram ingerir muito mais ragdo para ganhar peso (Figura
7).

Na oitava semana de vida, o ritmo de ganho de peso dos animais tratados com leucina
foi similar ao do grupo C e significativamente maior comparado ao grupo D (p< 0,01), no
entanto, a suplementacdo cronica com leucina ndo alterou o peso corporal dos animais
diabéticos (Figura 5). A partir da 9% semana até o final do experimento, o peso corporal do
grupo DL foi menor comparado com o grupo C (p< 0,05), sem haver diferenga com o grupo
D (p> 0,05). A figura 6 mostra que os animais do grupo DL apresentaram menor consumo
diario de racdo comparado com o grupo D (p< 0,05), apesar disso, estes animais foram mais
eficientes em converter a ragdo consumida em peso corporal comparado com o grupo D
(Figura 7).
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Ainda sobre o consumo diario de racdo, € possivel observar que a hiperfagia diabética
foi completamente normalizada nos animais diabéticos tratados com leucina. A anélise da
AUC da Figura 6 mostra que estes animais tiveram uma menor ingestdo diaria de racdo em
relacdo com o grupo D (p< 0,01), sem haver diferenca estatistica com o grupo controle.
Apesar do menor consumo de ra¢do nos ratos do grupo DL, a ingestdo diaria de leucina se
manteve elevada neste grupo comparado com o grupo D [DL = 1,332 £ 0,026 g/dia; D =
0,3485 + 0,007 g/dia; p< 0,01], o que equivale a um consumo de leucina 3,8 vezes maior no

grupo DL em relacédo ao grupo D.

Como esperado, os animais do grupo D mostraram um aumento progressivo da
glicemia pos prandial e uma menor resposta a acao da insulina exdgena visto no teste de ITT
comparado com o grupo C (p< 0,05), indicando que estes animais apresentavam prejuizos na
tolerancia a glicose e na sensibilidade a insulina. Neste estudo, o tratamento crdnico com
leucina reduziu a hiperglicemia pos-prandial dos animais diabéticos, sem haver diferenca
estatistica com o grupo C (Figuras 8A e 8B). Além disso, a constante de desaparecimento da
glicose apds uma sobrecarga de insulina (K;rr) do grupo DL foi maior que a do grupo D (p<
0,01) e, foi similar aquela do grupo C, o que indica que a ingestao crbnica de leucina também
corrigiu a resisténcia a insulina em ratos diabéticos (Figura 8A). Estes resultados ocorreram
mesmo na auséncia de efeito da leucina sobre a hipoinsulinemia encontrada neste modelo
experimental [(DL = 1117,0 £ 279,9; D = 1255,0 £ 158,6; p> 0,05)] (Tabela 2).

A tabela 2 também mostra que o grupo D apresentou uma reduzida massa adiposa
corporal, principalmente de coxins adiposos viscerais. Neste estudo, 0s pesos dos coxins
adiposos subcutaneo (SC) e viscerais (retroperitoneal, epididimal e mesentérico) foram
menores no grupo D em relagdo ao grupo C (p <0,01). Esta perda de tecido adiposo branco
contribuiu para o aumento da intolerancia a glicose neste modelo experimental. A adiposidade
visceral dos animais diabéticos ndo tratados apresentou uma correlacdo negativa com a
glicemia pos prandial [(visceral (r = -0,8322, p = 0,0104)], sugerindo que quanto menor foi a

massa adiposa no coxim visceral, maior foi o valor da glicemia pos-prandial (Figura 9B).

Com excecdo do coxim adiposo epididimal, os pesos relativos dos coxins subcutaneo
e viscerais foram maiores no grupo DL comparados com os do grupo D (p <0,05), e similares
aqueles dos animais do grupo C, ou seja, a ingestdo cronica de leucina reverteu a perda de
massa adiposa dos ratos diabéticos (Tabela 2). A adiposidade corporal no grupo DL ndo teve

correlacdo com a quantidade de ragcdo consumida (coxim subcutaneo: r = -0,2861, p = 0,3673,;
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coxins viscerais: r = -0,3048, p = 0,3354). Além disso, este aumento da massa adiposa
diminuiu a intolerdncia a glicose nos animais diabéticos tratados com leucina. As
adiposidades subcutanea e visceral destes animais tiveram uma correlacdo negativa com
glicemia pos-prandial [(r = -0,5787, p = 0,0487), (r = -0,7137, p = 0,0091), respectivamente],
sugerindo que quanto maior foi a massa adiposa nestes coxins, menores foram os valores da

glicemia pés-prandial (Figuras 9C e 9D).

Em nivel molecular, quando comparados com o grupo C, os animais do grupo D
apresentaram um declinio na fosforilacdo/ativacdo da p70S6K1 e da proteina quinase B
(AKT), e na expressdo da proteina acido graxo sintase (FAS) no coxim adiposo
retroperitoneal (Figura 10). No coxim subcutaneo, houve uma reducdo na fosforilagdo da
p70S6K1 e na expressao das proteinas aceltil coA carboxilase (ACC1) e AKT nos animais
diabéticos ndo tratados em relacdo ao grupo C (Figura 11). Estes dados revelam que animais
diabéticos ndo tratados apresentam prejuizos na via de sinalizacdo do mTORC1/p70S6K1, na
lipogénese e na sensibilidade a insulina. N&o houve diferenga estatistica na expressdo e/ou
fosforilacdo das proteinas mMTOR, C/EBPa e/ou PPARY nos coxins avaliados entre 0S grupos
D e C (Figuras 10 e 11).

No coxim retroperitoneal dos animais diabéticos, a suplementacdo crbnica com
leucina aumentou a fosforilacdo da p70S6K1 e a expressdo das proteinas FAS, ACC1 e
PPARy, mas ndo reverteu a diminuigdo da fosforilacdo da AKT dos animais diabéticos
(Figura 10). No coxim subcutaneo, a leucina aumentou a fosforilacdo da p70S6K1 e a
expressdo das proteinas PPARy e AKT, mas ndo alterou a de ACC1, que estava reduzida nos
animais diabéticos (Figura 11). Uma vez que o PPARy também possui papel na sensibilidade
a insulina, estes resultados sugerem que, no coxim adiposo subcutaneo, o efeito da leucina
sobre a via de sinalizacdo da insulina se sobrepde ao seu efeito sobre a lipogénese. J& no
coxim visceral, o efeito da leucina estad mais relacionado com a expansdo do tecido adiposo
por meio do aumento da biossintese de lipideos (liogénese de novo). Neste estudo, o
tratamento crénico com leucina ndo afetou a expressédo da proteina C/EBPa e/ou fosforilagao

do mTOR nos coxins adiposos estudados neste modelo experimental (Figuras 10 e 11).
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4. Discussao

Neste estudo foi investigado se a suplementacdo cronica com leucina pode afetar a
adiposidade corporal e melhorar a sensibilidade a insulina em modelo experimental de diabetes
associado a uma perda intensa de TAB. A manifestacdo da polifagia, hiperglicemia crénica,
perda de peso corporal, hipoinsulinemia e resisténcia a insulina relacionada a perda de tecido
adiposo branco caracterizam o diabetes mellitus neste modelo experimental [3-5]. Neste
estudo, o tratamento cronico com leucina aumentou a adiposidade do tecido adiposo branco e
reverteu a resisténcia a insulina nos animais diabéticos, contribuindo para a melhora da

intolerancia a glicose neste modelo experimental.

A reduzida adiposidade corporal neste modelo de diabetes é resultado da baixa
concentracdo de insulina plasmatica e da resisténcia a este hormdnio que prejudicam a
lipogénese e favorecem a lipdlise do TAB [3-5]. Neste estudo, além destes fatores, a
lipogénese estava prejudicada porque a ativacdo da p70s6K1 e a expressao de enzimas que
participam da lipogénese de novo como a FAS e a ACC1 nos animais do grupo D estavam
reduzidas em comparacdo com as dos animais ndo diabéticos, o que comprometeu a
hipertrofia do TAB.

A perda intensa de TAB neste estudo contribuiu para o agravamento do quadro
diabetogénico neste modelo experimental. Neste estudo, Foi verificado que quanto menor a
massa do coxim adiposo visceral, maior foi o grau de intolerdncia a glicose nestes animais,
resultado semelhante ao encontrado por Takada et al. [3]. No estudo de Takada et al. [4], 0
uso de pioglitazona, potente agonista de PPARy, aumentou a massa adiposa branca, reduziu a
hiperglicemia e a resisténcia a insulina no TAB neste modelo experimental. Estes dados
indicam que manter TAB “saudavel”, em termos de tamanho e de fungdo, melhora a condigdo

clinica dos animais diabéticos.

A suplementagdo cronica com leucina aumentou a massa adiposa dos coxins
subcutaneo e viscerais neste modelo experimental de diabetes, sem alterar o peso corporal e
melhorar a hipoinsulinemia dos animais diabéticos. Outros estudos também relataram que a
ingestdo crénica de leucina aumentou a adiposidade em animais obesos e/ou
insulinorresistentes [10,14,18,19,31]. Por outro lado, em outros estudos experimentais, a
leucina diminuiu a adiposidade corporal e, assim, melhorou a sensibilidade a insulina em ratos

obesos [8,19-21]. Embora os efeitos da leucina sobre a massa adiposa sejam ainda
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controversos, é possivel que a leucina estimule a hipertrofia do TAB em animais j& obesos ou
resistentes a insulina, portanto, a condi¢cdo metabdlica anterior a suplementagdo determina o

seu potencial lipogénico.

A leucina, independentemente da quantidade de racdo ingerida, reverteu a perda de
massa do tecido adiposo branco em animais diabéticos. A adiposidade corporal do grupo DL
ndo teve correlagdo com o consumo diério de racdo. Ainda que os animais diabéticos tratados
com leucina tenham consumido menos racdo que os animais diabéticos ndo tratados, a massa
adiposa dos coxins subcutaneo e viscerais nos animais do grupo DL foi maior que a do grupo

D, sem haver diferenga com o grupo controle.

Neste estudo, a expansao do coxim adiposo subcutaneo (SC) e do retroperitoneal (RP)
nos animais diabéticos tratados com leucina foi atribuida ao aumento da fosforilacdo e/ou da
expressdo das proteinas p70S6K1, PPARYy, FAS e/ou ACCL1, que regulam a lipogénese de
novo e a reesterificacdo de acidos graxos no interior dos adipdcitos. Zeanandin et al. [14]
também mostraram que a suplementacdo crénica com leucina aumentou em 45% a massa do
coxim adiposo perirenal em ratos idosos e, estes efeitos foram atribuidos ao aumento da
fosforilagdo do mMTORCL1 e da expressdao do gene que codifica o PPARy no tecido adiposo
branco. Esta evidéncia indica que a ativagdo do mTORCL influencia diretamente processos
lipogénicos em adipdcitos, sendo considerada uma importante via de sinalizacdo intracelular
[13].

A ativacdo do mTORC1 também influencia a fase terminal da diferenciacdo dos pré-
adipdcitos em adipocitos maduros (adipogénese), processo cuidadosamente coordenado pelo
PPARy e pelo C/EBPa. A atividade destes fatores de transcri¢do nucleares é estimulada pela
acdo direta ou indireta do mTORCI na ativagdo do PPARy [15,32]. A suplementacdo cronica
com leucina ndo alterou a expressdo da proteina C/EBPa no coxim retroperitoneal neste
modelo experimental, mas aumentou a expressdo da proteina PPARy nos coxins subcutaneo e
retroperitoneal. Isto possivelmente ocorreu por uma agéo indireta do mTORC1, intermediada
pela ativagdo da proteina p70S6K1 que estava elevada em ambos os coxins dos animais do

grupo DL.

Uma vez ativado no nucleo dos adipdcitos, o PPARY induz a expressdo de genes que
codificam enzimas lipogénicas, entre elas a FAS e a ACC1, que convertem moléculas de
acetil-coA em malonil-coA, e malonil em acido graxo, respectivamente [15,32]. Neste estudo, a
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elevada expressao da proteina PPARy no TAB de animais diabéticos tratados com leucina
promoveu um aumento na expressdo das proteinas FAS e ACCL1, enzimas que estimulam a
biossintese de lipideos (lipogénese de novo) no interior dos adipocitos. Estes fatores podem
explicar o aumento da adiposidade dos coxins SC e RP nos animais do grupo DL. Em
paralelo, estudos in vitro mostraram que a inibicdo do mTORC1, causada pela rapamicina,
reduziu a expressdo do gene do C/EBPa ¢ do PPARy, inibiu a atividade deste Gltimo e

prejudicou a expressdo de varios genes lipogénicos em pré-adipdcitos [16,33].

Além de ser essencial para a hiperplasia e hipertrofia do TAB, o PPARy atua
sinergicamente com C/EBPa para manter a adequada funcionalidade do adipécito, incluindo a
captacdo de glicose dependente de insulina e a sintese e secrecdo de adipocinas [34,35].
Portanto, o aumento da expressao da proteina PPARY induzida pela fosforilagcdo da p70S6K1
em ratos diabéticos tratados com leucina pode ter contribuido ndo sé com a expansdo
“saudavel” do tecido adiposo branco nestes animais, mas também cOm a recuperacdo da
funcionalidade deste tecido como 6rgao sensivel a acdo da insulina e, assim, regular a
homeostase glicémica. Neste estudo, a adiposidade subcutanea e visceral no grupo DL teve uma
correlacdo negativa com a glicemia pos prandial, ou seja, 0 maior conteudo de massa adiposa

nestes coxins esteve relacionado com uma menor intolerancia a glicose nestes animais.

O tratamento crénico com leucina reduziu a hiperglicemia pos-prandial e a resisténcia
a insulina dos ratos diabéticos, sem alterar a hipoinsulinemia observada nestes animais. Além
da expansdo do TAB aumentar a capacidade deste tecido em captar mais glicose, a expressao
da proteina que é limitante da cascata de sinalizacdo da insulina, a AKT, aumentou no coxim
adiposo SC dos animais diabéticos tratados com leucina. Estes fatores podem explicar a
recuperacdo da sensibilidade a insulina neste tecido, o que contribuiu para o aumento da
captacdo de glicose dependente de insulina e melhora da homeostase glicémica neste modelo
experimental. Hinault et al. [36] também evidenciaram que a leucina recuperou a via de
sinalizacdo da insulina em adipdcitos isolados de ratos db/db, pois estimulou a fosforilacdo da
AKT, mesmo quando a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) estava inibida. Outros estudos
também mostraram que a suplementacdo cronica com leucina aumenta a expressao da

proteina e/ou fosforilacdo da AKT no tecido adiposo branco de animais obesos [8,18].

Além disso, é possivel que o efeito da leucina como secretagogo de insulina no
periodo pés prandial também tenha contribuido para a reducédo da hiperglicemia pos prandial

neste modelo experimental [19,37,38]. Por outro lado, a leucina ndo recuperou a fosforilacéo
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da AKT enzima no coxim RP, possivelmente porque o papel do TAB subcutédneo estd mais
relacionado com a sensibilidade a insulina do que o coxim visceral [39]. A ingestdo crbnica
de leucina reverteu o quadro de resisténcia a acdo deste hormonio no TAB induzida pela AKT

em animais diabéticos, mas ndo melhorou a reduzida concentracao sérica de insulina.

Neste modelo de diabetes, a estreptozotocina no periodo neonatal causa uma
destruicdo parcial das células do pancreas enddcrino e, na fase adulta, estas células entram em
exaustdo e ocorre uma queda na reserva pancreatica de insulina e na sua concentracdo
plasmatica [4,5]. Neste estudo, a melhora da resisténcia a insulina no TAB de animais
diabéticos tratados com leucina ndo impediu que as células B do pancreas entrassem em
exaustdo, o que possivelmente prejudicou a agdo insulinotropica da leucina. Por outro lado,
alguns estudos ja demonstraram que a leucina estimula a sintese proteica em células
pancreaticas e apresenta propriedades insulinotropica, o que eleva a secre¢do de insulina
[19,37,38,40].

5. Conclusoes

A suplementacdo cronica com leucina reverteu a perda da massa adiposa nos coxins
adiposos subcutaneo e viscerais e, em paralelo, aumentou a sensibilidade a insulina e
melhorou a intolerancia a glicose em animais diabéticos. A intensa reducédo de tecido adiposo
branco neste modelo experimental possui um papel critico na resisténcia a insulina
desenvolvida por estes animais na fase adulta, sendo que a recuperacdo da massa adiposa
branca corrigiu consideravelmente os disturbios metabdlicos relacionados ao metabolismo da

glicose nesta doenca e melhorou a condicéo clinica dos animais.
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Figura 5. Efeitos da suplementacdo cronica com leucina sobre o peso corporal e ganho de
peso diario dos grupos experimentais. Legenda: C- controle; D — diabético ndo tratado; DL —
diabético tratado com leucina; AUC — area sob a curva. Dados estdo expressos em média +
erro padrdo (n >10). Para andlise da area sob a curva (AUC) foi utilizada ANOVA one-way
com pos-teste de Tukey; para a curva de acompanhamento semanal foi utilizada ANOVA
two-way (tratamento x tempo) com pds-teste de Tukey.

“vs. grupo C (p< 0,05), ~"vs. grupo C (p< 0,01), *vs. grupo D (p< 0,05), *vs. Grupo D (p< 0,01)
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Figura 6. Efeitos da suplementacdo crdnica com leucina sobre consumo diario de racédo
estimado dos grupos experimentais. Legenda: C- controle; D — diabético ndo tratado; DL —
diabético tratado com leucina; AUC — area sob a curva. Dados estdo expressos em média *
erro padrdo (n >10). Para analise da area sob a curva (AUC) foi utilizado o teste t pareado;
para a curva de acompanhamento semanal foi utilizada ANOVA two-way (tratamento x
tempo) com pds-teste de Tukey.

“vs. grupo C (p< 0,05), ~vs. grupo C (p< 0,01), *vs. grupo D (p< 0,05), *vs. Grupo D
(p<0,01)
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Figura 7. Efeitos da suplementacgdo crdnica com leucina sobre a eficécia alimentar dos grupos
experimentais. Legenda: C- controle; D — diabético ndo tratado; DL — diabético tratado com
leucina; AUC — &rea sob a curva. Dados estdo expressos em média + erro padrdo (n >10). Para
analise da area sob a curva (AUC) foi utilizada ANOVA one-way com pos-teste de Tukey;
para a curva de acompanhamento semanal foi utilizada ANOVA two-way (tratamento x
tempo) com poés-teste de Tukey.

“vs. grupo C (p< 0,05), ~vs. grupo C (p< 0,01), *vs. grupo D (p< 0,05), *vs. Grupo D
(p<0,01)
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Figura 8. Efeitos da suplementacdo crénica com leucina sobre a homeostase glicémica de
ratos diabéticos. A) Curva glicémica durante teste de sensibilidade a insulina (Kiy);
acompanhamento semanal da glicemia pés prandial. Legenda: C- controle; D — diabético nédo
tratado; DL — diabético tratado com leucina; AUC — &rea sob a curva; Kj; — constante de
desaparecimento da glicose apds injecdo de insulina. Dados estdo expressos em média + erro
padrdo (n >10). ANOVA one-way seguido de teste de Tukey (AUC e K;r7); ou ANOVA two-
way (tratamento X tempo) com pos-teste de Tukey.

“vs. grupo C (p< 0,05), ~vs. grupo C (p< 0,01), *vs. grupo D (p< 0,05), *vs. Grupo D (p<
0,01).
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Figura 8 (cont.). Efeitos da suplementacdo crbnica com leucina sobre a homeostase
glicémica de ratos diabéticos. A) Curva glicémica durante teste de sensibilidade a insulina
(Ki); B) acompanhamento semanal da glicemia p6s prandial. Legenda: C- controle; D —
diabético ndo tratado; DL — diabético tratado com leucina; AUC — area sob a curva; Kii —
constante de desaparecimento da glicose ap0s injecdo de insulina. Dados estdo expressos em
média + erro padrdo (n >10). ANOVA one-way seguido de teste de Tukey (AUC e K;r7); ou
ANOVA two-way (tratamento x tempo) com pos-teste de Tukey.

“vs. grupo C (p< 0,05), ~vs. grupo C (p< 0,01), *vs. grupo D (p< 0,05), *vs. Grupo D (p<
0,01).
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Tabela 2. Insulina sérica e peso relativo dos coxins adiposo subcutaneo e viscerais dos

grupos experimentais.

C D DL

Insulina (pg/mL) 2301,00 £ 411,90 1255,00 + 158,60°  1117,00 + 279,90
TA subcutaneo (g/100g) 1,80 + 0,08 1,08 +0,10” 1,48 +0,12"
TA retroperitoneal (g/100g) 1,53 + 0,08 0,75+ 0,08 1,20 + 0,14"
TA epididimal (g/100g) 1,39 + 0,08 0,73+0,10" 0,91+0,117
TA mesentérico (g/100g) 0,76 + 0,06 0,42 +0,07" 0,73+ 0,07*
Adiposidade visceral 3,64 + 0,19 1,87 031" 2,93 +0,30"

(9/1009) ’ ’ ’ ’ ’ ’
(X coxins viscerais)

Legenda: C- controle; D — diabético ndo tratado; DL — diabético tratado com leucina. Dados
expressos em média + erro padrdo (n >10). ANOVA One-way com pos-teste de Tukey.

“vs. grupo C (p< 0,05),”vs. grupo C (p< 0,01), *vs. grupo D (p< 0,05), *vs. Grupo D (p<0,01)
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Figura 9. Correlacdo entre 0 peso dos coxins adiposos e a glicemia p6s-prandial em animais
diabéticos tratados ou ndo com leucina. Em animais diabéticos ndo tratados: A) Relacdo entre
peso relativo do coxim subcutaneo e a glicemia p6s prandial; B) Relacdo entre peso relativo
dos coxins viscerais e a glicemia pds prandial. Em ratos tratados com leucina: C) Relacdo
entre peso relativo do coxim subcutéaneo e a glicemia p6s prandial; D) Relacdo entre peso
relativo dos coxins viscerais e a glicemia pds prandial. Legenda: TAsub — tecido adiposo
subcutaneo; TAvisceral — tecido adiposo visceral.
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Figura 10. O tratamento cronico com leucina aumenta a expressdo das proteinas p-p70S6K1,
PPARYy, FAS e ACCL1 totais no coxim adiposo retroperitoneal em ratos diabéticos. Legenda:
C- controle; D — diabético ndo tratado; DL — diabético tratado com leucina. Dados expressos
em media + erro padrdo (n=6). ANOVA One-way com poés-teste de Tukey.

“vs. grupo C (p< 0,05), " vs. grupo C (p< 0,01), “vs. grupo D (p< 0,05), *vs. Grupo D (p< 0,01)
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Figura 10 (cont.). O tratamento crénico com leucina aumenta a expressdao das proteinas p-
p70S6K1, PPARY, FAS e ACC1 totais no coxim adiposo retroperitoneal em ratos diabéticos.
Legenda: C- controle; D — diabético n&o tratado; DL — diabético tratado com leucina. Dados
expressos em média + erro padrdo (n=6). ANOVA One-way com pés-teste de Tukey.

“vs. grupo C (p< 0,05), ~vs. grupo C (p< 0,01), *vs. grupo D (p< 0,05), *vs. Grupo D (p< 0,01)
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Figura 11. O tratamento crénico com leucina aumenta a expressdo das proteinas p-p70S6K1,
PPARYy e AKT totais no coxim adiposo subcutaneo em ratos diabéticos. Legenda: C- controle;
D — diabético ndo tratado; DL — diabético tratado com leucina. Dados expressos em meédia +
erro padrdo (n=6). ANOVA One-way com pds-teste de Tukey.

“vs. grupo C (p< 0,05), ~"vs. grupo C (p< 0,01), *vs. grupo D (p< 0,05), *vs. Grupo D (p< 0,01)
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Figura 11 (cont.). O tratamento crénico com leucina aumenta a expressao das proteinas p-
p70S6K1, PPARy e AKT totais no coxim adiposo subcutadneo em ratos diabéticos. Legenda:
C- controle; D — diabético ndo tratado; DL — diabético tratado com leucina. Dados expressos
em média + erro padrdo (n=6). ANOVA One-way com p@s-teste de Tukey.

“vs. grupo C (p< 0,05), "~ vs. grupo C (p< 0,01), “vs. grupo D (p< 0,05), *vs. Grupo D (p< 0,01)
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Resumo

A hiperglicemia no diabetes causa uma inflamacéo cronica de baixo grau no tecido adiposo
branco (TAB) que agrava a resisténcia a insulina (R1). A leucina reduz a inflamagédo no TAB,
melhora a esteatose hepatica, o metabolismo lipidico, a homeostase glicémica e a
sensibilidade a insulina no figado, musculo esquelético e TAB. Neste estudo, foi investigado
o efeito da suplementacdo crénica com leucina sobre marcadores pro- e anti-inflamatérios, e a
repercussao metabodlica desta modulacdo sobre a RI em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina (STZ) no periodo neonatal. Ap6s o desmame, os animais foram distribuidos
nos grupos: C - ndo diabético; D - diabético; e DL - diabético que receberam dieta
suplementada com 5% de leucina durante 8 semanas. A leucina reduziu a hiperglicemia,
polifagia, hipertrigliceridemia e a RI, como demonstrado pelo indice HOMA e pelo teste de
tolerdncia oral a glicose em ratos diabéticos. As concentraces de adiponectina e IL-10 no
soro e no TAB foram maiores no grupo DL comparadas com o grupo D; e a secrecdo de
leptina no TAB foi menor no grupo DL. A expressdo de RNAm de adiponectina no TAB foi
maior no grupo DL versus grupo D. Em conclusdo, a suplementacdo cronica com leucina
melhorou a intolerdncia a glicose e a resisténcia a insulina em ratos diabéticos, cujos efeitos
podem ser, em parte, explicados pelas a¢des anti-inflamatérias da adiponectina e da IL-10 e
pelo papel da adiponectina na sensibilidade a insulina.

Significancia do estudo: Este estudo € relevante por ser fundamentado em um modelo
experimental de diabetes com hipoinsulinemia e resisténcia a insulina relacionada a reduzida
massa adiposa, no qual foi demonstrado que um simples aminoacido pode modificar a Rl e
alterar a homeostase glicémica por agir sobre o tecido adiposo branco e regular varios

aspectos do metabolismo da glicose e de lipidios.

Palavras-chave: leucina, diabetes, resisténcia a insulina, inflamagdo, citocinas anti-

inflamatdrias, adiponectina, leptina.
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1.Introdugéo

A hiperglicemia crénica no diabetes mellitus (DM) é uma consequéncia da reduzida
secrecdo de insulina devido a destruigdo das células B-pancredticas e/ou da resisténcia a este
horménio®. Modelos experimentais de DM induzido por estreptozotocina (STZ) tém sido Uteis
para estudar a complexa fisiopatologia desta doenca. Doses elevadas de STZ em ratos adultos
causam uma severa deficiéncia na secrecdo de insulina e DM tipo 1. Em ratos neonatos, a
STZ produz uma destruigao parcial das células B do pancreas, e apenas na fase adulta é que se
manifesta uma intoleréncia a glicose e hiperglicemia moderada (120 a 360 mg/dL), que séo
decorrentes da reducdo de cerca de 50% da reserva pancreatica de insulina (hipoinsulinemia
moderada) e da resisténcia a insulina em tecidos periféricos como figado, musculo e tecido
adiposo branco (TAB). Neste modelo experimental ha ainda uma reducdo da massa adiposa

com prejuizo na funcionalidade do TAB?*,

Com a descoberta da leptina, da adiponectina e mais de 600 moléculas secretadas nos
adipdcitos (adipocinas), o tecido adiposo branco (TAB) se destacou como érgdo enddcrino
regulador da homeostase metabélica®”’. As adipocinas funcionam como “mensageiras” na
comunicacdo entre a célula adiposa e tecidos periféricos. Desta forma, estas moléculas
influenciam varios aspectos do metabolismo, regulando desde mecanismos centrais
relacionados ao gasto energético e a saciedade até a secrecdo de hormdnios glicoregulatérios
no pancreas enddcrino e a funcdo imune®. Assim, é facil perceber que possuir um TAB
“saudavel” e funcional é necessario para manter uma adequada homeostase metabdlica. Isto é
exemplificado na obesidade ou em humanos e ratos com perda acentuada de massa adiposa
(lipodistrofia), situacGes nas quais tanto o excesso quanto a escassez de TAB causam uma

severa resisténcia a insulina, dislipidemia e esteatose hepatica®*°,

Entre as adipocinas, destacam-se o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina
6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), leptina, IL-10 e a adiponectina, que sdo produzidas pelo
proprio adipocito e por células imunes encontradas no estroma vascular do tecido adiposo. A
desregulacdo do balango entre estas citocinas pro- e anti-inflamatorias produz uma resposta
inflamatoria local ou sistémica. Na obesidade, a ativagdo da cascata do NF«kB induz a sintese
de citocinas proinflamatorias pelos adipocitos e por células imunes presentes no TAB. Em
contrapartida, a sintese de adiponectina no TAB, que é anti-inflamatoria, diminui. Nestas
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condicBes, leucocitos presentes no interior do tecido adiposo deflagram uma resposta

inflamatdria sistémica, cronica e de baixo grau'*2.

A inflamac&o cronica de baixo grau e a infiltragdo de macrofagos no interior do tecido
adiposo contribui para o desenvolvimento da resisténcia a insulina na obesidade, porém a
contribuicdo desta disfuncdo metabdlica na resisténcia a insulina encontrada em condigdes de
escassez do tecido adiposo tem sido pouco estudada. No estudo de Herrero et al®, a presenca
de elevadas concentracdes séricas de citocinas proinflamatodrias e quimiocinas (TNFa, IL-6,
MCP-1) e reduzidas de IL-10 (anti-inflamatoria), além de uma infiltracdo generalizada de
macréfagos no TAB indicam uma resposta inflamatdria sistémica que se origina no tecido
adiposo de ratos com lipodistrofia. Outros estudos também encontraram elevada expressao de
citocinas proinflamatérias e aumento no nimero de macréfagos no tecido adiposo subcutaneo

de individuos com lipodistrofia induzida pelo HIV**,

Pesquisas sobre estratégias terapéuticas que visem atenuar a inflamacgdo, aumentar a
sensibilidade a insulina e a captacao de glicose em tecidos periféricos podem ser promissoras
para a melhora da homeostase glicémica no diabetes associado ou ndo a perda da massa
adiposa. Neste contexto, alguns estudos tem destacado o potencial efeito da suplementacéo
com leucina no tratamento de doencas metabdlicas como o diabetes tipo 2 e obesidade. A
leucina ndo é sintetizada pelo organismo e, portanto, deve ser obtida por meio da dieta. A
nivel molecular, ela ativa o complexo 1 da proteina alvo de rapamicina em mamiferos
(mMTORCL) e, assim, pode regular varios aspectos do metabolismo em diferentes tecidos
como TAB, misculo esquelético, figado, rins e pancreas*>®. A leucina reduz a intolerancia a
glicose em animais obesos, por mecanismos dependentes ou independentes de alteracdes na

composicao corporal'”#.

A ingestdo cronica de leucina também pode melhorar a condicdo inflamatéria em
animais obesos. Combinado ou ndo com outros compostos (resveratrol ou metformina), este
aminoacido reduz citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, MCP-1 e proteina C reativa) e
aumenta a concentracdo de adiponectina no soro e tecido adiposo de ratos obesos, melhorando
a resisténcia a insulina em outros tecidos e a homeostase glicémica®>?*®. Ainda ndo se sabe o
exato mecanismo pelo qual a leucina regula o processo inflamatério, mas parece ser
dependente da ativagdo do mTOR que inibe a via do NFkB. Baseado nestes aspectos, 0
objetivo do estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo crénica com leucina sobre

marcadores pro- e anti-inflamatérios no soro e tecido adiposo branco, bem como a
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repercussdo desta modulacao sobre a resisténcia a insulina e outros distirbios metabdlicos em

ratos diabéticos induzidos por STZ no periodo neonatal.

2. Métodos
2.1 Animais

36 ratos da linhagem Wistar machos foram obtidos no Biotério de Experimentacao
Animal da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo e mantidos em
gaiolas individuais, temperatura ambiente 22 + 2°C e umidade relativa do ar 55 £+ 10%, ciclo
de iluminacdo claro/escuro de 12/12 h (periodo claro iniciando as 14h00min), com agua e
racdo ad libitum. Estes ratos ainda recém-nascidos (5 dias de vida) foram separados de suas
respectivas maes por 8h (jejum) e distribuidos em 2 grupos: grupo diabético (n=24) que
recebeu uma injecdo intraperitoneal (ip) de STZ [120 mg/kg de peso corporal] diluido em
tampdo citrato [10mM de citrato de Na (pH 4,5)] e um grupo ndo diabético (n=12) que
recebeu somente uma injecdo (ip) do tampdo citrato com volume equivalente, que foi
considerado o grupo controle (grupo C). Ao final da terceira semana de vida (desmame),
todos os ratos que pertenciam ao grupo diabético apresentaram uma glicemia igual ou
superior a 150 mg/dL, e foram incluidos no estudo. Em seguida, estes animais foram
distribuidos aleatoriamente entre o grupo D (n=12) que receberam a racdo AIN-93M (dieta
controle), e o grupo DL (n=12) que receberam a ragdo AIN-93M suplementada com 5% de

L-leucina durante 8 semanas.

2.2 Dieta e desenho experimental

As dietas experimentais foram preparadas de acordo com as recomendacgdes do
American Institute of Nutrition (AIN-93M)*’ (Tabela 3). Para a racdo suplementada com 5%
de L-leucina, 50g de amido de milho/kg de ragdo foram substituidos por 50g de L-leucina.
Outros estudos ja utilizaram esta dose e ndo foi reportado nenhum efeito toxico hepatico e
renal em ratos?®*!. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo,
de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(Protocolo CEUA/FCF/380).
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A partir da 42 semana de vida dos animais, 0 peso corporal e o consumo alimentar
foram avaliados semanalmente até completarem 12 semanas de vida. Na 112 semana de vida
dos animais, foi realizado um teste de tolerancia oral a glicose (OGTT), ap0s 8 horas de
jejum. Para isso, cada animal recebeu, por gavagem, uma dose da solucdo de glicose a 50%
(75mg/100g p.c.). Amostras de sangue capilar caudal foram obtidas nos tempos 0 (basal), 5,
15, 30, 60 e 90 minutos apo6s a administracdo da solucao para anélise da glicemia por meio do

glicosimetro (Accu-check performa, Roche®, SP, Brasil).

2.3 Eutanasia

Ao final da 122 semana de vida, todos os animais foram eutanasiados apds 6 horas de
jejum. Imediatamente apds a eutanasia dos animais, amostras de sangue foram coletadas em
tubos sem anticoagulante e o soro, obtido por centrifugacdo, foi armazenado em freezer —
80°C em microtubos para analises das concentracdes séricas de glicose, insulina, HDL-
colesterol, Colesterol total, triacilglicerol e de hormdnios como a leptina, adiponectina, TNF-
a, IL-6 e IL-10. Além disso, foi realizada uma laparotomia para a exposicao do tecido adiposo
subcutaneo (regido inguinal) e dos tecidos epididimal, retroperitoneal e mesentérico
(viscerais), que foram removidos e pesados para determinar a adiposidade dos grupos
experimentais. O peso destes tecidos adiposos foi obtido pela razéo entre o peso total do
tecido e 0 peso do animal, e expresso em g/100g do animal. O tecido adiposo retroperitoneal

foi utilizado para analises de adipocinas e de PCR em tempo real.

2.4 Concentragdes séricas de glicose e de insulina de jejum, TAG, HDL e CT, e de horménios
no soro e no tecido adiposo retroperitoneal (TRP)

As concentragdes de glicose, triacilglicerol, HDL-colesterol e colesterol total no soro
foram determinados por metodo enzimatico-colorimétrico, utilizando-se kits da LABTEST,
por meio do aparelno LABMAX. As analises de insulina no soro, e de adiponectina, leptina,
TNF-alfa, IL-6, IL-10 e IL-1beta no soro e no TRP foram realizadas utilizando-se kit’s
MILLIPLEX® MAP com beads magnéticas (RMHMAG-84K, RECYTMAG-65K,
RADPNMAG-81K) (*MILLIPORE). O indice HOMAr (homeostasis model of assessment-
insulin resistance) foi calculado como um indicador de resisténcia a insulina;. HOMA =

[(insulinemia de jejum (mU/L) x glicemia de jejum (mmol/L)]/22,5.
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Para as analises no TRP, 200mg de tecido foi homogeneizado em 800ul de tampé&o
PBS contendo inibidores de protease e fosfatase, em seguida, 25uL do extrato de TRP foi
analisado conforme protocolo descrito em cada kit Milliplex MAP. Os resultados das anéalises
de adipocinas (leptina, adiponectina, TNF-alfa, 1L-6, IL-10 e IL-1beta) realizadas no TRP
foram expressos em pg/mg de proteina ou ng/mg de proteina. Para isso, 25uL do extrato de
TRP foi utilizado para quantificar o contetdo total de proteina, segundo protocolo descrito no

kit de quantificagdo de proteina por BCA (Pierce; ®Thermo Scientific).

2.5 Reacdo em Cadeia de Polimerase em tempo real (4PCR)

O RNA foi extraido do tecido adiposo utilizando o reagente Trizol (®Invitrogen). Em
seguida, 0 DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 2ug de RNA total, com
auxilio do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (®Applied Biosystems). Este Kit
usa random primer para iniciar a sintese de cDNA, em termociclador, nas seguintes
condigdes: ciclos a 25°C (10 minutos), a 37°C (120 minutos), a 85°C (5 minutos) e a 4°C (3
minutos). Foi utilizado 2uL de cDNA, SYBR Green master mix e primers (®Applied
Biosystems) para as analises de (PCR. Foi utilizado primers especificos: LEPTINA sense
primer 5-TCCCTCTGACACATCCCCTA-3, antisense primer 5-
GGTGGCTGGTTTGTTTCTGT-3; ADIPONECTINA sense primer 5-
GTCCCCTTCCCCATACACTT-3", antisense primer 5 -GAATCATTATGACGGCAGCA-
3". A quantificacdo relativa de cada RNA mensageiro (RNAm) foi calculada pelo método 2
AACt ytilizando a expressdo do gene da gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) como
normalizador. Os dados foram reportados como folds, cujos valores foram comparados
aqueles do grupo controle. Os ensaios foram realizados com auxilio do aparelho StepOnePlus

Real-Time PCR System (®Applied Biosystems).

2.6 Analise Estatistica

Os resultados de cada parametro foram expressos como média + erro-padréo.
Inicialmente, os dados foram avaliados quanto a homogeneidade das variancias (testes de

Bartlett). Em seguida, foi feita a analise de variancia (ANOVA) com pds-teste de Tukey para
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comparaces entre as médias. Foi utilizado o software GraphPad Prism versdo 5.0
(GraphPad Software, Inc) e adotado o valor de p <0,05.

3. Resultados

A suplementacdo cronica com leucina melhora a intoleréncia a glicose, sem alterar o peso
corporal em animais diabéticos.

Em animais diabéticos ndo tratados, o peso corporal foi significativamente reduzido,
enguanto que o consumo de racdo foi maior, em comparacdo ao grupo controle (p <0,05,
Tabela 4). Os animais do grupo D também apresentaram menores concentracfes séricas de
insulina, bem como elevada glicemia de jejum quando comparadas ao grupo C (p <0,05,
Tabela 4). Alem disso, estes animais demonstraram maior indice de HOMAr em relacdo ao
grupo controle, indicando que estes animais também apresentavam um prejuizo na

sensibilidade periférica a acdo da insulina.

A Tabela 4 mostra também que o consumo alimentar dos animais diabéticos tratados
com leucina foi 30% menor em rela¢do ao grupo diabético ndo tratado [D = 33,56 + 3,69; DL
= 23,67 £ 1,58 (p <0,01)], sem haver diferenca significativa com o grupo controle, ou seja, a
suplementacdo cronica com leucina normalizou a polifagia diabética. Além disso, o
tratamento crénico com leucina ndo alterou o peso corporal dos animais diabéticos, mas
aumentou a massa adiposa destes animais. A adiposidade foi maior no grupo DL comparada
com a do grupo D (p <0,05), cujo valor foi similar aguela dos animais controle (Tabela 4).
Ainda que o grupo DL apresentasse menor consumo de ra¢do em relacéo ao grupo D, isto ndo
acentuou a perda de peso corporal do animal diabético. E, mesmo com um menor consumo de
racao (g/dia), a ingestdo diaria de leucina nos animais do grupo DL foi superior a do grupo D
[D=0,34+0,03; DL=1,42 + 0,08 (p <0,01)].

Como dito anteriormente, os animais do grupo D apresentaram elevadas concentra¢oes
séricas de glicose de jejum associada a resisténcia periférica a acdo da insulina (avaliada pelo
indice HOMA\Rr) e uma hipoinsulinemia moderada. O grupo DL mostrou menor glicemia de
jejum quando comparada ao grupo D, porém maior que o grupo C (p <0,05), ou seja, a
suplementacdo crénica com leucina melhorou parcialmente a hiperglicemia dos animais

diabéticos, sem alterar a hipoinsulinemia observada neste modelo experimental.
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O grupo DL apresentou menor indice HOMA g em relacdo ao grupo D (p <0,05), sem
haver diferenca estatistica com o grupo C, ou seja, o tratamento crénico com leucina
conseguiu reverter o quadro da resisténcia a insulina destes animais (Tabela 4). Corroborando
com este dado, a razdo adiponectina/leptina, que é indicador de sensibilidade a insulina,
estava reduzida no grupo D em relagéo ao grupo C [C = 312,9 + 36,96; D = 100,2 + 21,57,
(p< 0,05)] e, aumentou no grupo DL comparado com o grupo D [D = 100,2 + 21,57; DL =
494.,6 + 87,94 (p< 0,01)]. A razdo adiponectina/leptina no grupo DL atingiu valores similares
ao dos animais ndo diabéticos, demonstrando que ratos diabéticos tratados com leucina
também melhoraram a sensibilidade a insulina, quando avaliada por este parametro (Tabela
4).

A éarea sob a curva (AUC) e a curva glicémica obtida durante o teste de sobrecarga
oral de glicose do grupo D foram superiores aquelas do grupo C em todos 0s tempos
avaliados (p <0,01), o que confirma que estes animais apresentaram distdrbios na homeostase
glicémica. Esta intolerancia a glicose foi parcialmente controlada no grupo DL, ou seja, a
AUC destes animais foi 17% menor do que a do grupo D, porém maior que a do grupo C (p
<0,05) (Figura 12). O conjunto de dados apresentados na tabela 4 e Figura 12 demonstra que a
suplementacédo crénica com leucina melhora a homeostase glicémica em ratos diabéticos, sem
alterar o peso corporal destes animais. Além disso, estes resultados reforcam a hipdtese de
que a intolerancia a glicose observada neste modelo experimental € parcialmente explicada

pelo prejuizo na resposta periférica a acao da insulina.

Leucina aumenta as concentracgdes séricas de triacilglicerol, de adiponectina e de IL-10 em
ratos diabéticos

Neste estudo, os animais diabéticos ndo tratados apresentaram elevadas concentragdes
séricas de triacilglicerol e de colesterol total (CT) quando comparadas ao grupo C (p< 0,05),
mas ndo houve diferenca estatistica no HDL colesterol no soro entre os grupos estudados
(Tabela 5). A ingestdo cronica de leucina reduziu a concentragdo plasmatica de triacilglicerol
de animais diabéticos para valores similares aqueles do grupo controle (Tabela 5), ou seja,
esta disfungdo metabolica foi normalizada em animais diabéticos suplementados com leucina.
Além disso, a leucina melhorou a hipercolesterolemia sérica dos animais diabéticos, ja que
ndo houve diferenca estatistica entre os grupos C e DL [C = 63,08 + 2,54; DL = 63,50 + 3,40
(p >0,05)].
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Uma vez que a hiperglicemia no diabetes esta associada a um quadro de inflamacéo
cronica de baixo grau®**, foram analisadas as concentracdes séricas de pro- e anti-
inflamatdrias: leptina, adiponectina, IL-6, IL-10 e TNFa. Neste estudo, os animais diabéticos
ndo tratados tiveram baixas concentracfes séricas de leptina e de IL-6 (proinflamatdrias), bem
como de adiponectina e de IL-10 (anti-inflamat6rias) comparadas ao grupo C (Tabela 5; p >
0,05). Além disso, ndo houve diferenga estatistica na concentragdo sérica de TNFa entre 0s
grupos estudados, ou seja, ndo foi detectado um quadro inflamatorio sistémico nos animais
diabéticos ndo tratados. No entanto, o fato destes animais apresentarem reduzida atividade

anti-inflamatoria pode comprometer a fungéo do sistema imunoldgico.

Neste estudo, a suplementacdo cronica com leucina melhorou parcialmente a
hipoleptinemia dos ratos diabéticos, visto que ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos
CeDL[C=11.291,0+947,0; DL =8.123,0 + 1146,0]. Por outro lado, a concentracdo sérica
de adiponectina foi superior no grupo DL em relagdo ao grupo D, sem haver diferenca
estatistica com o grupo C, ou seja, a leucina corrigiu a hipoadiponectinemia dos animais
diabéticos. Este mesmo efeito foi observado com a concentracdo de IL-10 no soro, uma vez
gue o tratamento com leucina aumentou a concentracdo desta citocina anti-inflamatoria no
soro de ratos diabéticos, alcancando valores similares ao do grupo controle. A leucina ndo
afetou os niveis séricos de IL-6 e de TNFa neste modelo experimental.

Leucina diminui a secrecdo de leptina, bem como aumenta a de adiponectina e de I1L-10 no
tecido adiposo branco (TAB)

Neste estudo, foi observado que os animais diabéticos ndo tratados apresentaram
reduzida secre¢do de TNFa, leptina e de adiponectina no tecido adiposo branco quando
comparado com o grupo controle [TNFa C = 0,202 + 0,01; D = 0,137 + 0,01 (p <0,01)],
[leptina C = 1959,0 + 146,7; D = 1010,0 + 61,0 (p <0,01)] e [adiponectina C = 1564,0 +
216,8; D = 657,6 + 166,8 (p <0,05)], sendo estes dados condizentes aqueles encontrados no
soro dos animais do grupo D (Figuras 13A, B e E). Estes animais ndo apresentaram mudancas
nas concentracdes de citocinas proinflamatérias IL-1p e IL-6 secretadas no TAB, ou seja, ndo
houve resposta inflamatoria no tecido adiposo branco dos animais do grupo D.

A ingestdo cronica com leucina aumentou substancialmente a secrecdo de
adiponectina [D = 657,6 + 166,8; DL = 1664,0 + 234,1 (p <0,01)] e reduziu a de leptina [D =
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1010,0 + 61,0; DL =597,6 £70,1 (p <0,05)] no tecido adiposo branco de animais diabéticos.
Além disso, a concentracdo de IL-10 secretada no TAB do grupo DL foi superior a do grupo
D (p <0,05), sem haver diferenca com o grupo controle, o que indica que a secrecdo desta
citocina anti-inflamatdria foi normalizada em animais diabéticos (Figura 13F). Ndo foram
observadas diferencas estatisticas na secre¢do de IL-6 e IL-1B entre os grupos avaliados
(Figuras 13C e D).

Para explicar parte dos efeitos da suplementagédo crénica com leucina observados neste
estudo, foi realizada a anélise da expressao de RNAm da adiponectina e da leptina, citocinas
que sdo predominantemente secretadas pelo tecido adiposo branco e que possuem papel
importante na sensibilidade & insulina'®®*™’. A figura 14A mostra que apesar de ndo haver
alteracdo na expressao de RNAm da adiponectina em animais diabéticos ndo tratados, a
suplementacdo cronica com leucina aumentou a expressao do gene que codifica esta
adipocina no TRP, indicando que o aumento da secre¢do de adiponectina no TAB ocorreu
também pela influéncia deste aminoacido sobre a expressdo de RNAm da adiponectina. Por

outro lado, a leucina ndo afetou a expressao de RNAm da leptina nos animais diabéticos.

4. Discussao

Neste estudo foram investigados os efeitos da suplementacdo cronica com leucina
sobre marcadores pro- e anti-inflamatérios, bem como a repercussdo metabdlica desta
modulacdo sobre a homeostase glicémica e resisténcia a insulina em animais diabéticos. A
manifestacdo da polifagia, hiperglicemia cronica, perda de peso corporal, hipoinsulinemia e
resisténcia a insulina caracterizam o diabetes mellitus neste modelo experimental. Estes
autores também encontraram uma hipoleptinemia, hipoadiponectinemia e hipertrigliceridemia
nestes animais®**®. O tratamento cronico com leucina em animais diabéticos aumentou a
concentracdo de adipocinas anti-inflamatérias, 1L-10 e adiponectina, reduziu a

hipertrigliceridemia e melhorou a intolerancia a glicose e a resisténcia a insulina neste estudo.

Diferente de alguns estudos que mostraram um aumento da expressdo de citocinas
proinflamatdrias e da infiltracio de macrofagos no TAB de animais e humanos com

lipodistrofia®*34

, hdo foi observado um processo inflamatorio sistémico e no tecido adiposo
branco neste modelo experimental. Neste estudo, a ingestdo cronica de leucina ndo afetou as

concentracdes de citocinas proinflamatérias (IL-6, TNFa e IL-1B) no soro e no TAB dos
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animais diabéticos. Corroborando com este resultado, no estudo de Pedroso et al.”®, a
suplementacdo crénica com leucina ndo alterou as concentracdes séricas de citocinas

proinflamatorias, TNFo ¢ MCP-1, em animais submetidos a restricdo caldrica.

A suplementacdo com leucina aumentou substancialmente as concentracdes de
adiponectina e de 1L-10 no soro e no TAB dos animais diabéticos, recuperando a atividade
anti-inflamatoria que estava reduzida nos animais do grupo D. Outros estudos também
mostraram um aumento na concentracdo de adiponectina plasmatica em ratos obesos tratados
com leucina®*?*%. O tratamento crénico com leucina também aumentou a expressdo de
RNAmM de adiponectina em animais diabéticos, assim como foi visto no estudo de Macotela et
al.?!, o que também contribuiu para 0 aumento da secreco desta citocina no TAB.

O aumento na secrecdo de adiponectina e de IL-10 pelo TAB, e de suas concentragdes
no soro podem ser, em parte, explicados pelo aumento da adiposidade em animais diabéticos
tratados com leucina, cujos valores foram similares ao dos ratos ndo diabéticos. A leucina
estimula diretamente a adipogénese e lipogénese nos adipOcitos em animais resistentes a
insulina, 0 que promove o aumento do tamanho da massa adiposa*®*2. Estes dados sugerem
que manter um tecido adiposo branco “saudavel”, em termos de tamanho e de funcdo, é
importante para que este tecido desempenhe adequadamente seu papel como 6rgdo endécrino

e passe a secretar um perfil mais benéfico de adipocinas®*°.

A suplementacéo cronica com leucina reduziu a hiperglicemia dos animais diabéticos
e aumentou a sensibilidade a insulina avaliada pelo indice HOMAR e pela razédo
adiponectina/leptina. Neste estudo, 0 aumento da massa adiposa e da secrecdo de adiponectina
pelo TAB induzidos pela ingestdo cronica de leucina podem ter tido papéis importantes na
intolerancia a glicose e na resisténcia a insulina observada nos animais diabéticos. Além da
sua atividade anti-inflamatoria, a adiponectina também melhora a sensibilidade a insulina em

vérios 6rgdos, principalmente no TAB, figado e musculo esquelético®.

No adipocito, a adiponectina aumenta a adipogénese e 0 armazenamento de
triacilglicerol, promovendo assim a expansdao “saudavel” do TAB, bem como aumenta a
captacdo de glicose mediada pelo GLUT-4®. No figado e no musculo esquelético, a
adiponectina reduz a lipogénese e aumenta a oxidacéo de lipidios por ativar a proteina quinase
de AMP (AMPK) e o receptor o ativado por proliferadores de perxissoma (PPARa),

prevenindo assim a esteatose hepéatica e o aumento de triacilglicerol intramuscular que
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prejudicam a sensibilidade a insulina nestes tecidos. A adiponectina também reduz a
gliconeogénese hepatica por diminuir a expressdo de enzimas limitantes como a
fosfoenolpiruvato quinase (PEPCK) e a glicose-6-fosfatase*®. Juntos, estes efeitos aumentam
a sensibilidade a insulina e a captacdo de glicose dependente de insulina nestes tecidos,

melhorando a homeostase glicémica.

O efeito direto da leucina na sensibilidade a insulina e na captacdo de glicose
dependente de insulina em tecidos como o figado e o musculo esquelético podem também
influenciar a homeostase & glicose*’?2. A melhora da intolerancia a glicose e da sensibilidade
a insulina nos animais do grupo DL foram independentes de alteragdes no peso corporal e na
concentracdo de insulina serica. Em estudos anteriores, a leucina também reduziu a
hiperglicemia, por mecanismos dependentes ou néo de alteracdes na composicao corporal***°,
Neste estudo, a ingestdo crdnica com leucina ndo melhorou a hipoinsulinemia dos animais
diabéticos. Resultado diferente de outros estudos em animais que mostraram que a leucina

apresenta propriedades insulinotrépicas'”***’

48,49

e estimula a sintese proteica em células
pancreaticas e, dessa forma, aumenta a secre¢do de insulina pos prandial. Diferencas no
desenho experimental, como dose de leucina ou se efeito agudo ou crénico, podem explicar

estes dados contrastantes.

Sobre os resultados de leptina, os animais do grupo D apresentaram uma reducgédo na
secrecdo desta adipocina pelo TAB e de sua concentracdo sérica. Esta hipoleptinemia é
resultado da intensa perda de adiposidade corporal observada neste modelo experimental, pois
a leptinemia é diretamente proporcional ao tamanho da massa adiposa. No hipotalamo, a
leptina aumenta a expressdo de neurotransmissores que inibem a ingestdo alimentar
(anorexigenos), ao mesmo tempo em que inibe a expressao de neuropeptideo Y (NPY) e do
peptideo agouti que estimulam a fome (orexigenos)”**°. A menor agdo hipotalamica da
leptina sobre centros de controle da saciedade em decorréncia da hipoleptinemia observada
nos animais do grupo D pode explicar o aumento de 24% no consumo de ra¢do nestes animais

comparado com os ratos ndo diabéticos (polifagia diabética).

Vale ressaltar que além de suas acbes no hipotalamo relacionadas ao controle da
ingestdo alimentar, do gasto energético e, portanto, do peso corporal, a leptina possui efeito
anti-inflamatorio no figado, aumenta a fosforilacdo de proteinas da cascata de sinalizacdo da

insulina no musculo esquelético e, indiretamente, melhora a sensibilidade a insulina no
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figado, pois reduz a lipogénese de novo e aumenta a oxidacdo de lipidios nos

hepatécitos’ 00,

Neste estudo, apesar da secrecdo de leptina pelo TAB estar reduzida no grupo DL
comparada com o grupo D, a ingestdo cronica de leucina melhorou a concentracao de leptina
no soro dos animais diabéticos. Uma vez que a leucina possui efeito direto sobre adipdcitos e
a sintese de leptina é também regulada pela atividade do mTORCL1, estudos investigaram se a
leucina poderia regular a concentracdo plasmatica de leptina; no entanto, tem mostrado
resultados controversos. Lynch et al.>* e Mao et al.>> mostraram que a suplementacdo com
leucina aumentou a concentragdo de leptina plasmatica pés-prandial. Por outro lado, Binder et
al.'® ndo observaram alteracdes na leptina plasmatica de animais obesos tratados cronicamente
com leucina, poréem, a sensibilidade a acdo anorética da leptina exdgena aumentou, 0 que

reduziu a ingestdo alimentar nestes animais.

Alguns fatores poderiam explicar a reduzida secrecdo de leptina no tecido adiposo dos
ratos diabéticos tratados com leucina, o coxim adiposo avaliado (tecido adiposo visceral) e 0
tempo de jejum ao qual estes animais foram submetidos (6 horas). O jejum reduz
drasticamente o conteudo de leptina circulante, sugerindo que outros fatores, além do
tamanho da massa adiposa, podem regular a sua secrecdo pelos adipdcitos, como por
exemplo, alteracdes na insulinemia induzida pelo jejum®®3. Linch et al.>® mostraram que a
concentracdo de leptina no plasma caiu para valores basais em 6 horas apos a refei¢do. Além
disso, a expressdo e secrecdo de leptina pelo TAB subcutaneo chega a ser 8 vezes maior do
que a do TAB visceral, portanto, a escolha do coxim retroperitoneal para a analise da secre¢édo
de leptina pelo tecido adiposo branco pode ter influenciado os resultados obtidos neste

estudo>*.

A ingestdo cronica de leucina reduziu o consumo alimentar dos ratos diabéticos, cujos
valores foram semelhantes aos dos animais nao diabéticos neste estudo. Apesar da influéncia
da leucina sobre a leptina plasmatica, o efeito deste aminoacido sobre o controle da ingestdo
alimentar ainda é inconclusivo. Estudos experimentais mostram que a infuséo de leucina no
sistema nervoso central reduz a ingestdo alimentar e, aqueles que investigam os efeitos
crbnicos da leucina da dieta sobre 0 comportamento alimentar mostraram que este aminoacido

21,30,4252 Portanto, o efeito

pode aumentar, reduzir, ou ndo alterar o consumo alimentar
anorético da leucina, quando € ingerida na dieta, sobre o sistema nervoso central ainda precisa

ser mais bem estudado.
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Estudos ja relataram que a suplementacdo com leucina também pode influenciar o

metabolismo de lipidios em animais obesos induzidos pela dieta?®.

Neste estudo, a
suplementacdo crénica com leucina reduziu a hipertrigliceridemia dos ratos diabéticos. Isto
pode ser explicado, em parte, pelo efeito direto da leucina sobre a ativacdo da adipogénese e
da lipogénese, e sobre a inibicdo da lipélise no TAB* 2 Estes processos aumentam o
armazenamento de triacilglicerol no interior dos adipdcitos, reduzindo o conteido destes
lipideos no sangue. Além disso, foi observada uma melhora da hipercolesterolemia nos
animais diabéticos. Estudos tém mostrado uma reducdo do colesterol plasmatico® ou

nenhuma alteracio deste parametro em animais obesos tratados com leucina®’.

Em concluséo, a suplementacdo croénica com leucina diminuiu a intolerancia a glicose
e a resisténcia a insulina em ratos diabéticos. Este aminoacido aumentou a secrecdo de
adiponectina e de IL-10 no tecido adiposo branco e suas concentracGes séricas. As acdes
destas adipocinas como citocinas anti-inflamatérias e o papel da adiponectina sobre a
sensibilidade a insulina em varios tecidos e a expansdo “saudavel” do tecido adiposo branco
influenciaram positivamente a homeostase glicémica neste estudo. A leucina ainda diminuiu a
hipertrigliceridemia e aumentou a adiposidade dos animais diabéticos. Estes resultados
indicam que a ingestdo cronica de leucina pode amenizar a disfuncdo metabdlica causada pela

hiperglicemia e resisténcia & insulina no diabetes.
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Tabela 3. Composic¢édo nutricional das dietas, conforme AIN-93M.
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Nutrientes Controle 5% L-leucina*
(9/kg racgéo) (9/kg racgéo)

Amido de milho 620,692 570,692
Caseina 140,0 140,0
(>85% proteina)
Sacarose 100,0 100,0
Oleo de soja 40,0 40,0
Celulose 50,0 50,0
Mix mineral 35,0 35,0
Mix vitaminas 10,0 10,0
L-cistina 1,8 1,8
Bitartarato de colina 2,5 2,5
Tert-butil-hidroquinona 0,008 0,008
Leucina e 50

*Adaptada de Reeves et al.®
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Tabela 4. Peso corporal, consumo diario de racdo e leucina, glicemia e insulinemia de jejum

e indice HOMA\ i ao final das 12 semanas de vida dos ratos diabéticos.

C D DL
Peso corporal (g) 318,50 + 6,45 280,90 + 13,23" 283,20 + 8,26
Consumo de ragéo (g/dia) 25,36 + 0,79 33,56 + 3,69 23,67 +1,58"
Consumo de leucina (g/dia) 0,28 + 0,01 0,34 + 0,03 1,42 + 0,087
Glicemia de jejum (mg/dL) 82,00 + 6,02 17490+ 12557 131,80+ 11,66 "
Insulina (pg/mL) 2301,00 + 411,90 1255,00 + 158,60  1117,00 + 279,90
HOMA g 8,31+ 1,55 14,07 1,32 8,66 + 1,83
Adiposidade (g/100g) 5,44 + 0,25 2,96 +0,36™ 4,53 +0,28"

(X coxins sub e visc)

Legenda: C- controle; D — diabético ndo tratado; DL — diabético tratado com leucina;
HOMARr — homeostasis model of assessment-insulin resistance; ¥ coxins sub e visCc —
somatorio dos coxins subcutaneo e viscerais. Dados expressos em média + erro padrdo (n

>10). ANOVA One-way com poés-teste de Tukey.
“vs. grupo C (p< 0,05), " vs. grupo C (p< 0,01), *vs. grupo D (p< 0,05), *vs. Grupo D (p< 0,01)
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Figura 12. Curva glicémica ap6s sobrecarga oral de glicose (OGTT) de ratos diabéticos
tratados ou ndo com leucina. Legenda: C- controle; D — diabético ndo tratado; DL — diabético
tratado com leucina e AUC — area sob a curva. Dados expressos em média + erro padrdo (n
>10). ANOVA two-way com pds-teste de Tukey.

“vs. grupo C (p< 0,05), " vs. grupo C (p< 0,01), *vs. grupo D (p< 0,05), *vs. Grupo D (p< 0,01)
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Tabela 5. Triacilglicerol, Colesterol total, HDL colesterol e citocinas no soro de ratos

diabéticos tratados ou ndo com leucina na 122 semana de vida.

C D DL
TAG (mg/dL) 61,60 + 5,30 86,90 + 10,16 59,25 + 3,39"
Colesterol total (mg/dL) 63,08 £ 2,54 74,67 +3,70" 63,50 = 3,40
HDLc (mg/dL) 33,0+ 1,67 36,92 + 2,87 36,17 +2,16
Leptina (pg/mL) 11.291,0 £ 947,80  6.993,0+1401,0°  8.123,0 + 1146,0
Adiponectina (ng/mL) 2.652,0+366,90  1.369,0+267,30°  2.935,0 + 383,50"
Adiponectina/leptina 312,9 + 36,96 100,2 + 21,57" 494.6 + 87,947
IL-6 (pg/mL) 289,3 +51,71 158,5 + 10,74 180,6 + 17,03
IL-10 (pg/mL) 26,45 + 2,90 15,18 + 0,74 23,22 + 2,49"
TNFa (pg/mL) 8,21+ 0,77 5,78 + 0,39 7,79+0,83

Dados estdo em média * erro padrdo (n >10). ANOVA one-way com poés-teste de Tukey.
Legenda: C- controle; D — diabético ndo tratado; DL — diabético tratado com leucina; TAG —
triacilglicerdis; HDLc - lipoproteina de alta densidade; LDL - lipoproteina de baixa
densidade; IL-6 — interleucina 6; TNFa — fator de necrose tumoral alfa; 1L-10 — interleucina

10.

“vs. grupo C (p< 0,05), ~"vs. grupo C (p< 0,01), *vs. grupo D (p< 0,05), fvs. Grupo D (p< 0,01)
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Figura 13. Adipocinas secretadas no tecido adiposo retroperitoneal de ratos diabéticos com
dieta suplementada ou ndo com leucina. ANOVA one-way com pos-teste de Tukey. Legenda:
C- controle, D — diabético ndo tratado, DL — diabético tratado com leucina, IL-1B —
interleucina 1P, IL-6 — interleucina 6, TNFa — fator de necrose tumoral alfa, IL-10 —

interleucina 10.

*vs grupo C (p< 0,05), ** vs grupo C (p< 0,01), # vs grupo D (p< 0,05), + vs grupo D (p<
0,01).
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Figura 14. A suplementacgéo crénica com leucina aumenta a expressao de RNA, da adiponectina
no tecido adiposo retroperitoneal de ratos diabéticos. ANOVA one-way com pés-teste de Tukey.
Legenda: C- controle, D — diabético ndo tratado, DL — diabético tratado com leucina. Dados
expressos em meédia + erro padrao (n = 10).

*vs grupo D (p< 0,05).
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9.0 CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusdo, a suplementacdo cronica com leucina aumentou a adiposidade do
coxim adiposo subcutaneo e visceral e, em paralelo, reverteu o quadro de resisténcia a
insulina e melhorou a intolerancia a glicose em modelo experimental de diabetes associado a
perda intensa de tecido adiposo branco. Além de aumentar a adiposidade corporal, a agdo da
leucina sobre a sensibilidade a insulina no coxim subcutaneo parece estar mais relacionada
com a recuperacdo da via de sinalizacdo da insulina induzida pela AKT, ao passo que, no
coxim visceral estd indiretamente relacionada com a melhora do perfil de adipocinas
secretadas por este tecido. Além disso, o tratamento crbénico com leucina reduziu a
hipertrigliceridemia nos animais diabéticos. Isto demonstra que a recuperacdo da massa
adiposa branca corrigiu consideravelmente os disturbios metabolicos relacionados ao

metabolismo da glicose e de lipideos nesta doenca e melhorou a condi¢do clinica dos animais.
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ANEXO 1: RESULTADOS SUPLEMENTARES
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Figura 15. Evolugdo de variaveis clinicas entre os grupos experimentais. A) Quantidade
diaria de racdo consumida; B) Glicemia pos-prandial; C) Peso relativo do coxim subcutaneo;
D) Peso relativo dos coxins viscerais. Dados expressos em média + erro padrdo (n = 8-11), #
p< 0,0001 vs. o grupo C; & p< 0,05 vs. o grupo D; @ p< 0,0001 vs. o grupo DL; ¢ p< 0,0001
vs. C; § p< 0,001 vs. DL.

AUC, Figuras C e D: Sem diferenca estatistica, se houver pelo menos uma letra em comum
entre os grupos (p> 0,05).
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Figura 15 (cont.). Evolucdo de variaveis clinicas entre os grupos experimentais. A)
Quantidade diaria de racao consumida; B) Glicemia pos-prandial; C) Peso relativo do coxim
subcutaneo; D) Peso relativo dos coxins viscerais. Dados expressos em média + erro padrdo
(n =8-11), # p< 0,0001 vs. o grupo C; & p< 0,05 vs. o grupo D; @ p< 0,0001 vs. o grupo DL;
¢ p<0,0001 vs. C; § p< 0,001 vs. DL.

AUC, Figuras C e D: Sem diferenca estatistica, se houver pelo menos uma letra em comum

entre os grupos (p> 0,05).

A partir da 8% semana de vida até o final do experimento, a polifagia foi muito mais
acentuada nos animais do grupo DA comparado com o grupo D (p< 0,01). Neste periodo, a
quantidade de racdo consumida foi 1,48 vezes maior nos animais diabéticos suplementados
com aminoé&cidos ndo essenciais (45,40 + 2,028 g/dia) em relacdo aquela ingerida pelos ratos

diabéticos que consumiram ragdo controle (30,66 + 1,334 g/dia) (p< 0,001).

A figura 12B mostra que a glicemia pos-prandial dos animais do grupo DA
permaneceu acima de 400 mg/dL desde a 6% semana de vida, e foi estatisticamente diferente
comparada com a do grupo D (p< 0,05). Isto significa dizer que a racdo AANE piorou a
polifagia e a hiperglicemia crdnica em animais diabéticos. Além disso, é possivel observar
que, apesar da elevada quantidade de racdo diéria consumida, 0s animais que consumiram a
racdo AANE apresentaram o menor peso relativo dos coxins subcutaneo e viscerais entre

todos os grupos experimentais (Figuras 12C e 12 D).
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FBAT 2% Aprimoramento Didatico 10032013 15042012 6D 4 8 A N Concluida
HNTETSS- Mutrigendmica no Contexto das Doengas Cronicas nao
. Transmissives (Facukdade de Salde Poblica - Universidade  18/05/2013  21/06/2013 60 4 o4 A M Concluida
de 33o Paulo)
EFEST46- Adaptagdes Neuromusculares ao Treinamento de Forga
{Escola de Educagdo Fisica & Esporte - Universidade de S50 08/04/2014  17/D6/2014 80 8 100 B N Concluida
Paula)
Créditos minimos exigidos Créditos obtidos
Para exame de qualificacdoe Para deposito de tese
IDisciplinas: o 20 23
[Estagios:
Total: ] 20 23

Creditos Atribuidos a Tese: 187

Observacbes:

1) Curso com validade nacional, de acerdo com o disposto na Portaria n® 580, de 18.08.2009..

Conceito a partir de 02/01M1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T - Transferéncia.

Um(1} credito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 18/07/2016
Impressoem: 28082018 17:47:52
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ANEXO 4: CURRICULO LATTES DO ALUNO

% curriculs Lattes

curriculo

Dados gerais | Formagdo | Atuacdo | Projetos | Produgbes — Educag3o e Popularizagio de C& T | Eventos | +

Vanessa Batista de Sousa Lima
Bolsista de Doutorado do CNPq

(&2 Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpg.br/7082147164237378

Q} liltima atualizac3o do curriculo am 28/09/2016

Possui graduago em Nutricio pela Universidade Federal do Piaui (2008). E Mestre em Alimentos e Nutrigio pela Universidade Federal do Piaui (2011).
Atualmente é doutoranda em Ciéncias dos Alimentos pela Universidade de S3o Paulo. Tem experiéncia na drea de Nutric3o Experimental, Bioquimica da
Nutricdo e Nutricde e Exercicio Fisico. (Texto informado pelo autor)

Identificagao

Nome
Vanessa Batista de Sousa Lima
Nome em citacdes bibliograficas

LIMA, V. B. 5.;Sousa Lima, Vanessa Batista;V. B. de Sousa Lima

Enderego

Formacdo académica/titulagéo

2012

Douterado em andamento em Ciéncdias dos Alimentos (Conceito CAPES 7).
Universidade de S80 Paulo, USP, Brasil.
COrientador: Prof Dr Julio Orlando Tirapegui Toledo.

2009 - 2011

Mestrado em Alimentos e Nutrig3o. Conceito CAPES: 3..
Universidade Federal do Piaui, UFPI, Brasil.
Titulo: Estado Nutricional Relativo ao Zinco e sua Relagdoe com o Estresse Oxidativo em Padientes Diabeticos Tipo 2,Ano de Obtencdo: 2011,

Orientador: Prof Dr2 Dilina do Nascimento Marreiro.

Bolsista do(a): Fundacdo de Amparc a Pesquisa do Estado do Piaui, FAPEPI, Brasil.
Palavras-chave: Diabetes Mellitus Tipo 2; Hiperglicemia; zinco; Superoxide dismutase.
Grande drea: Ciéndas da Salde

2015

Especializagdo em andamento em Nutrigo Aplicada ao Exercicio Fisico.
Escola de Educacdo Fisica e Esporte, EEFE - USP, Brasil.

2004 - 2008

Graduagdo em Nutrigdo.
Universidade Federal do Piaui, UFPI, Brasil.

Formagao Complementar

2008 - 2008

Extens3o universitaria em Monitoria em Nutrigdio Materno-infantil. (Carga hordria: 192h).
Universidade Federal do Piaui, UFPI, Brasil.

2008 - 2008

Extens3o universitaria em inglés instrumental,
Universidade Federal do Piaui, UFPI, Brasil.
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2008 - 2008

ExtensSo universitaria em Nutricdo Esportiva. (Carga horaria: 40h).
Universidade Federal do Piaui, UFPI, Brasil.

2008 - 2008

Extens3o universitaria em Consulta de NutrigSo a gestantes e bebés. (Carga hordria: 252h).
Universidade Federal do Fiaui, UFPT, Brasil.

2007 - 2008

iniciagdo cientifica.
Universidade Federal do Piaui, UFPT, Brasil.

2007 - 2007

Extensdo universitaria em Monitoria em Dietoterapia I (Carga hordria: 192h).
Universidade Federal do Piaui, UFPL, Brasil.

2007 - 2007

Extensdo universitaria em Monitoria em Nutricgo e Dietética IL (Carga hordria: 192h).
Universidade Federal do Piaui, UFPT, Brasil.

2006 - 2006

ExtensSo universitaria em Monitoria em Técnica Dietética. (Carga hordria: 192h).
Universidade Federal do Piaui, UFPL, Brasil.

2005 - 2005

Extens3o universitaria em Monitoria em Fisiologia para NutrigBo. (Carga hordria: 192h).
Universidade Federal do Piaui, UFPI, Brasil.

Atuagao Profissional

Universidade Federal do Piaui, UFPI, Brasi

Vinculo institucional

2009 - 2011

Vinculo: Estudante, Enguadramento Funcional : Mestranda em Alimentos e Nutrigso, Regime: Dedicagso exclusiva.

Vinculo institucional

2007 - 2009

Vinculo: Aluno de Iniciacdo Cientifica, Enquadramento Funcional: Bolsita PIBIC/CNPg e Bolsista PIBIC/UFPI, Regime: Dedicagdo exclusiva.

Atividades

09/2009 - Atual

Estdgios , Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de Nutrigdo.

Estagio realizado
Estagio & Docéncia na disciplina Nutriciio e Atividade Fisica. Convidada a ministrar aulas nas disciplinas Dietoterapia I e Nutricio e Dietética no Ciclo de Vida II do curso Nutricio da
Universidade Federal do Piaui..

10/2010 - 12/2010

Ensino, Nutrigdo, Nivel: Graduagdo

Disciplinas ministradas
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Mestranda convidada a ministrar a disciplina Trabalho de Conclusdo de Curso I do curso de Nutricdo da Universidade Federal do Piaui.
04/2009 - 04/2010

Conselhos, Comissbes e Consultoria, Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de Nutrigio.

Cargo ou fungdo
Representante Discente do Colegiado do Programa de Pés-graduacio (Mestrado) em Alimentos e Nutricdo..

versidade de Paulo, USP, Brasi

Vinculo institucional

2012 - Atual
Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Doutoranda em Ciéncias, Mutricio Experimental, Regime: Dedicacdo exclusiva.

Atividades

08/2015 - 12/2015

Estagios , Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, .

Estagio realizado
Programa de Aperfeigoamento de Ensino - PAE em Nutrigio e Atividade Fisica.

Projetos de pesquisa

2010 - 2010

Pardmetros Bioguimices Relativo ao Zinco e Atividade da Enzima Superdxido Dismutase em Pacientes Dizbéticos Tipo 2

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: GraduagSo: (1) [ Mestrado acad&mico: (1) .

Integrantes: Vanessa Batista de Sousa Lima - Integrante / Dilina do Nascimento Marreiro - Coordenador.
2007 - 2008

Efeite do Exercicio Fisico sobre a Atividade da Enzima Superdxido Dismutase como Biomarcador do Estresse Oxidativo em Judocas Adolescentes.

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Graduaco: (1) / Mestrado académico: (1) .

Integrantes: Vanessa Batista de Sousa Lima - Integrante / Dilina do Nascimento Marreiro - Coordenador.

Areas de atuacdo

Grande area: Ciéncias da Satide [ Area: Nutricdo / Subdrea: Nutricio Experimental.
Grande area: Ciéndas da Salde [ Area: Nutricdo / Subdrea: Bioguimica da Nutrigio.
Grande drea: Ciéncias da Satide [ Area: Nutricdo / Subdrea: Nutricio e Salde.

4.

Grande area: Cigndias da Salde [ Area: Nutric3o / Subdrea: NUTRIGAO ESPORTIVA.




Idiomas

Inglés

Compreende BemlLE Bem, Escreve Razoavelmente.
Espanhol

Compreende BemLE Bem, Escreve Pouco.

Prémios e titulos

2008

Melhor trabalho cientifico apresentade na forma oral no II Congresso Piauiense em Alimentos e Nutrigio: Alimentos funcicnais, compostos bioativos e doengas ardnicas,
Departamento de Nutricdo, Universidade Federal do Piawl.

Produgdes

Producio bi

Artigos completos publicados em periédicos

Ordenar por

Ordem Cronclégica v
L

LIMA, V. B. S.; BRITO, A. K. 5. ; MORAIS, 1. B. 5. ; SEVERO, J. 5. ; FREITAS, T. E. C. ; ARAUIO, C. G. B. ; MARREIRO, D. N. . FarticipacSo do Estresse Oxidativo sohre o Metabolismo do
Zinco e da Enzima Superdwido Dismutase no Diabetes Mellitus Tipo 2. NutricBo em Pauta, v. 23, p. 5-9, 2015.

SILVA, M. M. ; LIMA, V. B. S. ; CAVALCANTE, N. A. A. ; COELHO, D. B. ; GARCIA, E. S. ; SILVA, A. M. O. E. ; CRUZ, K. J. C. ; NOGUEIRA, N. N. ; MARREIRO, D. N. . Biochemical
Parameters of Zinc and Markers of Oxidative Stress in Soccer Players. Revista Brasileira de Ciéncia e Movimento, v. 22, p. 45-50, 2014.

LIMA, V. B.S.; LIMA, V. B. S.; CARVALHO FILHO, F. C. ; REGO, 1. G. S. ; MURATORI, M.C.S . Pesquisa de coliformes, escherichia coli e bactérias hetetrdficas em agua mineral.
Higiene Alimentar, v. 77, p. 97-101, 2013.

Mesquita L. 5. A, ; LIMA, V. B. 5. ; ] M Moita Neto ; Cozzolino, SMF ; MARREIRO, D N. . Biochemical Parameters of Zinc and Activity of Superoxide Dismutase and Glutathione
Peroxidase Enzymes in Athletes. Gazzetta Medica [taliana. Archivio per le Scienze Mediche (Testo stampato), v. 171, p. 703-712, 2012.

Feitesa, Maura Cristina Porto ; LIMA, Vanessa Batista de Sousa ; Nascimento Marreiro, Dilina . Particdipagde da Inflamaggo sobre o Metabolisme do Zinco na Obesidade. Nutrire (S8o
Paulo), v. 37, p. 93-104, 2012.

F. Ennes Dourado Ferro ; V. B. de Sousa Lima ; N. R. Mello Soares ; 5. M. Franciscate Cozzolino ; D. do Nascimento Marreiro . Biomarkers of metabolic syndrome and its
relationship with the zinc nutritional status in obese women. Nutricidn Hospitalaria IR, v. 26, p. 650-654, 2011.

ENES B | SCLPUS 11

Citagdes:

LIM&, Vanessa Batista de Sousa; Sampaio, Fabiane de Araljo ; Bezerra, Daila Leite Chaves ; 1 M Moita Neto ; Nascimento Marreiro, Dilina . Parameters of glycemic control and its
relationship with the zincemia andthe activity of the superoxide dismutase enzyme in type 2 diabetic patients. Arquivos Brasileiros de Endocrinclogia e Metabologia (Impresso] Jcr, v.
55, p. 701-707, 2011.

Citacdes: saence~ 4 | SEHEPUS 3

8.

Ferro, Flavia Ennes Dourado ; Sousa Lima, Vanessa Batista ; Soares, Nina Rosa Mello ; Sousa Almondes, Kaluce Gongalves ; Pires, Liliane Viana ; Cozzoling, Silvia Maria
Franciscato ; Nascimento Marreiro, Dilina . Parameters of Metabolic Syndrome and Its Relationship with Zincemia and Activities of Superoxide Dismutase and Glutathione Peroxidase
in Obese Women. Biological Trace Element Research JCr, v. 143, p. 787-793, 2011.

ENES 6 | SCLPUS 6

Citacdes:
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R C Moleto Magalhes ; C. Guedes Borges de Araujo ; V. B. de Sousa Lima ; J M Maita Meto ; N. do Nascimento Nogueira ; D. do Nascimente Marreiro . Nutritional status of zinc and
activity superoxide dismutase in chronic renal patients undergoing hemodialysis. Nutricidn Hospitalaria JCR, v. 26, p. 1471-1476, 2011.

Citacdes: SCLPUS 6
10.

ANDRADE, L 5. ; LIMA, V. B. S. ; SOUSA, A. F. ; NOGUEIRA, N. N. ; MOURA FILHO, Q. F ; MARREIRO, D. N. . Nutritional status of zinc in adolescent judo athletes. Fitness &
Performance Journal (Impressa), v. 9, p. 77-84, 2010,

Resumos expandidos publicados em anais de congressos

LIMA, V. B. S.; SOUSA, A, F. ; NOGUEIRA, N. N. ; MARREIRO, D. M. . Efeite do Exercicio Fisico Sobre a Atividade da Enzima Superdxido Dismutase como Biomarcador do Estresse
Oxidativo em Judocas Adolescentes.. In: [1I Congresso de Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo e XV11 Seminario de Iniciagdo Cientifica da UFPT, 2008, Teresina. ITT Congresso de Ciénda,
Tecnologia e Inovacio e XVII Semindrio de Iniciacdo Cientifica da UFPL, 2008.

Resumos publicados em anais de congressos

LIMA, Vanessa Batista de Sousa; Silva, Moisés Mendes da ; Cavalcante, Nara Adilia Andrade ; Silva, Danilla Michele Costa ; Almondes, Kaluce Gongalves de Sousa ; MEDEIROS, L G. 0.
; Cozzolino, Silvia Maria Frandiscato ; NOGUEIRA, N. N. ; Nascimento Marreiro, Dilina . Parametros Bioquimices Relativos ae Zinco em Jogadores de Futebol. In: (Mutrire) Revista da
Sociedade Brasileira de Alimentagio e Nutrico: Trabalhos cientificos do 11? Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentagdo e NutrigSo - SBAN, 2011, Fortaleza. Anais do
11 Congresso Nacional da Sociedade Erasileira de Alimentacdo e Nutricdo - SBAN, 2011. v. 36.

LIMA, Vanessa Batista de Sousa; Ferro, Flavia Ennes Dourado ; Soares, Nina Rosa Mello ; Almondes, Kaluce Gongalves de Sousa ; Cozzolino, Silvia Maria Franciscato ; NOGUEIRA, N.
N. ; Nascimento Marreiro, Dilina . Componentes da Sindrome Metabdlica e Sua Relacio com a Zincemia e a Atividade das Enzimas Superdxido Dismutase e Glutationa Peroxidase em
Mulheres Obesas. In: 11° Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentagio e NutrigBo-SBAN, 2011, Fortaleza. (Nutrire) Revista da Sociedade Brasileira de Alimentago e
Nutrigdo: Trabalhes dentificos do 11° Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentacgo e Nutrigdo-SBAN, 2011. v. 36.

LTMA, Vanessa Batista de Sousa; Soares, Nina Rosa Mello ; Ferro, Flavia Ennes Dourado ; Oliveira, Ana Raquel Soares ; NOGUEIRA, N. N. ; Nascimento Marreiro, Dilina . Relacio entre
a Ingestdo de Calcio & Parémetros Metabdlicos em Mulheres Obesas. In: 11 Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentacdo e NutricBo - SBAN, 2011, Fortaleza. (Nutrire)
Revista da Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutrigio: Trabalhos dentificos do 119 Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentag3o e Nutrigio-SBAN, 2011. v. 36.

4,

FEITOSA, M. M. ; LIMA, Vanessa Batista de Sousa ; LUSTOSA, C. F. ; MATIAS, 1. P. ; MEDEIROS, L. G. Q. ; Sampaio, F. A ; LIMA, A. . Composigdo Centesimal, Fendlicos Totais e
Capacidade Antioxi & em (Arachis t )- In: 112 Cong Nacional da Sociedade Brasileira de AlimentagSo e Nutrigio - SBAN, 2011, Fortaleza. (Nutrire) Revista
da Sociedade Brasileira de Alimentacio e Nutricio: Trabalhos cientificos do 112 Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentacio e Nutricio-SBAN, 2011. v. 36.

Oliveira, Ana Raquel Soares ; Ferro, Flavia Ennes Dourado ; Oliveira, Francisco Erasmo ; Soares, Nina Rosa Mello ; LIMA, Vanessa Batista de Sousa ; Barbosa, Amanda Marreiro ;
Beserra, Bruna Teles Seares ; Nascimento Marreire, Dilina . Ingestdo de Cilcio e sua Relagdo com Adiposidade em Mulheres Obesas. In: 112 Congresso Nacional da Sociedade
Brasileira de Alimentag3o e Nutrigio - SBAN, 2011, Fortaleza. (Nutrire) Revista da Sociedade Brasileira de Alimentaco e Nutrigdo: Trabalhos dientificos do 119 Congresso Nacional da
Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutricdo-SBAN, 2011. v. 36.

Barbosa, Amanda Marmreiro ; Beserra, Bruna Teles Soares ; Oliveira, Francisco Erasmo ; Ferro, Flavia Ennes Dourado ; Soares, Nina Rosa Mello ; Cozzolino, Silvia Maria Franciscato ;
LIMA, Vanessa Batista de Sousa ; NOGUEIRA, M. N. ; Nascimento Marreirg, Dilina . Marcadores da Sindrome Metabdlica e Sua RelacSo com a Zincemia em Mulheres Obesas. In: 119
Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentacio e Nutrigdo - SBAN, 2011, Fortaleza. (Nutrire) Revista da Sociedade Brasileira de Alimentag3o e Nutrigio: Trabalhos
dientificos do 11 Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutricdo-SBAN, 2011. v. 36.

Beserra, Bruna Teles Soares ; Barbosa, Amanda Marreiro ; Ferro, Flavia Ennes Dourado ; Soares, Nina Rosa Mello ; Cozzolino, Silvia Maria Franciscato ; LIMA, Vanessa Batista de

Sousa ; NOGUEIRA, N. N. ; Nascimento Marreiro, Dilina . Parémetos Bioguimicos do Zinco e Atividade das Enzimas Superdxido Dismutase e Glutationa Peroxidase em Mulheres Obesas.

In: 119 Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentagdo e NutrigSo - SBAN, 2011, Fortaleza. (Nutrire) Revista da Sociedade Brasileira de Alimentagdo e NutrigSo:
Trabalhos cientificos do 117 Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentacio e NutricBo-SBAN, 2011. v. 36.

8.

Araifjo, Camila Guedes B ; Magalhdes, Rosana Célia Noleto ; Reis, Marcela Aguiar ; LTMA, Vanessa Batista de Sousa ; NOGUEIRA, N. N. ; Nascimento Marreiro, Dilina . Pardmetros
Bioguimicos do Zinco em Pacientes Renais Cronicos sob Hemodialise. In: 11 Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentacdo e NutricBo - SBAN, 2011, Fortaleza. (Nutrire)
Revista da Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutrigio: Trabalhos dentificos do 119 Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentag3o e Nutrigio-SBAN, 2011, v. 36.

9.

Beserra, Bruna Teles Seares ; LIMA, E. V ; Oliveira, Ana Raquel Soares ; Oliveira, Francisco Erasmo ; Barbosa, Amanda Marreiro ; LIMA, Vanessa Batista de Sousa ; Nascimento
Marreiro, Dilina . Reagdo entre niveis séricos de vitamina D e resisténdia 3 insulina em padientes diabéticos tipo 2. In: XVIII Congresso da Sociedade Brasileira de Diabetes, 2011,
Brasilia - DF. Anais do XVIII Congresso da Sociedade Brasileira de Diabetes. In: Arquivos Brasileiros de Endocrinologia e Metabologia, 2011. v. supl 5. p. 5393,

10.
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Beserra, Bruna Teles Soares ; LIMA, Vanessa Batista de Sousa ; Sampaio, Fabiane de Aradjo ; Bezerra, Daila Leite Chaves ; NOGUEIRA, N. N. ; 1 M Moita Neto ; Nascimento Marreiro,
Dilina . Estado Nutricional Relativo ao Zinco e a Atividade da Enzima Superdxido Dismutase em Pacientes Diabéticos Tipo 2. In: XVIII Congresso da Sociedade Brasileira de Diabetes,
2011, Brasilia - DF. Anais do XVIII Congresso da Sociedade Brasileira de Diabetes. In: Arquivos Brasileiros de Endocrinologia e Metabologia, 2011. v. supl 5. p. 5291-5292,

11.

Beserra, Bruna Teles Seares ; Sampaio, Fabiane de Araljo ; Bezemra, Daila Leite Chaves ; Feitosa, M. M. ; LIMA, Vanessa Batista de Sousa ; J M Moita Neto ; Nascimento Marreiro,
Dilina . Estado Nutricional Relative ac Magnésio e sua Relagdo com a Resisténcia 3 Insulina em Pacientes Diabéticos Tipo 2. In: XVIII Congresso da Sociedade Brasileira de Diabetes,
2011, Brasilia - DF. Anais do XVTIT Congresso da Sociedade Brasileira de Diabetes. In: Arquivos Brasileiros de Endocrinologia e Metabologia, 2011. v. supl 5. p. S386-5387.

12.

Sampaio, F. A ; Bezerra, D. L C. ; LIMA, Vanessa Batista de Sousa ; Feitosa, M. M. ; Silva, 3. M. C. L ; Oliveira, Francisco Erasmo ; NOGUEIRA, N. N. ; Nascimento Marreiro, Dilina .
Relacdo Entre o Magnésio Dietstico & a Resisténcia 3 Insulina em Pacientes Diabéticos Tipo 2. In: 11° Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutricio - SBAN,
2011, Fortaleza. (Mutrire) Revista da Sociedade Brasileira de Alimentagio e Mutrigdo: Trabalhos cientificos do 112 Congresso Macional da Sociedade Brasileira de Alimentagdo e
MutricSo-SBAN, 2011. v. 36.

13.

SOARES, N. R. M. ; LIMA, V. B. 5. ; SOUSA, M. 5. B. ; MARREIRO, D. N. . Concentragies Plasmaticas e Eritrocitarias de Zinco e Atividade das Enzimas Superdxide Dismutase e
Glutationa peroxidase em Judocas Adolescentes. In: XVIII Congresso Braslieiro de Mutricio Parenteral & Enteral, VI Congresso Brasileiro de Nutricgo Clinica e I Congresso Brasileiro
de Gastronomia Hospitalar, 2009, Natal. Revista Brasileira de Mutrigdo Clinica: trabalhos dentificos do XVIII Congresso Brasileiro de Mutrig3e Parenteral e Enteral, 2009. v, 24, p. 127-
127.

14.

LIMA, V. B. S.; MARREIRD, D. N. ; NOGUEIRA, N. N. ; SOARES, N. R. M. ; SOUSA, M. . B. . Atividade da Enzima Superdiddo Dismutase em Judecas Adolescentes Submetidos ao
Treinamento Intenso. In: XVIIT Seminario de Iniciagdo Cientifica da Universidade Federal do Piaui, 2008, Teresina. XVTIT Semindrio de Iniciacdo Cientifica da Universidade Federal do
Piaui, 2009,

15.

LIMA, V. B. 5.; ANDRADE, L. 5. ; Pires, Liliane Viana ; NOGUEIRA, N. N. ; MARREIRO, D. N. ; Cozzolino, SMF . Parémetros Bioguimicos Relativo ao Zinco e Atividade das Enzimas
Superdxido Dismutasze e Glutationa Peroxidase em Judocas Adolescentes. In: 10% Congresso Nacional da Sodiedade Brasilsira de Alimentagdo e NutrigBo-SBAN Dos Genes 3
Coletividade, 2009, S0 Paulo. (Nutrire) Revista da Sociedade Brasileira de Ali 8o e Nutrigdo: cientificos do 10° Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de
Alimentacio e Nutricio-SBAN Dos Genes & Coletividade, 2009, v. 34, p. 1-493.

16.

LIMA, V. B. S.; BATISTA, P. C. ; ARAUJO, R. 5. R. M. . ELABORAGAO DE SORVETE A BASE DE SOJA SABOR MANGA. In: II Congresso Piauiense de Alimentos e Nutricio, 2008,
Teresina. I Congresso Piauiense de Alimentos e Nutrigdo, 2008,

17.

LIMA, V. B. S.; SOUSA, A, F. ; ANDRADE, L. 5. ; NOGUEIRA, N. N. ; MARREIRD, D. N. . EFEITO DO EXERCICIO FISICO SOBRE A CONCENTRAGAD PLASMATICA DE ZINCO EM JUDOCAS
ADOLESCENTES. In: II Congresso Piauiense de Alimentos e Nutrigdo, 2008, Teresina. I Congresso Piauiense de Alimentos e NutrigSo, 2008.

18.

LIMA, V. B. S.; BATISTA, P. C. ; ARAUIO, R. 5. R. M. . FormulacSo de sorvete & base de soja: avaliagdo de aceitabilidade e preferéndia. In: VIII Congresso Norte & Nordeste de
Mutricdo Parenteral e Enteral e VIII Congresso Norte e Mordeste de Nutrigdo Clinica, 2008, Fortaleza. VIII Congresso Morte e Nordeste de Nutricdo Parenteral e Enteral e VIIT
Congresso Norte e Nordeste de Nutrigdo Clinica, 2008. p. 1-2.

19.

LIMA, V. B. S.; TEMOTEQ, T. L. ; COUTO, R. W. B. ; CUNHA, A, L. C. ; LIMA, T. B. C. ; LIMA, G. 5. P. . CONSUMO ALIMENTAR DE GESTANTES ADOLESCENTES EM ASSISTENCIA
MUTRICIONAL PRE-NATAL. In: I Congresso Piauiense de Educacio em AtencSo Primdria 4 Satde e III Ciclo de Estudes de Salide Coletiva em Odontologia, 2008, Teresina. I Congresso
Piauiense de Educacio em Atengdo Primaria 3 Salde e I Ciclo de Estudos de Saidde Coletiva em Odontologia, 2008.

20.

LIMA, V. B.S.; TEMOTED, T. L. ; COUTO, R. W. B. ; CUNHA, A. L. C.; LIMA, T. B. C. ; LIMA, G. 5. P. . PERFIL DE GESTANTES ADOLESCENTES ATENDIDAS NO INSTITUTO DE
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