< UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
e |
;’/A DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA E TERAPEUTICA
J PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

KARISSA SATOMI HAIDA

IMPLANTACAO DE MODELOS EXPERIMENTAIS DE HIPERPRODUCAO HEPATICA
DE GLICOSE PARA AVALIACAO DE FARMACOS COM POTENCIAL

ANTIDIABETICO

MARINGA
2011



KARISSA SATOMI HAIDA

IMPLANTACAO DE MODELOS EXPERIMENTAIS DE HIPERPRODUCAO HEPATICA
DE GLICOSE PARA AVALIACAO DE FARMACOS COM POTENCIAL

ANTIDIABETICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacgdo em Ciéncias Farmacéuticas - Area
de Concentracdo: Produtos Naturais e
Sintéticos  Biologicamente  Ativos, da
Universidade Estadual de Maringa, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Roberto Barbosa Bazotte

MARINGA
2011



Dados Internacionais de Cataloga¢do-na-Publicacao (CIP)

(Biblioteca Central - UEM, Maringé — PR., Brasil)

H1491

Haida, Karissa Satomi
Implantagdo de modelos experimentais de hiperproducdo
hepadtica de glicose para avaliacdo de farmacos com

potencial antidiabético / Karissa Satomi Haida. -- Maring4,
2011.
62 f£. : il. col., figs., tabs.

Orientador: Prof. Dr. Roberto Barbosa Bazotte.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual de
Maringd, Programa de Pés-Graduacdo em.Ciéncias
Farmacéuticas, 2011

1. Diabetes mellitus. 2. Metabolismo hepatico. 3. Dieta
hiperlipidica. 4. Sacarose. 5. Infliximabe. I. Bazotte,
Roberto Barbosa, orient. II. Universidade Estadual de
Maringd. Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas. III. Titulo.

CDD 21.ed.- 616.462




KARISSA SATOMI HAIDA

IMPLANTACAO DE MODELOS EXPERIMENTAIS DE HIPERPRODUCAO HEPATICA
DE GLICOSE PARA AVALIACAO DE FARMACOS COM POTENCIAL

ANTIDIABETICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas - Area
de Concentracdo: Produtos Naturais e
Sintéticos  Biologicamente  Ativos, da
Universidade Estadual de Maringa, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre.

Aprovado em

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Roberto Barbosa Bazotte
Universidade Estadual de Maringa
Presidente-Orientador

Profé. Dra. Maria Angélica Raffaini Covas Pereira da Silva
Universidade Estadual de Maringa

Profé. Dra. Maria Montserrat Diaz Pedrosa Furlan
Universidade Estadual de Maringa



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pelas oportunidades que me foram dadas.

Ao Professor Doutor Roberto Barbosa Bazotte, paciente orientador e organizador dos
meus pensamentos desconexos. Sem duavida, uma das melhores pessoas que a
universidade me permitiu conhecer e um estimulo para ver na Academia um caminho

para a vida.

Aos meus pais, irmaos e a toda a minha familia que, com muito apoio e compreensao,

ndo mediram esforgos para que eu chegasse até esta etapa de minha vida.

Agradeco ao meu noivo Rogério, por estar sempre ao meu lado me apoiando, e me

dando forgas para nunca desistir.

A Universidade Estadual de Maringa onde encontrei um ambiente acolhedor e com

Otima infra-estrutura e a Fundacao Araucaria pelo apoio financeiro.

Ao Carlos Eduardo, Solidalva, Helenton, Thauany, Kassia, Antbnio, Vania pela
agradavel convivéncia, pelos conhecimentos transmitidos e ajuda para a elaboragdo
deste trabalho.

Ao Dr. Marco Rocha Loures pela disponibiliza¢io do Infliximabe.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizagdo deste trabalho.



RESUMO

INTRODUCAO - A hiperproducdio hepatica de glicose (HHG) contribui
significativamente na determinacdo da hiperglicemia associada a resisténcia a insulina. No
entanto, modelos experimentais animais para estudar produtos biologicamente ativos que
possam reduzir a HHG sdo escassos. Além disso, deve-se considerar que na pratica clinica ha
somente um medicamento antidiabético com papel bem estabelecido na reducdo da HHG, ou
seja, a metformina. Portanto, torna-se necessario o desenvolvimento de novas drogas para
reduzir a HHG que por sua vez, depende da implantacdo de modelos experimentais
apropriados. Além disso, devido ao fato de que o infliximabe, um antagonista do Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a), além de seu estabelecido papel no tratamento de doengas
inflamatdrias, melhora o controle glicémico, decidimos investigar também a possibilidade
deste agente impedir a hiperproducédo hepatica de glicose induzida por dietas ricas em gordura
saturada ou sacarose. OBJETIVO — Implantar um modelo experimental de HHG induzida
por dietas e avaliar a possibilidade de impedir esta alteracdo metabdlica através do uso do
infliximabe. MATERIAIS E METODOS — Camundongos Swiss (30-35 g) foram utilizados.
No primeiro estudo, o grupo controle (C) recebeu dieta padrdo e o grupo dieta hiperlipidica
(HL) recebeu dieta padrdo enriquecida com gordura suina, na proporcdo de 1,2 ¢g/1,0 g,
respectivamente. O grupo HL foi subdividido em: dieta HL + Infliximabe (10 pg/100 pL de
salina, via intraperitoneal (i.p), duas vezes ao dia) e dieta HL + Salina (100 pL, via i.p, duas
vezes ao dia). Apds duas semanas, os grupos Controle, dieta HL + Salina e dieta HL +
Infliximabe, em jejum noturno de 15 hs, foram anestesiados com tiopental (120 mg/kg) e
submetidos a laparotomia. Precedendo a perfusdo in situ, o sangue da veia cava foi coletado
para avaliacdo da glicemia. Ap6s um periodo de pré-infusdo (10 min), o substrato
gliconeogénico L-alanina, dissolvido no fluido de perfusdo, foi perfundido durante 60 min,

seguido de um periodo de pés-infusdo (10 min) para permitir o retorno aos niveis basais.



Amostras do liquido de perfusdo foram coletadas a cada 5 min e a produgdo hepatica de
glicose, uréia, piruvato e L-lactato foi avaliada. As diferencas nas concentragdes de glicose,
uréia, piruvato e producdo de L-lactato antes e durante a infusdo de L-alanina permitiram o
calculo da area sob a curva (AUC). Assim, utilizando uma concentracao supra fisiologica de
L-alanina (5 mM), foi possivel comparar a capacidade maxima do figado para produzir
glicose a partir deste aminoacido. No segundo estudo, os animais receberam dieta padrédo
(grupo Controle) ou dieta enriquecida com sacarose 30% (p/v) dissolvida na agua (grupo
DES), sendo comparados por até quatro semanas. Neste periodo, a ingestdo caldrica do
liquido e da racéo foi avaliada. O peso corporal foi medido semanalmente. Apds duas, trés ou
quatro semanas, o0s grupos Controle e DES, em jejum noturno de 15 hs, foram submetidos a
coleta de sangue para avaliacdo da glicemia e, em seguida, realizou-se a perfusao de figado in
situ para avaliacdo da producdo hepatica de glicose, uréia, piruvato e L-lactato a partir de L-
alanina (5 mM) como descrito anteriormente. Ap6s o término destes procedimentos, as
gorduras retroperitoneal, epididimal e inguinal foram retiradas e pesadas. RESULTADOS -
Camundongos que receberam dieta HL apresentaram hiperglicemia de jejum e maior
producdo hepatica de glicose a partir da L-alanina, mas essas alteracGes foram impedidas pelo
tratamento com infliximabe. No entanto, camundongos tratados com a dieta enriquecida com
sacarose durante duas, trés ou quatro semanas, apesar de apresentarem maior peso corporal,
gordura retroperitoneal, epididimal e inguinal, ndo apresentaram alteracdes da glicemia de
jejum ou da producdo hepética de glicose, uréia, piruvato e L-lactato. CONCLUSAO - Os
resultados obtidos abrem a possibilidade para o uso da dieta hiperlipidica como um modelo
experimental adequado para estudar farmacos com potencial de impedir a HHG na condigéo
de diabetes e pré-diabetes.

Palavras-chave: Diabetes mellitus, Metabolismo hepatico, Dieta hiperlipidica, Sacarose,
Infliximabe.



ABSTRACT

INTRODUCTION - Liver glucose overproduction (LGO) contributes significantly in
determining hyperglycemia associated with insulin resistance. However, experimental animal
models to study potential biologically active products which promote reversibility of liver
glucose overproduction are scarce. Moreover, it must be considered that in clinical practice
there is only one antidiabetic drug with well established role to overcome the LGO, i.e.,
metformine. Therefore, it becomes necessary to develop new drugs to reduce the LGO which
in turn, depends on the implementation of appropriated experimental models. Moreover, since
infliximabe, a tumor necrosis factor alpha (TNF-a) antagonist, show a well established role to
treat inflamatory diseases and to obtain a better glycemic control, we decided to investigate
the possibilily of this agent to prevent liver glucose overproduction induced by saturated fat
diet or diet enriched with sucrose. AIM — The implantation of one experimental model of
LGO induced by diet and evaluate the possibility of prevention of this metabolic disorder with
infliximabe. MATERIALS AND METHODS - Male Swiss mice (30-35 g) were used. In the
first study, the control group (C) received standard diet and the high lipid (HL) group received
standard diet enriched with pork fat, in the proportion of 1,2 g/1,0 g, respectively. The HL
group was subdividided in HL mice treated with intraperitoneal (i.p) infliximabe (10 pg
dissolved in 100 pL of saline) twice a day and HL mice treated with i.p saline (100 uL) twice
a day. After two weeks Control, HL + Saline and HL + Infliximabe groups (15 hs overnight
fasting) were anesthetized with thiopental (120 mg/kg) and submitted to laparotomy. Before
in situ liver perfusion, the blood was collected from cava vein for glucose evaluation. After a
pre-infusion period (10 min), the gluconeogenic substrate L-alanine were dissolved in the
perfusion fluid during 60 min, followed by a post-infusion period (10 min) to allow the return
to basal levels. Samples of the effluent perfusion fluid were collected at 5 min intervals and

the liver production of glucose, urea, pyruvate and L-lactate were evaluated. The differences



in the glucose, urea, pyruvate and L-lactate production during and before the infusion of L-
alanine allowed calculating the area under the curves (AUC). Thus, by using
supraphysiological concentration of L-alanine (5mM) it was possible to measure the maximal
capacity of the liver to produce glucose from this amino acid. In the second study, the animals
which received standard diet (Control group) or standard diet plus sucrose 30% (w/v)
dissolved in the water (group DES) until four weeks were compared. During this period the
daily food and water ingestion were measured and the daily caloric intake were evaluated.
Body weigh were measured weekly. After two, three or four weeks of treatment Control and
DES groups (15 hs overnight fasting) were submitted to anesthesia and after blood collection
for glucose evaluation, the livers were perfused and the glucose, urea, pyruvate and L-Lactate
production from L-alanine were done. Finally, the retroperitoneal, epididimal and inguinal fat
were removed and weighted. RESULTS - Mice which received HF diet showed fasting
hyperglycemia and increased liver glucose production from L-alanine but these changes was
prevented by the treatment with infliximabe. In contrast, mice treated with high sucrose diet
during two, three or four weeks, in spite of the increased body weigh and retroperitoneal,
epididimal and inguinal fat, did not show alteration in fasting glycemia or liver glucose, urea,
pyruvate and L-Lactate production from L-alanine. CONCLUSION - The results open the
possibility of using HL diet as a suitable model to study potential antidiabetic drugs with a

potential role to promote reversibility of LGO in the diabetic and pre-diabetic condition.

Key-words: Diabetes mellitus, Liver metabolism, Hyperlipidic diet, Sucrose, Infliximabe.
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1 INTRODUCAO

1.1 DIETAS E ALTERACOES FISIOLOGICAS E METABOLICAS

Devido ao aumento significativo do nimero de individuos obesos ou com sobrepeso, 0
percentual de portadores de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) na populagdo vem crescendo a
cada dia (ZANELLA, KOHLMANN JR, RIBEIRO, 2001). A obesidade e o diabetes mellitus
tipo 2 tornaram-se importantes problemas de saude publica em nivel mundial (ALLISON et
al., 1999; CHEN, 2006). No ano 2000, havia 171 milhdes de portadores de diabetes mellitus
(DM) estimando-se 366 milhGes de diabéticos no ano 2030 (WHO, 2004).

O diabetes mellitus constitui um conjunto de disturbios metabolicos caracterizados por
hiperglicemia cronica, que geralmente resulta de uma deficiéncia na acdo e/ou secrecdo de
insulina. O DM2 estd associado a adiposidade visceral, que por sua vez esta associada a
sindrome de resisténcia a insulina e, consequentemente, a etiologia de muitas outras
anormalidades metabdlicas (ROSMOND, 2001).

A resisténcia a insulina € uma condicdo genética ou adquirida, na qual concentracGes
fisioldgicas de insulina provocam uma resposta subnormal na captacédo de glicose no masculo
e tecido adiposo. Outro aspecto relevante da resisténcia a insulina € a menor capacidade da
insulina em inibir a producdo hepética de glicose. Assim, em consequéncia da menor captacéo
tecidual e maior producdo hepética de glicose, torna-se necessario uma maior secrecao
pancredtica de insulina para a manutencao da glicemia acarretando elevagdo da concentracdo
de insulina no sangue (CORREIA et al., 2002). A resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia
sdo disfungbes metabolicas envolvidas na patogénese do DM2 e, quando presentes e

associadas a dislipidemia, obesidade e hipertensdo arterial sistémica constituem a denominada
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sindrome metabolica (ECKEL, GRUNDY, ZIMMET, 2005) que esté fortemente associada ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (GALLOU-KABANI et al., 2007).

A interacdo entre pré-disposicdo genética e influéncias ambientais, tais como uma
dieta rica em gordura saturada e/ou calorias em excesso associadas ao sedentarismo, sdo
responsaveis pela prevaléncia da obesidade e suas consequéncias (GRUNDY, 1998). Além
disso, a transi¢do nutricional para uma dieta mais rica em gordura saturada e/ou calorias,
contribuem para a maior frequéncia da sindrome metabdlica no mundo atual (BASCIANO,
FEDERICO, ADELLI, 2005).

A composicdo da dieta € um importante determinante da acdo da insulina
(LOMBARDO, CHICCO, 2006). Na sindrome metabolica com resisténcia a insulina, o
figado é profundamente afetado pelo excesso de nutrientes da dieta (SHOELSON,
HERRERO, NAAZ, 2007).

A ingestdo caldrica excessiva tem sido relacionada com alto teor de gordura nos
alimentos, aumento do tamanho das porcgdes e dietas ricas em sacarose (BRAY, POPKIN,
1998). O aumento em geral no consumo de calorias, e especialmente de acuUcar refinado, €
nitido e correlaciona-se positivamente com maior pré-disposi¢do para a sindrome metabdlica

(BASCIANO, FEDERICO, ADELI, 2005).

1.2 DIETAS HIPERLIPIDICAS

O desenvolvimento da obesidade em humanos e dietas hiperlipidicas (HL) encontram-
-se fortemente associados (ASTRUP et al., 1994), uma vez que as calorias obtidas a partir de
gorduras tém um efeito maior sobre o peso corpéreo do que outras fontes de calorias

(THOMAS et al., 1992).
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A maior parte da gordura ingerida é absorvida como triacilglicerol, sendo esta gordura
e os lipidios sintetizados pelo figado, estocados no tecido adiposo (GAIVA et al, 2003).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2003, o consumo
de gorduras representou 30,5% do total de calorias ingeridas (IBGE, 2004), ultrapassando 0s
padrdes nutricionais (15% - 30%) recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS).
Além disso, a pesquisa de orcamentos familiares (POF) realizada em 48.000 domicilios
indicou uma associacdo direta entre nivel socioecondmico familiar e consumo de dietas HL,
constatando-se em regiGes mais desenvolvidas e em familias de maior renda, maior consumo
de gorduras, em particular de gordura saturada (LEVY-COSTA et al., 2005).

O consumo de gorduras é mais elevado nas regiGes Sul, Sudeste e Centro-Oeste do
Brasil, onde ocorre também uma maior incidéncia de cancer de mama, pois existe uma
associacdo entre dieta rica em gordura saturada e risco de cancer de mama e prostata (INCA,
2007). Apesar disso, o consumo de dietas HL e pobres em frutas, vegetais e cereais integrais
continua elevado em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (WHO, 2003).

Estudos europeus (ARANCETA et al., 2003), norte-americanos (ENNS, MICKLE,
GOLDMAN, 2003) e latino-americanos (MONGE-ROJAS, 2001) tém constatado aumento do

consumo de dieta HL em adolescentes, independente do tipo de inquérito alimentar utilizado.

1.3 DIETAS RICAS EM SACAROSE

No Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2008) e no mundo (CHEN et al., 2010) tém
sido observado um aumento da ingestdo de alimentos ricos em carboidratos e lipidios.
Em um estudo realizado em 2009, em 27 capitais do Brasil, foi constatado que o

consumo de refrigerantes e sucos artificiais (com altas concentragdes de carboidratos) alcanga
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76% da populacéo brasileira (VIGITEL, 2010). Em pesquisa realizada pelo IBGE nos anos de
2002-2003 (IBGE, 2004), verificou-se que a ingestdo de sacarose no Brasil € de 13,7% do
total de calorias ingeridas, enquanto o recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) é de no maximo 10%.

Recentemente, foram detectadas mudancas nos habitos alimentares, no sentido de um
aumento no consumo de carboidratos refinados favorecendo a obesidade (DINIZ et al., 2008).
Além disso, foi demonstrado que o consumo excessivo de bebidas adocicadas contendo
acucar refinado (sacarose/frutose) observado nas Gltimas décadas, especialmente em criangas,
parece desempenhar um papel importante no desenvolvimento da obesidade (BRAY,
NIELSEN, POPKIN, 2004). Um recente estudo que analisou a disponibilidade domiciliar de
alimentos no Brasil, constatou excesso de consumo de agucar e presenca insuficiente de frutas
e hortalicas na dieta (LEVY-COSTA et al., 2005).

Nos paises ocidentais, 0s aclcares e as gorduras representam componentes cada vez
mais importantes da dieta humana (ASTRUP et al., 1996).

Além do amido, carboidratos na forma de edulcorantes como a sacarose, frutose, mel,
melaco e outros xaropes constituem os principais componentes da dieta do homem moderno
(CAO et al., 2007). A sacarose, principal dissacarideo da dieta, ao sofrer hidrolise pelas
dissacaridases intestinais, produz uma mistura de 50%:50% frutose:glicose (BRAY,
NIELSEN, POPKIN, 2004).

O consumo excessivo de carboidratos refinados, especialmente em bebidas,
desempenha um papel importante no aumento da frequéncia de obesidade na populagdo, um
fator de risco para 0 DM2 (CAO et al., 2007). Assim, tem sido recomendada uma reducao na
ingestdo de sacarose, visando minimizar o risco de doencas cardiovasculares e fatores de risco
associados, quais sejam, hiperglicemia, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e

hipercolesterolemia (HOWARD, WYLIE-ROSSETT, 2002; REAVEN, 2005). Neste
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contexto, a Associacdo Americana de Salde recomenda que a ingestdo diaria de carboidratos
refinados seja limitada a 30 e 45 g para mulheres e homens, respectivamente (MITKA, 2009).
Para que se tenha uma ideia da necessidade desta reducéo, no Japdo, por exemplo, a ingestdo

diaria apenas de sacarose € de 60 g/pessoa (SERI et al., 1996).

1.4 MODELOS EXPERIMENTAIS DE RESISTENCIA A INSULINA

1.4.1 Aspectos gerais

Para melhor compreender o papel de cada um dos fatores envolvidos no
desenvolvimento da obesidade e resisténcia a insulina, séo utilizados modelos experimentais,
que visam determinar, de maneira controlada, o papel de cada um dos componentes destes
processos fisiopatoldgicos. Os diferentes modelos experimentais de resisténcia a insulina e
obesidade podem ser classificados em: a) modelos genéticos: animais com mutacdo génica,
animais transgénicos ou aqueles em que se produziu knock-out de um ou mais genes; b)
animais nos quais a resisténcia a insulina € secundaria a uma condicdo patoldgica ou, c)
animais com resisténcia a insulina induzida por drogas ou dietas (CESARETTI,

KOHLMANN JR, 2006).

1.4.2 Dietas ocidentais

A utilizagdo de modelos experimentais permite, através de uma situagdo particular,
estudar a fisiopatologia da resisténcia a insulina associada a obesidade, podendo ser obtida

por uma mudanca no padrédo dietético.
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Na dieta ocidental ocorre aumento da ingestdo de carboidratos e gorduras através da
oferta de alimentos de alta palatabilidade acarretando aumento do peso corporal, gordura
visceral, desenvolvimento de resisténcia a insulina e hiperleptinemia (PAULA, SILVA,
HALL, 2004). A manutencdo desta dieta de alto conteddo calorico por periodos prolongados

pode levar ao desenvolvimento de hipertensdo (CESARETTI, KOHLMANN JR, 2006).

1.4.2.1 Dietas hiperlipidicas

Tem sido frequentemente destacado, em estudos realizados em humanos e em animais
de laboratodrio, que a quantidade e a qualidade de gorduras ingeridas na dieta exercem uma
influéncia significativa na pré-disposicdo as doencas cardiovasculares (SCHREYER,
WILSON, LEBOEUF, 1998; CHERKI et al., 2006). A ingestdo de gordura presente na dieta
favorece o estabelecimento do DM2 em individuos susceptiveis (MCGARRY, 1992). Em
camundongos e humanos, dietas ricas em gorduras resultam em aumento de peso e obesidade,
acompanhados de resisténcia a insulina e alteracfes da tolerancia a glicose (KENDIG et al.,
2008; LIU, MANSON, 2001). Portanto, dietas HL tém sido utilizadas para a inducdo do DM
e da obesidade (KOBAYASHI et al., 2004) associadas com o aumento da gordura visceral
(REBUFFE-SCRIVE et al., 1993).

A ingestdo voluntaria de alimentos ricos em gorduras aumenta a adiposidade a curto
prazo (FOSTER et al., 2009). Os lipidios dietarios presentes no sangue influenciam a acdo da
insulina e 0 metabolismo hepatico da glicose (BERGMAN, ADER, 2000), podendo acelerar a
gliconeogénese em ratos (SAMUEL et al., 2004).

Observa-se que ratos alimentados com dieta HL consomem mais calorias, e ndo sé
aumentam o peso corporal, mas também acumulam mais lipidios no tecido adiposo,

masculos, figado e no coragdo em relacdo aos animais alimentados com dieta padrdo (VAN
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HERPEN, SCHRAUWEN-HINDERLING, 2008). Além disso, tem sido demonstrada uma
marcada resisténcia a insulina e intolerancia a glicose em ratos alimentados com dietas ricas
em gordura saturada (REAVEN et al., 1979). Na verdade, varios estudos tém mostrado que a
ingestdo de misturas de acidos graxos de cadeia longa, que variam no grau de saturacao,
provenientes do 6leo de dendé, banha, azeite ou 6leo de milho, reduzem a sensibilidade a

insulina e levam a um aumento no acimulo de gordura (BUETTNER et al., 2006).

1.4.2.2 Dietas ricas em sacarose

Obesidade, resisténcia a insulina e DM2 podem ser facilmente obtidos por meio de
uma maior oferta de carboidratos (HALLFRISCH, COHEN, REISER, 1981). Em animais de
laboratério, dietas ricas em carboidratos (por exemplo, sacarose ou frutose) induzem
hiperinsulinemia, dislipidemia, adiposidade visceral, resisténcia a insulina e DM2 (LIU,
MANSON, 2001; D"ALESSANDRO et al., 2000).

A inducdo da obesidade em roedores € obtida oferecendo bebidas adocicadas com
sacarose, maltose, frutose, etc (BARR et al.,, 2000). Porém, em estudo realizado em
camundongos, a frutose parece ser menos eficaz do que a sacarose em promover obesidade
(GLENDINNING et al., 2010).

Aumento na ingestdo calorica e ganho de peso podem ocorrer em animais
suplementados com uma solucdo de carboidrato, além da racdo padrdo para roedores
(KANAREK, ORTHEN-GAMBILL, 1982). Ratos que consomem solucdo de sacarose, por
exemplo, possuem ingestdo caldrica superior aos animais que ndo recebem sacarose,
favorecendo o acimulo de gordura e o aumento do peso corporal (KANAREK, ORTHEN-
GAMBILL, 1982). Portanto, € bem estabelecido que ratos e camundongos tornam-se obesos

qguando tém livre acesso as solucdes ricas em carboidratos (KANAREK, ORTHEN-
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GAMBILL, 1982; CAO et al., 2007), sendo a sacarose 0 mais empregado (HAFIDIA et al.,
2001; LAUGERO et al., 2002; EBAID et al., 2006; CHENA et al., 2010).

Em resumo, estes estudos sdo consistentes com a no¢do de que um maior acesso a
sacarose pode contribuir para a obesidade através de um aumento da ingestdo caldrica
(BRAY, NIELSEN, POPKIN, 2004).

Desta forma, o consumo de uma dieta rica em sacarose pode revelar-se um atraente
modelo para estudar o papel da dieta na resisténcia a insulina. O modelo pode fornecer
informacBes fundamentais para a compreensdo da fisiopatologia de doencas humanas, tais
como DM2, dislipidemias e uma série de patologias que fazem parte da sindrome metabdlica

(LOMBARDO et al., 1996).

1.5 INFLIXIMABE

H& evidéncias de que o tecido adiposo pode ser uma fonte de citocinas proé-
inflamatérias, das quais, destaca-se o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
(HOTAMISLIGIL, SHARGILL, SPIEGELMAN, 1993). O TNF-a ¢ uma citocina que
desempenha importante papel nas respostas inflamatérias e também estd envolvida na
regulacdo do metabolismo do tecido adiposo (KOWALSKA, 2007).

A introducdo de medicamentos dirigidos contra 0 TNF-a tem representado importante
avanco no arsenal terapéutico do tratamento de doengas inflamatorias (ALLEZ et al., 2010).
Neste contexto, o infliximabe, um anticorpo monoclonal quimérico, formado por 75 % de
proteina humana e 25 % de proteina de camundongo, tem sido empregado com o objetivo de
reduzir a atividade inflamatoria na artrite reumatoide, doenca de Crohn, artrite psoriatica,
psoriase, doenca de Crohn fistulizante e colite ou retocolite ulcerativa (MOYA, 2005;

TRACEY etal., 2008).
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O infliximabe, aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 1999,
neutraliza a acdo do TNF-a ao se ligar com alta afinidade as suas formas solUveis e
transmembranais e inibir ou impedir a ligacdo do TNF-o aos seus receptores (MAZZA,
ROSSI, WEINBERG, 2010).

O infliximabe tem mostrado melhora na sensibilidade a insulina (HOTAMISLIGIL,
SHARGILL, SPIEGELMAN, 1993; OGUZ, OGUZ, UZUNLULU, 2007; TAKANO et al.,
2010; URSINI, NATY, GREMBIALE, 2010). De acordo com estes resultados, Yazdani-
Biuki e colaboradores (2006) relataram o caso de um paciente diabético tipo 2 tratado com
infliximabe que apresentou hipoglicemias. Estes achados apoiam a utilizacdo de anticorpos

anti TNF-a para reduzir a resisténcia a insulina (GOTTLIEB et al., 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

Dietas ricas em sacarose ou gorduras tém sido utilizadas em modelos animais para
induzir diabetes e obesidade que possivelmente estdo associadas & hiperproducdo hepatica de
glicose (GROSS et al., 2004; TSUNODA et al., 1998). No entanto, o efeito de uma dieta rica
em gordura ou carboidrato na producédo hepatica de glicose é pouco conhecido.

Além disso, deve-se considerar que na préatica clinica hd somente um medicamento
antidiabético com papel bem estabelecido na reducdo da HHG, ou seja, a metformina.
Portanto, torna-se necessario o desenvolvimento de novas drogas para reduzir a HHG que por
sua vez, depende da implantacdo de modelos experimentais apropriados.

Devido ao fato de que o infliximabe, um antagonista do Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-a), além de seu estabelecido papel no tratamento de doencas inflamatdrias (MAZZA,
ROSSI, WEINBERG, 2010), melhora o controle glicémico (ARAUJO et al., 2007),
decidimos investigar também a possibilidade deste agente impedir a hiperproducéo hepatica

de glicose induzida por dietas ricas em gordura saturada ou sacarose.
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3. OBJETIVO

Com base na necessidade de novos modelos experimentais de hiperproducdo hepética
de glicose induzidos por dietas e o possivel impedimento através da administracdo de
infliximabe, nos propusemos a implantar dois modelos, ou seja, camundongos alimentados
com dieta rica em sacarose ou camundongos alimentados com dieta hiperlipidica rica em
gordura saturada. Além disso, com base numa provavel acdo do infliximabe sobre o controle

glicémico, também nos propusemos a investigar seus efeitos nos modelos testados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 FARMACOS E REAGENTES

Os reagentes foram adquiridos da Sigma Chemical Company, ICN Biomedicals e
outras companhias comprometidas com a disponibilizacdo de produtos da mais alta pureza. O
anticorpo monoclonal anti TNF-o Infliximabe (Mantecorp Industria Quimica e Farmacéutica

Ltda.) foi doado pelo Dr. Marco Rocha Loures.

4.2 ANIMAIS

Camundongos Swiss, machos, com idade inicial de 6 semanas (30-35 g), obtidos do
Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa, foram utilizados. Os animais foram
transferidos para o biotério experimental do Laboratério de Investigagdo em Diabetes e
Obesidade do Departamento de Farmacologia e Terapéutica. Neste biotério, 0s animais
continuaram recebendo 4gua e ragdo balanceada (Nuvilab CR-1®, Nuvital Nutrientes S/A,
Colombo, PR), ad libitum durante uma semana, para adaptacdo e, em seguida, receberam
dieta padrdo (C) ou dieta enriquecida com sacarose (DES) ou dieta hiperlipidica (HL).
Durante todo o periodo de internamento no biotério experimental os animais permaneceram
em temperatura controlada (23 £ 1°C) e ciclo claro/escuro de 12h/12h.

A manutencdo dos animais e 0s experimentos foram realizados em conformidade com
0 Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio e foram aprovados pelo Comité de

Etica da Universidade Estadual de Maringa (Parecer 129/2009).



25

4.3 DIETA HIPERLIPIDICA E TRATAMENTO COM INFLIXIMABE

Camundongos Swiss foram alimentados com uma dieta HL, rica em gordura saturada
(grupo HL), ou com ragdo padrdo para roedores Nuvilab® (grupo Controle) durante duas
semanas. Todos os animais tiveram livre acesso a agua.

A dieta HL consistiu na adicéo de 10 g de banha (Sadia®, Toledo, PR) a cada 12 g de
racdo padrdo Nuvilab® triturada em po, preparada diariamente. A propor¢cdo 1¢/1,2 g de
banha/racdo teve como base o fato de ser esta a propor¢do em que se obteve uma mistura mais
consistente (SANTOS, 2008).

Os camundongos alimentados com a dieta HL foram divididos em dois subgrupos:
dieta HL + Salina, via intraperitoneal (i.p), duas vezes ao dia (100 pL) e dieta HL +
Infliximabe via i.p, duas vezes ao dia, na dose de 10 pg (dissolvido em 100 pL de salina),
tendo como base a dose (0,34 mg/kg) empregada por ARAUJO et al. (2007).

O tratamento com infliximabe foi restrito aos animais tratados com dieta HL pelo fato
de apenas este grupo apresentar aumento da producédo hepatica de glicose.

Precedendo a realizacdo dos experimentos de perfusdo de figado in situ, os animais
foram submetidos a um jejum noturno de 15 hs. Para isto o alimento foi retirado as 17:30 hs

(inicio do jejum) e no dia seguinte as 08:30 hs os experimentos eram iniciados.

4.4 DIETA RICA EM SACAROSE

O grupo Controle recebeu racdo balanceada (Nuvilab®) e agua ad libitum enquanto o

grupo tratado com DES também recebeu racdo balanceada (Nuvilab®) e &gua ad libitum
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enriquecida com sacarose (Alto Alegre®, Colorado, PR) 30% (p/v), que foi preparada
diariamente.

O tratamento com DES foi realizado durante 2 semanas, 3 semanas ou 4 semanas,
sendo o0 consumo de agua e racao avaliados diariamente e o peso corporal semanalmente.

Precedendo a realizacdo dos experimentos, os animais foram submetidos a um jejum
noturno de 15 hs. Para isto o alimento foi retirado no dia anterior ao experimento as 17:30 hs
(inicio do jejum). Além disso, neste mesmo horario, a solucdo de sacarose (30%) foi
substituida por 4gua. No dia seguinte, as 08:30 hs, realizou-se a coleta de sangue e a perfuséo

de figado in situ descritos a seguir.

4.5 EXPERIMENTOS DE PERFUSAO DE FIGADO IN SITU

O sistema de perfusdo do figado in situ é constituido de um oxigenador de membrana,
cilindro de aluminio, bomba de circulacdo externa de agua aquecida e capta-bolhas (Figura 1).

O oxigenador de membrana é formado por um cilindro duplo de aluminio, ao redor do
qual estdo enrolados mangueiras de silicone de parede fina (0,25 mm), com didmetro interno
de 2 milimetros e comprimento total de 15 metros. A cdmara interna do cilindro €
termostatizada pelo banho-maria, por meio da bomba de circulagdo externa de &gua aquecida.
O cilindro esta isolado do ambiente por uma cobertura cilindrica de plastico transparente,
mantendo-se no seu interior uma atmosfera de mistura carbogénica nas proporcoes de 95/5%
de O, e CO,, respectivamente. O sistema contém ainda um dispositivo que impede a entrada
de ar no figado denominado capta-bolhas.

O liquido de perfusdo utilizado foi o tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato (KH)

contendo: NaCl, 116 mM; NaHCOg3, 25 mM; KCI, 5,9 mM; NaSQ,, 1,2 mM; MgCl,. 6 H,0,
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1,18 mM; NaH,PQ4, 1,24 mM e CaCl,, 2,5 mM. O substrato neoglicogénico L-alanina foi
dissolvido no KH e infundido na concentracdo de 5 mM.

O liquido de perfusdo, ou seja, 0 KH, foi impulsionado pela bomba peristaltica em
direcdo ao oxigenador. Neste local se processam as trocas gasosas. O O, e 0 CO; contidos na
atmosfera carbogénica (95% O,/ 5% COy), por troca passiva, passam para 0 KH que circula
no interior dos tubos de borracha de silicone. A fina espessura da parede destes tubos, seu
pequeno diametro e o0 seu comprimento total (grande area de seccdo transversal) favorecem as
trocas. Desse modo, o KH é saturado com O, enquanto o CO, diminui o seu pH inicial de 7,6
para 7,4. Assim, 0 KH que chega a canula inserida na veia porta, estd oxigenado, aquecido a
37°C e com um pH de 7,4.

Em uma primeira etapa, os camundongos foram anestesiados com injecdo
intraperitoneal de tiopental sddico (120 mg/Kg) e fixados em mesa cirurgica. O abddémen foi
aberto até a altura do diafragma, com exposi¢do do figado e dos demais 6rgdos. Ligaduras
frouxas foram colocadas ao redor da veia cava inferior (porcao infra-hepética), logo acima da
veia renal direita e ao redor da veia porta. Ap6s a coleta da amostra de sangue realizada na
porcao infra-hepética da veia cava inferior, suficiente para avaliar a glicemia, a veia porta foi
canulada (Figura 2) sob baixo fluxo e a ligadura em torno da veia porta foi amarrada para
fixacdo da cénula. Imediatamente ap0s a canulacgéo, realizou-se uma pequena sec¢ao na veia
cava inferior, porcdo infra-hepatica, para que ocorresse completo dessangramento do figado.
Esta incisdo da vazdo ao liquido extra que foi bombeado para o sistema circulatério, evitando
0 aumento excessivo da pressdo, que poderia causar inchaco do érgéo.

Em seguida, a veia cava inferior (porcao infra-hepatica) foi canulada para a coleta do
liquido efluente (perfusado). O térax foi aberto, e a veia cava (porcao supra-hepatica), acima
do diafragma, foi ocluida por ligadura para desviar o liquido para a veia cava (porc¢éo infra-

hepatica) (Figura 2). Finalmente, o fluxo foi ajustado para valores que permitissem a
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oxigenacdo adequada (cerca de 4 ml.min™ , g* de figado). Este fluxo estd muito acima dos
valores fisioldgicos (cerca de 0,15 ml.min™ , g de figado) e visa compensar a auséncia de
eritrocitos no liquido de perfuséo, garantindo a oxigenacdo hepatica.

Apds 30 min iniciais de perfusdo com KH, para adaptacdo do figado as novas
condicdes, amostras do perfusado foram coletadas a cada 5 min para a determinacdo de
parametros bioquimicos, sendo realizada do seguinte modo: a) 10 min com KH; b) 60 min

com KH + substrato neoglicogénico; ¢) 10 min com tampédo KH.

Pré-infusao Periodo de infusdo do substrato Pés-infusao
KH KH + Substrato KH

O min. 10 min. 70 min. 80 min.

Cilindro de
carbogénio

Figura 1. Vista parcial do sistema de perfusao do figado.
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Figura 2. Posi¢des das ligaduras utilizadas para fixacdo das canulas e posicionamento destas
no figado no momento do inicio dos experimentos de perfusdo (lado esquerdo). As canulas
(lado direito) foram inseridas na veia porta (a) e na veia cava (porcao infra-hepatica) (b).

A Figura 3 representa os resultados de um experimento demonstrativo de producéo
hepatica de glicose a partir de L-alanina 5 mM. Esta concentragdo foi empregada com base
em estudos anteriores (GAZOLA et al. 2002).

Deve-se destacar que em parte dos experimentos, além da glicose, a area sob a curva
(AUC) para a producdo de piruvato, L-lactato e uréia foi calculada.

Ao final de cada experimento, o figado foi retirado e pesado para que as producdes
de glicose, uréia, L-lactato ou piruvato, por grama de figado (umol/min  g), fossem
quantificadas. A expressdo dos resultados em relagdo ao peso do 6rgdo permite comparacdes

de figados com diferentes pesos.
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Figura 3. Producéo de glicose (umol/min.g) a partir de L-alanina em figados provenientes de
animais alimentados com dieta hiperlipidica (HL) ou racdo balanceada (Controle) durante
duas semanas. Os resultados foram obtidos pela diferenca entre a producéo de glicose durante
(10 e 70 min) e antes (0 e 10 min) da infusdo de L-alanina. Cada ponto representa a média
(M) % erro padréo da média (E.P.M.) de 3-5 experimentos.

Apbs a perfusdo de figado, os camundongos suplementados com sacarose e
respectivos controles, tiveram os depositos de gordura retroperitoneal, epididimal e inguinal,
cuidadosamente retirados e pesados. Estes depdsitos de gordura foram escolhidos porque
representam uma grande propor¢cdo de gordura corporal total e podem ser facilmente
removidos. O depdsito retroperitoneal € representado pela gordura associada com a capsula
perirenal e com a parede dorsal perto dos rins. A gordura epididimal estd associada ao
epididimo e as glandulas vesiculares nos machos. A gordura inguinal penetra no triangulo
femoral e vai afilando-se em dire¢do ao quadrante inferior do abdémen. A remocdo destes

depdsitos de gorduras foi padronizada sendo retirados sempre pela mesma pessoa.
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4.6 DETERMINACOES BIOQUIMICAS

4.6.1 Dosagem de glicose no perfusado e no soro (BERGMEYER, BERNT, 1974)

A concentracio de glicose no soro (mg/dL) ou no perfusado (umol.min™.g™* de figado)
foi avaliada pelo método da glicose-oxidase (GOD) onde a glicose é oxidada pela GOD a
acido glicénico e perdéxido de hidrogénio (H.0,). O H,0, em presenca de peroxidase (POD)
produz a ligagdo oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4-AF) originando um

cromdégeno com maximo de absor¢do em 505 nm de acordo com as seguintes reagdes:

Glicose + O, + H,0-2%2_, 4cido glucdnico + H,0,

2 H,0, + 4-AF + fenol 222, 4 ( p-benzoquinona —monoimino) fenazona + 4 H,0,

4.6.2 Dosagem de uréia no perfusado (GUTMANN, BERGMEYER, 1974)

A uréia é hidrolisada pela urease a NHz e CO,. Os ions amdnia reagem em pH alcalino
com hipoclorito de sédio e fenol, sob acédo catalisadora do nitroprussiato de sodio, para formar

azul de indofenol, como segue:

Uréia+ H,O  urease . 2 NH;+ CO,
2 NH3 + 2NaClO » 2 NH.Cl+2 NaOH
2 NH,Cl + 2 fenol + 2 NaOH ——— 2-p-aminofenol + 2 NaCl + 2 H,0

2-p-aminofenol + 2 fenol + O, — 2 indofenol + 2 H,0

A concentragdo de azul de indofenol, proporcional a concentracéo de uréia, foi medida

espectrofotometricamente a 600 nm e os valores obtidos expressos em pumol x g™ de figado.



32

4.6.3 Dosagem de L-lactato no perfusado (GUTMANN, WAHLEFELD, 1974)

O L-lactato é oxidado a piruvato pelo NAD" em reacdo catalisada pela L-lactato-
desidrogenase (LDH). A formacdo de NADH é proporcional a concentragdo de L-lactato e
medida espectrofotometricamente a 340 nm. Os valores obtidos foram expressos em pmol x

g™ de figado.

L-lactato + NAD*  "P"  piruvato + NADH + H*

4.6.4 Dosagem de piruvato no perfusado (CZOK, LAMPRECHT, 1974)

O piruvato é convertido em L-lactato pela LDH com oxidacdo de NADH. A oxidagdo
de NADH é proporcional & quantidade de piruvato convertido em L-Lactato e é medida
espectrofotometricamente a 340 nm. Os valores obtidos foram expressos em pmol x g™ de
figado.

Piruvato + NADH + H* _P" [ -lactato + NAD*

4.7 PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

O teste “t” de Student foi empregado utilizando-se o programa Prisma versdo 5.0
adotando-se o nivel de significancia em P < 0,05. Os valores foram representados como média
(M.) % desvio padrdo da média (D.P.M.) + erro padrdo da media (E.P.M.) (Tabelas) ou média

(M.) £ erro padréo da média (E.P.M.) (Figuras).
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5 RESULTADOS

Tabela 1. Glicemia de jejum (mg/dL) de camundongos tratados com ragdo padréo (Controle) ou
mantidos com dieta hiperlipidica (HL) + salina (100 pL, via i.p, duas vezes ao dia) ou mantidos com
dieta HL + infliximabe (100 uL, via i.p, duas vezes ao dia) durante duas semanas. * P < 0,05 vs.
Controle. Os valores foram representados como média (M.) £ desvio padrdo da média (D.P.M.) + erro
padrdo da média (E.P.M.). N = nimero de animais.

Controle Dieta HL Dieta HL + Infliximabe

66,08+155+69(N=5) | 934+250+112*(N=5) | 66,5 +8,55235 (N=6)

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que a substituicdo da dieta padrao
por dieta HL durante duas semanas promoveu elevacdo (P < 0,05) da glicemia de jejum.
Porém, esta elevacdo ndo foi observada no grupo tratado com infliximabe que apresentou

valores de glicemia de jejum semelhantes ao grupo Controle.
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Figura 4. Producédo hepética de glicose a partir de L-alanina (5 mM) em camundongos tratados com
racao padrdo (Controle) ou mantidos com dieta hiperlipidica (HL) + salina (100 pL, via i.p, duas vezes
ao dia) ou mantidos com dieta HL + infliximabe (100 pL, via i.p, duas vezes ao dia) durante duas
semanas. Os animais foram submetidos a perfusdo de figado in situ apos jejum noturno (15 hs). A
producéo de glicose, como descrito no experimento demonstrativo apresentado na Figura 1, foi obtida
pela diferenca entre a producéo de glicose durante (10 e 70 min) e antes (0 e 10 min) da infusdo
hepética de L-alanina. * P < 0,05 vs. controle. ** P < 0,05 vs. dieta HL. Cada coluna representa a
média (M.) £ erro padrdo da média (E.P.M.) de 3-5 experimentos.
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Figura 5. Produgdo hepética de uréia a partir de L-alanina (5 mM) em camundongos tratados com
racdo padrdo (Controle) ou mantidos com dieta hiperlipidica (HL) + salina (100 pL, via i.p, duas vezes
ao dia) ou mantidos com dieta HL + infliximabe (100 uL, via i.p, duas vezes ao dia) durante duas
semanas. Os animais foram submetidos a perfusdo de figado in situ apds jejum noturno (15 hs). A
producdo de uréia, como foi descrito no experimento demonstrativo apresentado na Figura 1, foi
obtida pela diferenca entre a producéao de uréia durante (10 e 70 min) e antes (0 e 10 min) da infusdo
hepética de L-alanina. Cada coluna representa a média (M.) £ erro padrdo da média (E.P.M.) de 3-5
experimentos.
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Figura 6. Producdo hepética de piruvato a partir de L-alanina (5 mM) em camundongos tratados com
racao padrdo (Controle) ou mantidos com dieta hiperlipidica (HL) + salina (100 uL, via i.p, duas vezes
ao dia) ou mantidos com dieta HL + infliximabe (100 uL, via i.p, duas vezes ao dia) durante duas
semanas. Os animais foram submetidos a perfusdo de figado in situ apos jejum noturno (15 hs). A
producdo de piruvato, como foi descrito no experimento demonstrativo apresentado na Figura 1, foi
obtida pela diferenga entre a producdo de piruvato durante (10 e 70 min) e antes (0 e 10 min) da
infusdo hepética de L-alanina. * P < 0,05 vs. controle. Cada coluna representa a média (M.) £ erro
padrdo da média (E.P.M.) de 3-5 experimentos.
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Figura 7. Producdo hepatica de L-lactato a partir de L-alanina (5 mM) em camundongos tratados com
racao padrdo (Controle) ou mantidos com dieta hiperlipidica (HL) + salina (100 uL, via i.p, duas vezes
ao dia) ou mantidos com dieta HL + infliximabe (100 pL, via i.p, duas vezes ao dia) durante duas
semanas. Os animais foram submetidos a perfusdo de figado in situ apds jejum noturno (15 hs). A
producdo de L-lactato, como foi descrito no experimento demonstrativo apresentado na Figura 1, foi
obtida pela diferenga entre a produgdo de L-lactato durante (10 e 70 min) e antes (0 e 10 min) da
infusdo hepética de L-alanina. * P < 0,05 vs. controle. Cada coluna representa a média (M.) % erro
padrdo da média (E.P.M.) de 3-5 experimentos.

Os resultados apresentados na Figura 4 mostram que a substituicdo da dieta padréo por
dieta HL durante duas semanas promoveu elevacdo (P < 0,05) da producdo hepética de
glicose em figados provenientes de camundongos em jejum noturno de 15 hs. Porém, esta
elevacdo ndo foi observada no grupo tratado com infliximabe que apresentou valores de
producdo hepatica de glicose semelhante aos do grupo Controle.

A elevacdo da producdo hepética de uréia (Figura 5) mostrou tendéncia a ser mais
intensa (P > 0,05) no grupo HL porém, menos acentuada no grupo HL tratado com
infliximabe. A producéo hepatica de piruvato a partir de L-Alanina (Figura 6) foi mais intensa
(P < 0,05) no grupo HL tratado com infliximabe em relagcdo aos demais grupos. Por outro
lado, a producéo de L-lactato a partir da L-alanina (Figura 7) foi maior (P < 0,05) no grupo

HL em relagdo aos demais grupos.
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Tabela 2. Consumo diario de racdo (g) e liquido (mL) de camundongos mantidos em dieta padréo
(grupo Controle) ou dieta padrdo + dieta enriquecida com sacarose (grupo DES) acrescentada na dgua
(30% p/v) ao longo de quatro semanas. Os resultados relativos ao consumo diario de ragdo e liquido
ndo estdo apresentados como média (M.) + desvio padrdo da média (D.P.M.) + erro padrdo da média
(E.P.M.) porque as medidas foram realizadas em camundongos mantidos em gaiolas coletivas. N =
namero de animais. * P < 0,05 vs. Controle.

Consumo de racéo (q) Consumo liquido (mL)

Dias Controle DES Controle DES
1 9,65 (n=4) 5,40 (n=3) 8,94 (n=3) 9,46 (n=4)
2 8,39 (n=5) 4,54 (n=3) 11,77 (n=3) 12,75 (n=4)
3 8,55 (n=5) 5,01 (n=4) 11,18 (n=3) 11,25 (n=4)
4 8,01 (n=5) 5,21 (n=4) 10,96 (n=4) 13,11 (n=4)
5 9,62 (n=4) 5,18 (n=3) 10,50 (n=4) 10,17 (n=3)
6 9,52 (n=5) 4,70 (n=3) 11,53 (n=3) 11,93 (n=4)
7 9,36 (n=4) 5,15 (n=3) 13,00 (n=3) 13,68 (n=4)
8 9,39 (n=4) 5,43 (n=3) 12,44 (n=3) 12,50 (n=4)
9 8,86 (n=3) 5,55 (n=4) 12,33 (n=3) 15,44 (n=4)
10 9,55 (n=4) 5,56 (n=4) 11,19 (n=4) 15,19 (n=4)
11 8,43 (n=3) 4,53 (n=3) 11,97 (n=3) 12,25 (n=4)
12 11,08 (n=4) 5,38 (n=3) 13,85 (n=4) 13,75 (n=4)
13 10,10 (n=5) 5,18 (n=4) 12,36 (n=3) 14,83 (n=3)
14 9,38 (n=4) 5,18 (n=4) 13,89 (n=3) 15,08 (n=3)
15 9,57 (n=5) 5,56 (n=4) 13,50 (n=3) 14,08 (n=3)
16 9,60 (n=2) 4,63 (n=4) 11,92 (n=4) 16,88 (n=4)
17 10,30 (n=4) 4,92 (n=4) 11,33 (n=3) 14,00 (n=4)
18 9,76 (n=4) 4,81 (n=3) 11,0 (n=3) 16,94 (n=4)
19 10,35 (n=5) 5,55 (n=3) 12,41 (n=3) 16,06 (n=4)
20 8,92 (n=5) 4,79 (n=4) 12,83 (n=3) 15,94 (n=4)
21 9,21 (n=4) 4,86 (n=4) 11,83 (n=3) 16,17 (n=3)
22 9,96 (n=4) 4,88 (n=4) 13,22 (n=3) 15,69 (n=4)
23 9,51 (n=5) 4,41 (n=4) 11,73 (n=3) 15,00 (n=3)
24 9,54 (n=5) 4,83 (n=4) 11,50 (n=3) 17,00 (n=4)
25 10,30 (n=5) 5,13 (n=4) 12,67 (n=4) 17,25(n=4)
26 10,57 (n=5) 5,18 (n=4) 12,55 (n=4) 17,50 (n=3)
27 9,14 (n=5) 4,48 (n=4) 11,17 (n=3) 17,19 (n=4)
28 9,29 (n=4) 4,56 (n=4) 11,77 (n=4) 18,44 (n=4)
M. 9,49 5,02* 11,98 14,63*
D.P.M. 0,69 0,36 1,06 2,31
E.P.M. 0,13 0,06 0,20 0,43

Os resultados contidos na Tabela 2 mostram que o grupo DES ingeriu menos racéo (P
< 0,05). Porém apresentou progressiva elevacdo da ingestdo de agua enriquecida com

sacarose 30% p/v ao longo de 28 dias. Desta maneira, levando-se em conta a quantidade de
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calorias presentes na adgua enriquecida com sacarose, a quantidade total de calorias ingerida

pelo grupo DES foi superior (P < 0,05) a ingerida pelo grupo cuja fonte calorica se restringe a

racao padrédo (Tabela 3).

Tabela 3. Consumo diério de calorias (kcal) presentes na racdo e liquidos de camundongos mantidos em
dieta padrdo (grupo Controle) ou dieta padrdo + dieta enriquecida com sacarose (grupo DES)
acrescentada na agua (30% p/v) ao longo de quatro semanas. Os resultados relativos ao consumo diario
de racdo e liquido ndo foram apresentados como média (M.) + desvio padrdo da média (D.P.M.) + erro
padrdo da média (E.P.M.) porque as medidas foram realizadas em camundongos mantidos em gaiolas
coletivas. * P < 0,05 vs. Controle.

Consumo de racao

Consumo de liquidos

Calorias totais

Dias Controle DES Controle DES Controle DES
(kcal) (kcal) (kcal) (kcal) (kcal) (kcal)
1 32,11 17,97 - 11,36 32,11 29,33
2 27,92 15,10 - 15,32 27,92 30,42
3 28,45 16,67 - 13,52 28,45 30,19
4 26,65 17,33 - 15,72 26,65 33,05
5 32,01 17,23 - 12,20 32,01 29,43
6 31,67 15,64 - 14,32 31,67 29,96
7 31,14 17,13 - 16,40 31,14 33,53
8 31,24 18,06 - 15,00 31,24 33,06
9 29,48 18,46 - 18,52 29,48 36,98
10 31,77 18,50 - 18,24 31,77 36,74
11 28,05 15,07 - 14,68 28,05 29,75
12 36,87 17,90 - 16,48 36,87 34,38
13 33,60 17,23 - 17,80 33,60 35,03
14 31,21 17,23 - 18,08 31,21 35,31
15 31,84 18,50 - 16,88 31,84 35,38
16 31,94 15,40 - 20,25 31,94 35,65
17 34,27 16,37 - 16,80 34,27 33,17
18 32,47 16,00 - 20,32 32,47 36,32
19 34,44 18,46 - 19,28 34,44 37,74
20 29,68 15,93 - 19,12 29,68 35,05
21 30,64 16,17 - 19,40 30,64 35,57
22 33,14 16,23 - 18,84 33,14 35,07
23 31,64 14,67 - 18,00 31,64 32,67
24 31,74 16,07 - 20,40 31,74 36,47
25 34,27 17,07 - 20,68 34,27 37,75
26 34,17 17,23 - 21,00 34,17 38,23
27 30,41 14,90 - 20,64 30,41 35,54
28 30,91 15,17 - 22,12 30,91 37,29
M. 31,56 16,70* - 17,55 31,56 34,25*
D.P.M. 2,25 1,21 - 2,77 2,25 2,76
E.P.M. 0,42 0,23 - 0,52 0,42 0,52
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Tabela 4. Evolucédo do peso corpéreo (g) de camundongos mantidos em dieta padrdo (grupo Controle)
ou dieta padrdo + dieta enriquecida com sacarose (grupo DES) acrescentada na agua (30% p/v) ao
longo de quatro semanas. M.= média, D.P.M.= desvio padrdo, E.P.M. = erro padrdo da média, N =

ndmero de animais. * P < 0,05 vs. Controle.

Grupos Peso inicial 1 semana 2semanas 3 semanas 4 semanas
M. 31,13 M. 3245 M. 3503 M. 3873 M. 38,03
Controle D.P.M. 176 D.P.M. 163 DPM.1,72 D.P.M. 399 D.P.M. 211
EPM. 0,72 EPM. 066 EPM.0,70 E.P.M. 163 E.P.M.0,86

(N =6) (N=6) (N=6) (N=6) (N=6)
M. 3133 M. 3490 M. 3578 M. 4178 M. 4325*
DES D.P.M. 2,07 D.P.M. 0,78 D.PM.255 D.P.M. 193 D.P.M.2]19
EPM. 084 EPM. 032 EPM.104 EP.M. 0,78 E.P.M.0,89

(N=6) (N=6) (N=6) (N=6) (N=6)

Tabela 5. Evolugdo da glicemia (mg/dL) de camundongos mantidos em dieta padrdo (grupo Controle)
ou dieta padrdo + dieta enriquecida com sacarose (grupo DES) acrescentada na agua (30% p/v) ao
longo de quatro semanas. M.= média, D.P.M.= desvio padrdo, E.P.M. = erro padrdo da média, N =
nUmero de animais.

Grupos 2 semanas 3 semanas 4 semanas
M. 186,2 M. 121,9 M. 114,6
Controle D.P.M. 96,41 D.P.M. 49,72 D.P.M. 25,53
E.P.M. 48,20 E.P.M. 20,30 E.P.M. 10,42
(N=4) (N=6) (N=6)
M. 113,8 M. 134,7 M. 118,3
DES D.P.M. 42,93 D.P.M. 43,64 D.P.M. 18,09
E.P.M. 21,41 E.P.M. 21,82 E.P.M. 7,38
(N=4) (N=4) (N=6)

De acordo com a maior ingestdo caldrica apresentada pelo grupo DES, houve um
incremento no peso corporeo (P < 0,05) deste grupo, de maneira que na quarta semana de
acompanhamento o peso corporal final dos camundongos que receberam dieta enriquecida

com sacarose foi superior (P < 0,05) ao apresentado pelo grupo Controle (Tabela 4).

Por outro lado, a glicemia dos grupos Controle e DES ndo apresentaram diferencas ao

longo das quatro semanas de acompanhamento (Tabela 5).
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Tabela 6. Evolucdo do peso da gordura retroperitoneal (g) de camundongos mantidos em dieta padrdo
(grupo Controle) ou dieta padréo + dieta enriquecida com sacarose (grupo DES) acrescentada na dgua
(30% p/v) ao longo de quatro semanas. M. = média, D.P.M. = desvio padrdo, E.P.M.= erro padrdo da
média, N = nimero de animais. * P < 0,05 vs. Controle.

Grupos 2 semanas 3 semanas 4 semanas
M. 0,18 M. 0,15 M. 0,17
E.P.M 0,04 E.P.M. 0,01 E.P.M 0,02
(N=6) (N=6) (N=6)
M. 0,25 M. 0,40* M. 0,45*

DES D.P.M. 0,14 D.P.M. 0,11 D.P.M. 0,15
E.P.M 0,05 E.P.M. 0,05 E.P.M. 0,06
(N=6) (N=5) (N=6)

Tabela 7. Evolugdo do peso da gordura epididimal (g) de camundongos mantidos em dieta padrdo
(grupo Controle) ou dieta padrdo + dieta enriquecida com sacarose (grupo DES) acrescentada na dgua
(30% p/v) ao longo de quatro semanas. M. = média, D.P.M. = desvio padrdo, E.P.M.= erro padrédo da
média, N = niUmero de animais. * P < 0,05 vs. Controle.

Grupos 2 semanas 3 semanas 4 semanas
M. 0,65 M. 0,72 M. 0,73
Controle D.P.M. 0,24 D.P.M. 0,22 D.P.M. 0,24
E.P.M. 0,09 E.P.M. 0,09 E.P.M. 0,09
(N=6) (N=6) (N=6)
M. 0,74 M. 1,11* M. 1,37*
DES D.P.M. 0,37 D.P.M. 0,26 D.P.M. 0,41
E.P.M 0,15 E.P.M. 0,11 E.P.M. 0,16
(N=6) (N=5) (N=6)

Em relagdo a gordura retroperitoneal (Tabela 6) e epididimal (Tabela 7), o grupo DES
apresentou valores mais elevados (P < 0,05) a partir da terceira semana de oferta de dieta
enriquecida com sacarose. Para a gordura subcutanea inguinal (Tabela 8), o grupo DES
apresentou valores mais elevados (P < 0,05) somente na quarta semana. Porém o peso do
figado foi semelhante nos dois grupos ao longo das quatro semanas de acompanhamento

(Tabela 9).
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Tabela 8. Evolucéo do peso da gordura subcuténea inguinal (g) de camundongos mantidos em dieta
padrdo (grupo Controle) ou dieta padrdo + dieta enriquecida com sacarose (grupo DES) acrescentada
na agua (30% p/v) ao longo de quatro semanas. M. = média, D.P.M. = desvio padrdo, E.P.M. = erro
padrdo da média, N = nimero de animais. * P < 0,05 vs. Controle.

Grupos 2 semanas 3 semanas 4 semanas
M. 0,41 M. 0,48 M. 0,45
Controle D.P.M. 0,24 D.P.M. 0,13 D.P.M. 0,15
E.P.M. 0,09 E.P.M. 0,05 E.P.M. 0,06
(N=6) (N=6) (N=6)
M. 0,52 M. 0,67 M. 1,07*
DES D.P.M. 0,21 D.P.M. 0,15 D.P.M. 0,31
E.P.M. 0,08 E.P.M. 0,06 E.P.M. 0,12
(N=6) (N=5) (N=6)

Tabela 9. Peso do figado (g) de camundongos mantidos em dieta padrdo (grupo Controle) ou dieta
padrdo + dieta enriquecida com sacarose (grupo DES) acrescentada na agua (30% p/v) ao longo de
guatro semanas. M. = média, D.P.M. = desvio padrdo, E.P.M.= erro padrdo da média, N = nimero de
animais.

Grupos 2 semanas 3 semanas 4 semanas

M. 1,87 M. 2,19 M. 1,93
E.P.M 0,09 E.P.M. 0,19 E.P.M 0,08
(N=6) (N=6) (N=6)
M. 1,84 M. 1,86 M. 2,02

DES D.P.M. 0,24 D.P.M. 0,12 D.P.M. 0,08
E.P.M 0,09 E.P.M. 0,05 E.P.M. 0,03
(N=6) (N=5) (N=6)

Em linhas gerais, a producdo de glicose (Figuras 8), uréia (Figuras 9), piruvato
(Figuras 10) e L-lactato (Figuras 11) a partir de L-alanina (5 mM) foram semelhantes nos dois

grupos investigados ao longo das quatro semanas de acompanhamento.
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Figura 8. Producdo hepatica de glicose a partir de L-alanina (5 mM) em camundongos mantidos em
dieta padrdo (grupo Controle) ou dieta padrdo + dieta enriquecida com sacarose (grupo DES)
acrescentada na agua (30% p/v) ao longo de quatro semanas. Os animais foram submetidos a perfusao
de figado in situ apds jejum noturno (15 hs). A producéo de glicose, como foi descrito no experimento
demonstrativo apresentado na Figura 1, foi obtida pela diferenga entre a producédo de glicose durante
(10 e 70 min) e antes (0 e 10 min) da infusdo hepatica de L-alanina. Cada coluna representa a média
(M.) % erro padrdo da média (E.P.M.) de 3-5 experimentos.
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Figura 9. Producdo hepatica de uréia a partir de L-alanina (5 mM) em camundongos mantidos em
dieta padrdo (grupo Controle) ou dieta padrdo + dieta enriquecida com sacarose (grupo DES)
acrescentada na agua (30% p/v) ao longo de quatro semanas. Os animais foram submetidos a perfuséo
de figado in situ apds jejum noturno (15 hs). A producdo de uréia, como foi descrito no experimento
demonstrativo apresentado na Figura 1, foi obtida pela diferenca entre a producado de uréia durante (10
e 70 min) e antes (0 e 10 min) da infusdo hepética de L-alanina. Cada coluna representa a média (M.)
* erro padrdo da média (E.P.M.) de 3-5 experimentos.
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Figura 10. Producdo hepatica de piruvato a partir de L-alanina (5 mM) em camundongos mantidos em
dieta padrdo (grupo Controle) ou dieta padrdo + dieta enriquecida com sacarose (grupo DES)
acrescentada na agua (30% p/v) ao longo de quatro semanas. Os animais foram submetidos a perfusao
de figado in situ apds jejum noturno (15 hs). A producdo de piruvato, como foi descrito no
experimento demonstrativo apresentado na Figura 1, foi obtida pela diferenca entre a producdo de
piruvato durante (10 e 70 min) e antes (O e 10 min) da infusdo hepatica de L-alanina. Cada coluna
representa a média (M.) + erro padrdo da média (E.P.M.) de 3-5 experimentos.
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Figura 11. Producéo hepética de L-lactato a partir de L-alanina (5 mM) em camundongos mantidos
em dieta padrdo (grupo Controle) ou dieta padrdo + dieta enriquecida com sacarose (grupo DES)
acrescentada na agua (30% p/v) ao longo de quatro semanas. Os animais foram submetidos a perfusao
de figado in situ apds jejum noturno (15 hs). A producdo de L-lactato, como foi descrito no
experimento demonstrativo apresentado na Figura 1, foi obtida pela diferenca entre a producdo de L-
lactato durante (10 e 70 min) e antes (0 e 10 min) da infusdo hepética de L-alanina. Cada coluna
representa a média (M.) % erro padréo da média (E.P.M.) de 3-5 experimentos.
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6 DISCUSSAO

Quando ndo existem modelos experimentais especificos para avaliagdo de um
fendmeno bioldgico de interesse para a espécie humana, 0 modelo experimental passa a ser a
nossa propria espécie. Um exemplo classico foram as anomalias fetais decorrentes do uso da
talidomida nos anos 60 (SACHDEVA, PATEL, PATEL, 2009).

Investigagdes utilizando animais, provavelmente tiveram inicio com Hipdcrates ha
mais de dois mil anos, mas foi Willian Harvey quem publicou, em 1638, o primeiro trabalho
cientifico empregando animais, sob o titulo “Exercitatio anatomica de motu cordis et
sanguinis in animabulus”’. Neste estudo, o autor apresentou os resultados obtidos em estudos
experimentais sobre a fisiologia da circulacdo sanguinea em mais de 80 espécies animais.
Desde entdo, inimeros trabalhos empregando animais para estudos objetivando compreender
processos fisiologicos e fisiopatoldgicos humanos foram registrados. Assim, em meados do
século XIX, Claude Bernard obteve hiperglicemia aguda em cées apds a puncdo do quarto
ventriculo, demonstrando uma participacdo do sistema nervoso central na regulacdo da
glicemia. Outro interessante exemplo vem dos estudos de Pavlov em cées, cujo conjunto de
experimentos iniciados no final do século XIX resultaram no que hoje conhecemos por
condicionamento Pavloviano (SIQUEIRA, BAZOTTE, 2004).

Porém, é pouco provavel encontrar na histdria da ciéncia exemplo mais dramatico da
aplicabilidade imediata de estudos empregando animais de laboratorio do que a introducdo da
insulina no tratamento do diabetes mellitus no inicio do século XX, baseado em estudos com
cées pancreatectomizados (BAZOTTE, 2010).

No século XX, estudos utilizando animais de laboratério tornaram-se cada vez mais
comuns. Por exemplo, em 1999 o mercado internacional de camundongos movimentou US$

200 milhdes com producdo anual de 25 milhdes de animais (ESCOBAR, 2002).



44

Nosso laboratério, desde o inicio de suas atividades em 1992, vem empregando
modelos experimentais para o estudo de alteracbes metabdlicas com destaque para a
hipoglicemia induzida por insulina (GARCIA et al., 2007), diabetes mellitus induzido por
aloxana (GALLETTO et al., 2004), diabetes mellitus induzido por estreptozotocina (FERRAZ
et al., 1997), suplementacdo com nutracéuticos (GAZOLA et al., 2002), atividade fisica
(FERREIRA et al., 1998), treinamento alimentar (BATISTA, FERRAZ, BAZOTTE, 1997),
etc.

Recentemente, decidimos implantar modelos experimentais de hiperproducao hepatica
de glicose induzida por dietas e sua possivel reversdao através da administracdo de produtos
biologicamente ativos com potencial antidiabético.

Atualmente, existem apenas dois farmacos disponiveis para tratar resisténcia a
insulina, ou seja, a metformina e a pioglitazona, sendo que apenas a metformina apresenta
relevante efeito na producdo hepética de glicose. Portanto, a padronizacdo de modelos
experimentais de hiperproducdo hepética de glicose constitui uma importante ferramenta para
investigar novos produtos biologicamente ativos com potencial para atuar corrigindo esta
alteracdo metabdlica.

Para alcancar este objetivo optamos pela implantagdo de modelos animais que
simulam os héabitos alimentares pouco saudaveis comumente vistos em nossa espécie. Para
iSs0, empregamos camundongos da linhagem Swiss alimentados com uma dieta rica em
gordura saturada ou sacarose. Além disso, considerando que a utilizacdo de agentes anti TNF-
o pode reduzir a resisténcia & insulina em modelos animais (ARAUJO et al., 2007) e
promover melhora clinica em diabéticos (YAZDANI-BIUKI et al., 2006) criou-se a
perspectiva de que estes agentes poderiam inibir a producdo hepatica de glicose.

O primeiro passo neste sentido foi a implantagdo de um modelo experimental de dieta

rica em gordura saturada com base em estudos desenvolvidos na UNICAMP, no qual
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demonstrou-se ndo apenas a instalacdo de um quadro semelhante ao DM2 associado a
obesidade visceral, mas também sua reversdo pelo tratamento com infliximabe (ARAUJO et
al., 2007).

Em nosso trabalho utilizamos a mesma espécie (camundongos), linhagem (Swiss),
sexo (machos), idade (seis semanas), periodo de tratamento (duas semanas), dose de
infliximabe (10 pg em 100 pL de salina), via (intraperitoneal) e nimero de administragdes
diarias (duas). Porém, enquanto ARAUJO et al. (2007) utilizaram uma dieta padronizada,
optamos pelo emprego de uma dieta mais simples, baseada na mistura de gordura animal com
racao para roedores na proporcao 1g/1,2 g de banha/racéo.

A substituicdo da dieta padrdo por dieta rica em gordura saturada durante duas
semanas promoveu elevacao (P < 0,05) da glicemia de jejum. Porém, esta elevacdo ndo foi
observada no grupo tratado com infliximabe, que apresentou valores de glicemia de jejum
semelhantes aos do grupo controle (Tabela 1). De acordo com estes resultados, a substituicdo
da dieta padrdo por dieta rica em gordura saturada, durante duas semanas, promoveu elevagédo
(P < 0,05) da producdo de glicose a partir da L-alanina em figados provenientes de
camundongos em jejum noturno de 15 hs (Figura 4).

A escolha da L-alanina deve-se ao fato de ser este aminoacido o principal substrato da
neoglicogénese hepéatica (STUMVOLL et al., 2008; LEIJ-HALFWERK et al., 2000) e sua
conversdo em glicose envolve todas as etapas da via neoglicogénica (CHANGANI et al.,
1997; GARBER, KARL, KIPNISS, 1976).

A L-alanina atravessa a membrana do hepatocito sendo convertida em piruvato. A
partir do citosol, o piruvato entra na mitocéndria onde € carboxilado e deixa a mitocondria
como malato. No citosol, o malato é transformado em oxalacetato e em seguida, em
fosfoenolpiruvato, que depois de varias etapas, é convertido em glicose pela glicose-6-

fosfatase microssomal (PILKIS, GRANNER, 1992). Uma vez que este complexo caminho
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depende do suprimento de oxigénio e da integridade de varios compartimentos celulares
(membrana plasmatica, citoplasma, mitocondrias e fracdo microssomal), a producdo de
glicose pode ser usada como um marcador da integridade do hepat6cito, ja que a auséncia de
liberacdo de glicose indica uma baixa viabilidade e/ou comprometida oxigenacdo dos

hepatocitos (BAZOTTE, GAZOLA, BRACHT, 2003).

Ao empregarmos concentracdo supra fisiologica de L-alanina, observamos uma maior
(P < 0,05) capacidade de producdo de glicose em figados de camundongos que receberam
dieta rica em gordura saturada (Figura 4). Esse resultado pode ser atribuido, pelo menos em
parte, a0 maior catabolismo da L-alanina, uma vez que a producdo de L-lactato (Figura 7) a
partir deste aminoacido também encontrou-se aumentada (P < 0,05) em relacdo ao grupo

controle.

Entretanto, a elevacdo da producdo hepatica de glicose a partir de L-alanina induzida
por dieta hiperlipidica foi impedida pelo tratamento com infliximabe (P < 0,05). Esse
resultado pode ser atribuido, pelo menos em parte, a reducdo do catabolismo da L-alanina,
uma vez que a producdo de uréia (Figura 5) e L-lactato (Figura 7) também foi reduzida em
relacdo ao grupo ndo tratado. Por outro lado, o incremento da produgdo do piruvato no grupo
tratado com infliximabe em relagdo ao ndo tratado (Figura 6) poderia refletir uma menor

entrada do piruvato na neoglicogénese.

Considerando que a producdo hepatica de glicose contribui para a elevacdo da
glicemia (RIBEIRO et al., 2005), nossos resultados sugerem que as propriedades indutoras de
diabetes, observadas com o emprego da dieta rica em gordura saturada, (ARAUJO et al.,
2007) envolvem uma elevacdo da producdo hepatica de glicose e que estas alteracOes
metabolicas podem ser prevenidas pela administracdo de infliximabe.

Para entendermos o modo de acdo do infliximabe, impedindo o desencadeamento de

hiperglicemia de jejum e hiperproducdo hepéatica de glicose, devemos considerar que 0s
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adipdcitos secretam adipocitocinas (leptina, adiponectina, resistina, visfatina, interleucina-6,
etc) destacando-se o fator de necrose tumoral-o. (TNF-a).

Concentrages sericas elevadas de TNF-a tem sido associadas a resisténcia a insulina,
sugerindo que o TNF-o promove resisténcia a insulina ao interferir na transducao do sinal
gerado pela ligacdo da insulina ao seu receptor. Além disso, em modelos animais, elevada
expressao de TNF-a resulta em artrite, doenga desmielinizante, doenga inflamatéria intestinal
e diabetes (ARAUJO et al., 2007).

Por outro lado, anticorpos monoclonais sdo proteinas que reconhecem e se ligam a
proteinas especificas. O infliximabe, um anticorpo monoclonal quimérico homem-murino
(parte semelhante a estrutura do anticorpo humano e parte semelhante a estrutura do anticorpo
do camundongo), vem sendo utilizado mundialmente em milhares de pacientes. Ele se liga
com elevada afinidade tanto as formas sollveis como transmembranares do TNF-a. O
infliximabe forma rapidamente complexos estaveis de alta afinidade com o TNF-a humano,
um processo que evolui paralelamente com a perda de sua bioatividade ao inibir a ligacdo do
TNF-a ao seu receptor e neutralizar sua atividade na cascata inflamatéria (RUSSELL et al.,
2001). Por esta razdo, o infliximabe é um medicamento anti-inflamatério com potencial de
reduzir os sinais e sintomas da artrite reumatéide, espondilite anquilosante, artrite psoriatica,
psoriase, doenca de Crohn, colite ou retocolite ulcerativa (MAZZA, ROSSI, WEINBERG,
2010).

Estudos que empregam o infliximabe tém mostrado melhora na sensibilidade a
insulina em individuos ndo diabéticos (OGUZ, OGUZ, UZUNLULU, 2007). De acordo com
estes resultados, Yazdani-Biuki e colaboradores (2006) relataram o caso de um paciente
diabético tipo 2 tratado com infliximabe que apresentou hipoglicemias.

Os efeitos descritos anteriormente ndo se restringem ao infliximabe pois, durante o

tratamento de pacientes diabéticos tipo 2 com o agente anti TNF-a, etanercept, houve redugédo
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das necessidades de insulina e episddios de hipoglicemia (CHEUNG, BRYER-ASH, 2009).
Estes achados apdiam a utilizacdo de anticorpos anti TNF-a para reduzir a resisténcia a
insulina (GOTTLIEB et al., 2006).

Como a dieta hiperlipidica empregada neste estudo acarreta uma diluicdo da dieta
padrdo na proporcdo de aproximadamente 1,2:1, e a ingestdo alimentar é reduzida em 50% em
relacdo ao grupo controle para compensar a maior oferta de calorias (resultados néo
apresentados), abre-se a possibilidade da criacdo de uma condicdo de deficiéncia de vitaminas
e/ou sais minerais, principalmente quando a opcdo é fazer estudos por periodos mais
prolongados (acima de duas semanas). Nestas condicdes, ndo saberiamos se as alteracdes
observadas sdo decorrentes da dieta hiperlipidica ou de uma situacdo de deficiéncia de
vitaminas e/ou sais minerais.

Por esta razao, nos propusemos a implantar um novo modelo de resisténcia a insulina
induzida por dieta e, com base na literatura cientifica, optamos pelo modelo de dieta
enriquecida com sacarose (CHEN et al., 2010; CHENA et al.; 2010; EBAID et al, 2006;
HAFIDIA et al.; 2001, LAUGERO et al., 2002).

A sacarose é um dissacarideo que é clivado no intestino em uma mistura de 1:1 molar
de glicose e frutose. ApoOs a absorcdo, a glicose e a frutose entram na circulacdo e sdo
transportadas para o figado ou passam para a circulacdo geral (CAO et al., 2007).

A concentracdo de 30% foi utilizada porque aproxima-se da concentracdo presente em
muitas bebidas acucaradas e é semelhante a utilizada em estudos de obesidade em
camundongos (GLENDINNING et al., 2010).

Como a ingestdo de calorias em excesso é considerada um importante contribuinte
para o efeito diabetogénico, os animais utilizados neste estudo foram alimentados ad libitum

ao invés de isoenergeticamente.
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Os resultados obtidos com as dietas ricas em sacarose sao conflitantes. Por exemplo,
Surwit et al. (1995), determinando o papel da gordura e da sacarose da dieta na obesidade e no
diabetes, concluiu que a gordura, e ndo a sacarose, € responsavel pela hiperinsulinemia,
acumulo de gordura abdominal, obesidade e hiperglicemia em camundongos B/6J. Aguilera et
al. (2004), empregando ratos que receberam dieta enriquecida com sacarose em agua (30%)
durante 21 semanas, observou hipertensdo, anormalidades metabdlicas, obesidade abdominal,
aumento da gordura epididimal, hepatomegalia e aumento das concentracGes de TNF-a.

Por outro lado, Bizeau, Pagliassotti (2005), verificaram que ratos que receberam dieta
enriquecida com sacarose entre uma e trinta semanas apresentaram resisténcia a insulina entre
2 e 5 semanas, ocorrendo inicialmente no figado e rins e mais tarde no musculo e tecido
adiposo. Porém, ao contrario dos machos, ratas ndo desenvolveram resisténcia a insulina em
resposta a dieta enriquecida com sacarose durante oito semanas.

Os resultados controversos descritos anteriormente decorreriam de diferencas entre
espécies. Por exemplo, ratos Wistar sdo mais sensiveis a uma dieta rica em sacarose no
desenvolvimento de obesidade e resisténcia a insulina, enquanto que camundongos
C57BL/6L sdo mais sensiveis as dietas hiperlipidicas (CHENA et al., 2010). Os resultados
conflitantes entretanto, ndo dependem apenas da espécie investigada, pois Chicco et al. (1999)
demonstraram que a magnitude destas mudancas pode variar de acordo com a idade do
animal, a quantidade de carboidrato e o periodo de tempo de oferta da sacarose.

Como descrevemos anteriormente, a dieta enriquecida com sacarose consistiu na
adicdo de sacarose na agua (30% p/v) até quatro semanas. Esta concentracdo de sacarose €
semelhante a empregada por Glendinning et al. (2010) que observaram aumento da ingestdo
calorica e obesidade em trés de quatro linhagens de camundongos investigadas.

Nossos resultados, em termos de ingestdo alimentar, peso corporal e deposicdo de

gorduras, foram semelhantes aos encontrados na literatura (AGUILERA et al., 2004; BRITO
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etal., 2007; CAO et al., 2007; DINIZ et al., 2008).

A oferta de sacarose na agua reduz (P < 0,05) a ingestdo alimentar (Tabela 2).
Resultados semelhantes foram encontrados por Surwit et al. (1995) em camundongos que
recebiam sacarose (16%) diluida em agua.

Houve progressiva elevacdo da ingestdo de sacarose ao longo de 28 dias (Tabela 2).
Portanto, se levarmos em conta a quantidade de calorias ingeridas como sacarose, a
quantidade total de calorias ingerida pelo grupo suplementado com sacarose foi superior (P <
0,05) a ingerida pelo grupo controle cuja fonte calorica se restringiu a racao padrdo (Tabela
3). De acordo com estes resultados, o grupo que recebeu dieta enriquecida com sacarose
apresentou maior peso corpéreo (P < 0,05) em relacdo ao grupo controle (Tabela 4).
Resultados semelhantes foram descritos por Diniz et al. (2008) em ratos que receberam
sacarose diluida na agua (30%) durante 42 dias. Nestes animais, 0 menor consumo de ragédo
foi compensado pela maior ingestdo de sacarose ocorrendo obesidade intra-abdominal e
aumento do peso corporal. E interessante observar que estes resultados também foram
demonstrados em humanos onde o consumo a longo prazo de dgua adogada com sacarose
eleva o0 peso corporal pelo fato da reducdo na ingestdo alimentar ndo ser suficiente para
compensar o ganho calérico (BRAY, NIELSEN, POPKIN, 2004; CAO et al., 2007).

Em relacdo a deposicdo de gordura, 0 grupo que recebeu dieta enriquecida com
sacarose apresentou valores mais elevados (P < 0,05) de gordura retroperitoneal (Tabela 6),
epididimal (Tabela 7) e subcutanea inguinal (Tabela 8).

Estes resultados criaram a expectativa de encontrarmos resultados semelhantes aos
descritos para dieta hiperlipidica, para a glicemia e producao hepética de glicose. Em relacéo
a producdo hepaética de glicose, cumpre destacar que Bizeau, Pagliassotti (2005) observaram
aumento da gliconeogénese em ratos que receberam dieta enriquecida com sacarose durante

uma semana em estudos in vivo, perfusdo de figado in situ ou hepatdcitos isolados. Porém, a
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glicemia (Tabela 5) e a producdo hepatica de glicose (Figuras 8), uréia (Figuras 9), piruvato
(Figuras 10) e L-lactato (Figuras 11) a partir de L-alanina (5 mM) foram semelhantes nos dois
grupos investigados ao longo das quatro semanas.

Em resumo, diferente da dieta hiperlipidica, a dieta rica em sacarose, apesar de elevar
a deposicdo de gorduras e 0 peso corporeo, ndo alterou a glicemia de jejum e a producdo

hepatica de glicose, razdo pela qual ndo avaliamos o efeito do infliximabe neste grupo.
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7 CONCLUSOES

Embora a dieta rica em sacarose simule em muitos aspectos 0 consumo excessivo de
bebidas adogcadas com sacarose, em particular, no maior consumo de energia e ganho de peso,
no que se refere aos efeitos sobre a glicemia e producéo hepatica de glicose, os efeitos obtidos
foram pouco significativos.

Por outro lado, a suplementacdo com dieta HL, promove elevacdes significativas na
glicemia de jejum e na producao hepatica de glicose e estas alteracfes deixam de ocorrer com
a administracdo de infliximabe.

Portanto, em se tratando de camundongos da linhagem Swiss, a dieta hiperlipidica
mostrou-se mais efetiva como modelo de hiperproducdo hepatica de glicose, hiperglicemia e
na prevencdo destas alteragdes pelo emprego de produtos biologicamente ativos com

propriedades antidiabéticas.
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