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RESUMO

Introducdo: A diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), uma doenga metabolica que resulta de
insulino-resisténcia (IR) e incapacidade da célula B segregar adequadamente insulina,
representa um dos mais importantes desafios para a saude publica do mundo ocidental. A IR é
um estado metabdlico anormal precoce e tem varias causas ainda pouco conhecidas. E aceite a
ligagdo entre IR, inflamag&o e obesidade, no entanto, nem todos os doentes com DMT?2 s&o
obesos, ainda que, nestes doentes, a ativacdo crénica do sistema imunitario esteja, também,
presente e relacionada com IR. A restricdo caldrica (RC), uma intervencao dietética baixa em
calorias, sem malnutricdo, é atil na prevencdo e controle da DMT2. No entanto, ndo sdo,
ainda, compreendidos os efeitos da RC na DMT2 néo obesa.

Objetivo: Avaliar, na DMT2 e de forma independente da obesidade, ratos Goto-Kakizaki
(GK) idosos, os efeitos da RC na IR hepatica e na inflamacéo local.

Métodos: Foram estudados quatro grupos experimentais de ratos com 12 meses de idade.
Dois grupos controlo, alimentados ad libitum: ratos Wistar normais (W) e GK — um modelo
de DMT?2 espontanea, ndo obesa; e dois grupos submetidos a restricdo calérica durante 12
semanas (WRC e GKRC).

Foi feita avaliacdo metabolica sistémica, sendo a analise de varios parametros (JNK, Akt/PKB
e AMPK) no tecido hepatico realizada por Western Blot.

Resultados: A RC conduziu a aumento da tolerancia a glicose e diminuicdo dos niveis de
HbAc, triglicerideos e acidos gordos livres.

A RC também se mostrou benéfica em parametros envolvidos na inflamacéo e IR hepaticos:
diminuicdo da expressdo de JNK e aumento da expressao de Akt e de AMPK.

Conclusdo: A RC melhora o perfil glicidico e lipidico da DMT2. Os seus efeitos em
parametros de inflamacdo e energéticos/ de IR a nivel hepatico sugerem o envolvimento do

figado nos beneficios metabdlicos da RC.
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inibidor do NF-xB; VLDL, lipoproteina de muito baixa densidade.



ABSTRACT

Background: Type 2 diabetes mellitus (T2DM), a metabolic disease characterized by insulin
resistance (IR) and B-cell dysfunction, represents one of the most important challenges for
public health in the western world. IR is an early abnormal metabolic state and has several
causes that are still poorly understood. The link between IR, inflammation and obesity is
widely accepted. However, not all patients with T2DM are obese. Even so, in these patients,
the chronic activation of immune system is also present and associated with IR.

Caloric restriction (CR), a dietary intervention low in calories in the absence of malnutrition,
is useful in the prevention and management of T2DM. Nevertheless, the mechanisms
underlying the effects of CR in non obese T2DM are not clarified.

Purpose: Evaluate, in T2DM independently of obesity, the effects of caloric restriction on
hepatic IR and local inflammation in Goto-Kakizaki (GK) aged rats. GK is a spontaneous
non-obese type 2 diabetic animal model.

Experimental approach: Twelve-month-old Wistar normal (W) and GK rats were separated
in four groups: two control groups (W and GK) feed ad libitum and two groups submitted to
caloric restriction (WRC and GKRC) during 12 weeks.

Systemic metabolic profile was determined and the assessment of several hepatic tissue
parameters (JNK, Akt/PKB e AMPK) was made by Western Blot.

Key results: CR led to an improvement of glucose tolerance and decreased levels of HbA1C,
triglycerides and free fatty acids.

CR was also beneficial in parameters involved in inflammation and hepatic IR: decreased
expression of INK and increased expression of Akt and AMPK.

Conclusions: CR improves glucose and lipid profile of T2DM. Its effects on hepatic
parameters of inflammation and energy/IR suggest the involvement of the liver in the

metabolic benefits of CR.
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INTRODUCAO

A diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) é uma doenca metabolica que resulta de insulino-
resisténcia (IR) e incapacidade da célula B segregar insulina de forma a manter os seus
efeitos, nomeadamente a normoglicemia.l*”!

A DMT2 afigura-se como um dos mais importantes desafios para a satde publica do mundo
ocidental, atingindo mais de 371 milhdes de pessoas em todo 0 mundo, 0 que representa cerca
de 8,3% da populacdo mundial, nGmero este que continua a crescer. No ano de 2011, em
Portugal, a prevaléncia da DMT2 situava-se nos 12,7 % da populagdo com idades
compreendidas entre os 20 e 0s 79 anos, verificando-se uma correlagdo direta entre o aumento
da prevaléncia da DMT2 e o envelhecimento dos individuos.!”!

A IR pode definir-se como um estado metabdlico anormal precoce em que as células alvo,
nomeadamente do tecido muscular, figado e tecido adiposo, tém uma resposta insuficiente aos
niveis normais da insulina circulante. Neste estadio, a manutencdo da normoglicemia é
garantida através de hiperinsulinismo compensatdrio. Na presenca de deficiéncia das células
(disfuncdo e reducdo da massa celular) ndo hd essa compensacdo, 0 que resulta em
hiperglicemia. As causas de IR sdo vérias e ainda ndo muito bem compreendidas. Admite-se
que fatores genéticos interatuem com fatores ambientais, sendo que, destes, 0s mais

importantes sdo: a obesidade, o sedentarismo e a idade.®

A ligacéo entre obesidade, IR e inflamacéo crénica de baixo grau é, atualmente, aceite.[*> 8%
Nem todos os doentes com DMT2 sdo obesos, mas a ativacdo cronica do sistema imunitario,
na forma ndo obesa, esta igualmente presente e relacionada com IR. Para além disso, pacientes
com DMT2 ndo obesos ostentam, geralmente, obesidade abdominal e aumento da massa

gorda total, ndo obstante o valor normal de indice de Massa Corporal (IMC)." ® Sabe-se que

a localizacdo do tecido adiposo é determinante nas funcdes metabdlicas e hormonais que



desempenha.l** 2 A obesidade abdominal associa-se a IR, independentemente do grau de
obesidade total.!®!

Através de mecanismos complexos de regulacdo celular, a disponibilidade nutricional afeta a
sensibilidade & insulina.l® # 1% 1233 Deste modo, um balanco energético positivo, como o que
acontece de forma crénica na obesidade, leva a IR. Se, por um lado, nos doentes obesos, a
restricdo calérica (RC) promove o aumento da sensibilidade & insulina,® ® néo séo ainda
completamente compreendidos os efeitos da RC na IR, em individuos com DMT2 nédo obesa.
Os ratos Goto-Kakizaki (GK), um modelo de DMT2 espontédnea ndo obesa, apresentam
alteracBes da funcdo e massa de células B, IR, bem como, inflamagdo cronica associada a
disfuncéo do tecido adiposo.!***®!

Trabalhos anteriores publicados pelo nosso laboratério demostraram alguns dos efeitos
positivos da RC sobre parametros de inflamacéo, IR e de stress oxidativo no tecido muscular
de ratos GK adultos.!*"#]

Assim, este trabalho tem por objetivo avaliar, na DMT2 e de forma independente da

obesidade (ratos GK idosos), os efeitos da RC na IR hepatica e na inflamacé&o local.



MATERIAIS E METODOS

Reagentes Quimicos e Imunolégicos

Todos os sais e solventes organicos utilizados na preparacdo das solucbes possuem 0 mais
alto grau de pureza disponivel a data de aquisicdo as empresas seguintes: Merck Darmstad —
Alemanha, Sigma-Aldrich — EUA ou a Pancreac Quimica SA- Espanha. Os anticorpos
utilizados foram: Akt Rabbit Antibody, SAPK/JNK Rabbit Antibody e AMPKa Rabbit

Antibody (Cell Signalling, USA).

Modelos Animais

Neste estudo foram usados dois modelos animais: ratos Wistar normais (W) e ratos GK (um
modelo de diabetes tipo 2 espontanea, ndo-obesa) oriundos da colonia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra. Os animais foram mantidos sob atmosfera controlada:
temperatura (21-24°C), humidade (50-60%), ventilacdo adequada e com ciclos alternados de
luz e obscuridade (12:12h), bem como, acesso livre a 4gua e racdo (dieta standard laboratorial
AO4-Panlab, Barcelona, Espanha).

Ratos de ambas as estirpes, com 12 meses de idade, foram separados em quatro grupos
experimentais (n=7 a 10, por grupo): dois grupos alimentados ad libitum com dieta standard
(grupos W e GK) e dois grupos submetidos a restricdo calorica: 10% nas duas primeiras
semanas, 25% nas duas semanas seguintes e 35% até perfazer 12 semanas (grupos WRC e

GKRC).

Parametros sistémicos
O peso corporal foi determinado em jejum no final do periodo de restricdo caldrica.
A glicemia em sangue total foi determinada através da colheita da amostra por puncao na veia

da cauda, no final do periodo de restricdo calérica, através do método da glicose-oxidase



utilizando um glicometro e tiras-teste (Glucometer Elite — Bayer SA, Portugal). A
concentracdo de glicose em jejum foi determinada ap6s 16-18 horas de jejum. A prova de
tolerancia a glicose intraperitoneal (PTGIP) foi realizada ap0s esta determinacdo: a que se
seguiu a administracéo intraperitoneal de 1,89/Kg de glicose a 30% (Braun, Queluz de Baixo,
Portugal), com colheitas aos 60 e aos 120 minutos. Os niveis de hemoglobina-Aic (HbA:c)
foram determinados no sangue total da veia da cauda, usando um analisador automatico (DCA
2000 Analyser, Bayer, Health Care Diagnostics Division).

A insulinemia em jejum foi determinada por técnica de ELISA competitiva (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay).!*!

Os niveis de colesterol (total e HDL) e triglicerideos (TG’s), bem como as provas hepaticas,
foram determinados usando kits comerciais (Olympus-Diagnostica, Portugal, Produtos de
Diagnostico SA, Portugal).

A concentracdo plasmatica de acidos gordos livres (AGL) no plasma (mM) foi determinada

por espectrofotometria, utilizando o Half-micro test, Roche Diagnostic, Alemanha.

Colheita de Sangue

Para a determinacdo posterior de varios parametros sanguineos, o sangue foi colhido, por
puncdo cardiaca, no dia do sacrificio, com 0s animais anestesiados com cloridrato de
quetamina (75 mg/kg, i.m., Parke-Davis, Ann Arbor, MI, EUA) e cloridrato de
clorpromazina (2.65 mg/kg, i.m., Lab. Vitoria, Amadora, Portugal). O sangue foi centrifugado
(2500rpm, 10 min, a 4°C) e o soro e plasma mantidos a -20°C, até ao processamento das

amostras.



Colheita dos figados
Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, apds as colheitas de sangue. Os
figados foram recolhidos, lavados numa solucdo isotonica (0,9% NaCl) e imediatamente

congelados em azoto liquido e armazenados, em seguida, a -80°C.

Preparacdo dos homogeneizados de figado

Foram obtidas porg¢des transversais do tecido, com cerca de 200 mg e homogeneizadas num
potter em 2 mL de tamp&o de lise (Tabela 1), tendo sido, posteriormente, sonicadas. De
seqguida, efetuaram-se duas centrifugacdes (20°, 14000rpm, 4°C,), recolhendo-se,
sucessivamente, o sobrenadante. A concentracdo de proteina foi calculada pelo método do
BCA (BCA protein assay, Pierce, EUA), as amostras foram aliquotadas e, depois de

adicionado tamp&o Sample (Tabela 1), armazenadas a -80°C para analises subsequentes.

Western Blot

Para efetuar a identificacdo e quantificacdo das proteinas Akt total, JINK total e AMPK total,
utilizou-se a técnica de Western Blot. A B-actina serviu como controlo interno da quantidade
de proteina das amostras. A quantificacdo das bandas foi calculada com o programa Image
Quant, Molecular Dynamics, EUA.

Os géis de acrilamida para separacdo das proteinas por peso molecular foram polimerizados
no sistema de polimerizacdo (Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad, EUA), com os tampdes
Resolving e Stacking (Tabela 1). Apds terem sido desnaturadas e sonicadas, as amostras
foram colocadas nos geéis, que correram no sistema apropriado (Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-
Rad, EUA), com tampdo Running (Tabela 1), com padrdo de peso molecular (Precision Plus

Protein Standards, Dual Color, Bio-Rad, EUA).
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As proteinas foram transferidas para membranas PVDF (Polyvinylidene fluoride membrane,
Bio-Rad, EUA), previamente ativadas com metanol, no sistema de transferéncia (Mini Trans-
Blot, Bio-Rad, EUA), a amperagem constante de £300mA, em tampao CAPS (Tabela 1).

As membranas foram blogueadas com solugdo TBST-BSA 5% (Tabela 1), a temperatura
ambiente, durante duas horas e depois lavadas com TBST (Tabela 1). Apds o blogueio, as
membranas incubaram durante a noite a 4°C com 0s respetivos anticorpos primérios. Depois
lavaram-se com TBST e incubaram-se com 0s respetivos anticorpos secundarios, com
agitacdo constante e a temperatura ambiente, durante 2 horas.

Por altimo, as membranas foram incubadas com o substrato enziméatico ECF (Mouse ECF
Western Blotting Reagent Pack, Amersham Biosciences, UK) e reveladas com recurso ao

leitor de fluorescéncia (Typhoon, GE Healthcare, USA).
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Tabela 1: Solugdes utilizadas na técnica de Western Blot.

Tampéo Constituintes

Tampéo de lise 25 mM Tris-HCI (pH 7,6); 150 mM NaCl; 1% Triton X-100; 1
mM EDTA; 1 mM EGTA; 20 mM NaF; 2mM NazVO,; 10 mM
B-glicerofosfato; 2,5mM pirofosfato de sodio; 10mM PMSF e 20
ul cocktail inibidor de proteases por 0,5 g de tecido.

Tampéao Sample 62,5mM Tris-HCI, pH 6,6; 20% SDS 10%; 2,5 mL glicerol;
0,05% Bromefenol Blue

Tampao Resolving 0,75mM Tris-HCI; 0,2% SDS; pH 8,8

Tampao Stacking  0,25mM Tris-HCI; 0,2% SDS; pH 6,8

Tampao Running  125mM Tris-Base; 480mM Glicina; 9mM SDS; pH 8,8

Tampao CAPS 50mM CAS; 2% NaOH; pH 11;10% metanol

Tampéo TBS 250mM Tris;1,5mM NaCl; pH 7,6

Tampédo TBST Solugéo TBS; 1% Tween-20

Andlise estatistica
Os resultados sdo apresentados como média xerro padrdo da média (e.p.m.). Os dados obtidos
foram analisados pelo teste One way ANOVA, sendo os valores de p<0,05 considerados

significativos.



RESULTADOS

1. PESO CORPORAL, PERFIL GLICEMICO E INSULINEMIA

Aos quinze meses, 0 peso corporal dos ratos GK é menor que o peso dos ratos W, ainda que
esta diferenca ndo seja estatisticamente significativa. Os ratos GK submetidos a RC,
apresentam uma diminuicdo estatisticamente significativa do seu peso, quando comparados
com os grupos W (p<0,001), GK (p<0,05) e WRC (p<0,01) (Tabela 2).

A glicemia em jejum dos ratos GK ¢ significativamente superior a dos ratos W (p<0,001),
alteracdo mantida com a RC (p<0,001) (Tabela 2).

N&o foram observadas diferencgas significativas da insulinemia em jejum, entre 0S grupos

estudados (Tabela 2).
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Tabela 2: Peso corporal (g), glicemia em jejum (mg/dL) e insulinemia em jejum (pmol/L)

W GK WRC GKRC

434,81+19,19 377,746,72 406,31+30,05 292,86+8,85

Peso (Q) —_
Glicemia em jejum 66,17+1,03  95,33+3,43 69,5+1,69  105,435,47
(mg/dL) o ress
Insulinemia em jejum 62,7+4,5 52,5+6,9 67,4+16,6 56,9+8,1
(pmol/L)

W: ratos Wistar; GK: ratos Goto-Kakizaki; WRC: ratos Wistar com restricdo caldrica
(durante 12 semanas); GKRC: ratos Goto-Kakizaki com restricdo caldrica (durante 12
semanas).

Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m., n= 4-10/grupo.

* Diferente de W; * Diferente de GK; ® Diferente de WRC; 1 simbolo p<0,05; 2 simbolos

p<0,01; 3 simbolos p<0,001; (teste ANOVA).
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Os ratos GK apresentam intolerdncia marcada & glicose. O valor de glicémia as 2 horas
apresenta uma diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,001), quando comparamos 0s

ratos do grupo GKRC com os respetivos controlos GK (Figura 1).

500 -
***$$
- 400 -
] )
> .
S 300 w
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Figura 1 — Prova de tolerancia a glicose intraperitoneal: a glicémia foi determinada no
sangue total pelo método da glicose-oxidase: aos 0, 60 e 120 minutos.

W: ratos Wistar; GK: ratos Goto-Kakizaki; WRC: ratos Wistar com restricdo caldrica
(durante 12 semanas); GKRC: ratos Goto-Kakizaki com restricdo calérica (durante 12
semanas).

Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m., n= 7-10/grupo.

* Diferente de W; * Diferente de GK; ® Diferente de WRC; 3 simbolos p<0,001; (teste

ANOVA).
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Os niveis de HbA;; sdo mais elevados nos ratos GK quando comparados com os ratos W

(p<0,001) e diminuem significativamente com a RC (p<0,001) (Figura 2).

6 - ok *kk
o

HHH

HbALC (%)
w

WRC GKRC

Figura 2 — HbAc (%0).

W: ratos Wistar; GK: ratos Goto-Kakizaki; WRC: ratos Wistar com restricdo caldrica
(durante 12 semanas); GKRC: ratos Goto-Kakizaki com restricdo calérica (durante 12
semanas).

Os resultados sdo apresentados como média * e.p.m., n= 7-9/grupo.

* Diferente de W; * Diferente de GK; ® Diferente de WRC; 3 simbolos p<0,001; (teste

ANOVA).
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2. PERFIL LIPIDICO

Em relag&o aos ratos W, os ratos GK revelam valores plasmaticos mais elevados de colesterol
total e HDL (p<0,001), TG’s (p<0,01) e AGL (p<0,01) (Tabela 3).

A RC conduz, nos ratos Wistar (grupo WRC), ao aumento dos niveis de colesterol total
(p<0,05) e HDL (p<0,001). No que concerne aos TG’s, verifica-se uma reducdo
estatisticamente significativa no grupo GKRC, relativamente aos seus controlos (p<0,001) e
ao grupo W (p<0,01). A RC induz uma diminui¢do dos valores de AGL no plasma nas duas

estirpes, comparativamente aos respetivos controlos (p<0,001) (Tabela 3).
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Tabela 3: Concentragdes séricas de colesterol total e HDL (mg/dL); triglicerideos (mg/dL) e

acidos gordos livres no plasma (mM).

W GK WRC GKRC

66,4+0,9 117,4+6,3 90,945,8 111,745,2
Colesterol total (mg/dL)

*k*k *## ***$

35,4122 80,945,1 59,0+4,0 78,3%£3,5
Colesterol HDL (mg/dL)

*hk *kkpt ***$$

78,8+4,09 117,1+7,53 57,4+5,08 47,7%£3,2
Triglicerideos (mg/dL)

* HH#H *HH

0,75+0,11 1,37+0,09 0,16+0,04 0,76+0,09

Acidos gordos livres (mM) s
** TR i

W: ratos Wistar; GK: ratos Goto-Kakizaki; WRC: ratos Wistar com restricdo caldrica
(durante 12 semanas); GKRC: ratos Goto-Kakizaki com restricdo calérica (durante 12
semanas).

Os resultados sdo apresentados como média  e.p.m., n= 5-8/grupo.

* Diferente de W; * Diferente de GK; ® Diferente de WRC; 1 simbolo p<0,05; 2 simbolos

p<0,01; 3 simbolos p<0,001; (teste ANOVA).
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3. PROVAS DE FUNCAO HEPATICA

Relativamente as provas de fungdo hepatica, a Unica alteracdo a assinalar é a elevacdo dos

niveis de Fosfatase Alcalina nos grupos de ratos GK e GKRC em comparacdo com os ratos W

(p<0,001). A RC ndo induziu alteragdes dos restantes parametros (Tabela 4).

Tabela 4: ConcentracGes sericas de albumina (g/dL), T.G.O. (U/L), T.G.P. (U/L), Fosfatase

Alcalina (U/L), y-G.T. (U/L).

W GK WRC GKRC
2,4+0,05 2,8+0,06 2,740,04 2,910,06
Albumina (g/dL)
164,4+36,3  118,0+8,0 139,4+11,2 99,6+7,1
T.G.O. (U/L)
40,2+2,1 44,0+3,4 61,349,2 46,3+3,9
T.G.P. (U/L)
67,0£12,3 132,9+7,8 77,3£7,7 147,0+9,0
Fosfatase Alcalina (U/L) " "
0,840,2 1,6£0,2 0,5+0,2 1,140,1

y- G.T. (U/L)

W: ratos Wistar; GK: ratos Goto-Kakizaki; WRC: ratos Wistar com restricdo caldrica

(durante 12 semanas); GKRC: ratos Goto-Kakizaki com restricdo calérica (durante 12

semanas).

Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m., n= 4-8/grupo.

* Diferente de W; 3 simbolos p<0,001; (teste ANOVA).
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4, MARCADORES INFLAMATORIOS HEPATICOS

4.1 “c-Jun N-terminal kinase” — INK

Nos grupos submetidos a RC, os valores de JNK (uma cinase que participa em vias de
regulacdo da insulina e em vias pro-inflamatorias), no tecido hepatico, diminuem tanto no
grupo WRC, como no grupo GKRC, comparativamente ao grupo de ratos GK (p<0,01)

(Figura 3).
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Figura 3 — JNK no tecido hepatico: quantificacdo de JNK (%W/Actina) no tecido hepético
avaliada por Western Blot, com marcacéo especifica para esta proteina e respetiva membrana.
W: ratos Wistar; GK: ratos Goto-Kakizaki; WRC: ratos Wistar com restricdo caldrica
(durante 12 semanas); GKRC: ratos Goto-Kakizaki com restricdo calérica (durante 12
semanas).

Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m., n= 4-5/grupo.

* Diferente de GK; 2 simbolos p<0,01; (teste ANOVA).
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4.2 “Protein Kinase B” — Akt/PKB

A RC induz alteragfes da Akt/PKB (uma cinase que participa na via da regulacdo da insulina)
em ambas as estirpes. A percentagem é significativamente maior quando se compara 0 grupo
WRC com o grupo GK (p<0,05) e o grupo GKRC com os grupos controlo: p<0,05 versus W e

p<0,01 versus GK (Figura 4).
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Figura 4 — Akt no tecido hepatico: quantificacdo de Akt/PKB (em %W/Actina) no tecido
hepético avaliada por Western Blot, com marcagdo especifica para esta proteina e respetiva
membrana.

W: ratos Wistar; GK: ratos Goto-Kakizaki; WRC: ratos Wistar com restricdo caldrica
(durante 12 semanas); GKRC: ratos Goto-Kakizaki com restricdo calérica (durante 12
semanas).

Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m., n= 4-5/grupo.

* Diferente de W; * Diferente de GK; 1 simbolo p<0,05; 2 simbolos p<0,01; (teste ANOVA).
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4.3. “5" Adenosine monophosphate-activated protein kinase” - AMPK
A RC induz um aumento da percentagem de AMPK (uma proteina sensor da energia celular)

nos ratos GK (grupo GKRC) p<0,05 versus ratos W e p<0,01 versus ratos GK (Figura 5).
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Figura 5 — AMPK no tecido hepatico: quantificacdo de AMPK (em %W/Actina) no tecido

hepético avaliada por Western Blot, com marcacdo especifica para esta proteina e respetiva
membrana.

W: ratos Wistar; GK: ratos Goto-Kakizaki; WRC: ratos Wistar com restricdo caldrica
(durante 12 semanas); GKRC: ratos Goto-Kakizaki com restricdo calérica (durante 12
semanas).

Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m., n= 4-5/grupo.

* Diferente de W; * Diferente de GK; 1 simbolo p<0,05; 2 simbolos p<0,01; (teste ANOVA).
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DISCUSSAO

A RC pode definir-se como uma intervencgdo dietética baixa em calorias, porém adequada em
nutrientes. O interesse na RC advém dos resultados obtidos em mdltiplos estudos, em diversas
espécies animais, incluindo roedores e primatas, que mostraram 0s seus beneficios em
doencas relacionadas com a idade, tais como DMT2, obesidade, doencas cardiovasculares,
doencas autoimunes e cancro, bem como no aumento da esperanca média e maxima de vida.
Ainda que os mecanismos que conduzem a estes efeitos ndo sejam bem conhecidos, admite-se
que possam envolver alteragdes significativas no metabolismo energético, na sensibilidade a
insulina, no stress oxidativo e mudancas funcionais, quer no sistema neuroenddcrino, quer no
sistema nervoso simpético.?*%?

Sabe-se que a RC ¢ util, e uma das armas terapéuticas base, para a prevencao e controlo da
DMT?2 tanto na forma obesa, como na ndo-obesa. Enquanto na DMT2 obesa €, atualmente,
aceite que os efeitos benéficos da RC advém da diminuicdo da massa de tecido adiposo, com
a consequente diminuicdo da producdo de fatores pré-inflamatorios dai decorrente, ndo se
conhecem, ainda, os efeitos da RC na forma nao obesa.[® 8 %]

Os ratos GK, e de acordo com trabalhos anteriores do nosso grupo, apresentaram moderada
hiperglicemia em jejum, marcada intolerancia a glicose e aumento da HbA;c, do colesterol
total e HDL, dos TG’s e dos AGL.# 15 17:18]

Demonstramos, também, que a RC nos ratos GK leva ao aumento da tolerancia a glicose, a
diminuicdo dos niveis de HbA;c, TG’s e AGL. De acordo com os estudos anteriores efetuados
pelo nosso grupo em ratos GK com 6 meses de idade conduziu a um agravamento da glicemia
em jejum, tanto em ratos GK como em ratos Wistar, sugerindo um aumento da producdo

hepética de glicose, em resposta a RC severa.!'” 1°]
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Evidenciamos também, neste trabalho, os efeitos benéficos da RC em pardmetros envolvidos
na inflamacdo e IR hepaticos, tais como: diminuigdo da expressdo de JNK e aumento da
expressao de Akt e de AMPK.

A insulina é uma hormona pleiotrépica com diversas fungdes no metabolismo celular, sendo
especialmente importante na regulacdo do metabolismo da glicose, ao atuar particularmente
no figado e nos tecidos muscular e adiposo.? * **!

A acdo da insulina inicia-se através da sua ligacdo ao respetivo recetor, desencadeando uma
cascata de eventos complexos. Muito resumidamente, esta ligacdo conduz a fosforilagdo em
tirosina dos substratos do recetor de insulina (IRS -1-4 — “insulin receptor substrates”), de
que resulta a ativacdo de duas vias intracelulares principais: a via da fosfatidil-inositol 3
cinase (PI3K) — Akt/PKB, grande responsavel pelas acdes metabolicas da insulina e a via das
cinases das proteinas ativadoras da mitogénese (MAPK — “Ras-mitogen activated protein
kinase”) que regula a expressao génica e interatua com a via PI3K-Akt/PKB a fim de
controlar o crescimento e a diferenciacdo celulares.t 32423

A acdo da insulina é inibida pela fosforilagdo em residuos de serina em locais especificos do
IRS-1 quando sdo ativadas as vias da JNK, IKK, PKC e mTOR. Multiplos fatores, como por
exemplo AGL e citosinas, parecem aumentar a fosforilacdo inibitoria em serina do IRS-1 e,
assim, induzir IR. Constitui-se, desta forma, uma ligagéo entre vias de sinalizacdo da insulina
e vias pro-inflamatdrias, sendo a JNK uma das mais importantes vias para o estabelecimento

desta relacdo. Por outro lado, se for ativada a via da Akt/PKB, pode desencadear o feedback

positivo da sinalizagdo da insulina (Figura 6).1% # 2.27]
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« NORMAL » INSULIN Factors mediating

SIGNALING insulin resistance

(hyperinsulinemia,
cytokines, stress, FFA)

v

| ACTIVATION OF S/T KINASES |

REDUCED IRS1 ENHANCED IRS1 REDUCED IRS1
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SuUL ESIS
LOOP LOOP IN IN RESISTANCE

Figura 6 — (Gual, 2005) Vias de retrocontrolo da ac¢éo da insulina.

IR, recetor da insulina; IRS-1, substrato do recetor da insulina-1; PI3K, cinase de Pls;. ERKS,
cinase regulada por sinais extracelulares; JNK, c-Jun N-terminal cinase; mTor, proteina cinase
alvo da rapamicina em mamiferos; PKC, proteina cinase C; PKB, proteina cinase B; IKK,
cinase do inibidor do NF-kB; S6K, cinase S6; p-S, locais de fosforilagdo em serina; Y-p,

locais de fosforilagdo em tirosina; FFA’s, acidos gordos livres.

As JNK sdo um grupo de 3 proteinas JNK -1, -2 e -3, pertencentes a familia das MAPK e,
devido ao seu papel de regular metabolico central, tém sido referidas como uma das
moléculas mais importantes na associagdo entre IR, DMT2 e obesidade.?® Hirosumi et al.
(2002) verificou que a atividade da JNK, mais especificamente da isoforma JNK-1, se
encontrava aumentada em varios tecidos como o figado, o tecido adiposo e o tecido muscular
de ratos obesos e insulino-resistentes. As suas experiéncias mostraram, também, que modelos

knock-out para a expressdo de JNK-1, obesos, apresentavam uma melhoria dos indices de IR,
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um aumento da capacidade de sinalizacdo do IRS-1, bem como, resisténcia ao
desenvolvimento da obesidade.’?) Outros estudos corroboram estas conclusdes, demonstrando
que a inibicdo da JNK induz diminuicdo da glicemia e aumento da sensibilidade a insulina em
modelos animais obesos e diabéticos, sugerindo o potencial uso terapéutico de inibidores
especificos da via da JNK, no tratamento da DMT2.B"!

De acordo com estes dados, a melhoria do perfil glicidico, em resposta a RC, verificada no
nosso estudo, podera ter por base a diminuicdo da expressdo de JNK e o aumento da
Akt/PKB.

Uma outra via com um papel fulcral na homeostase da glicose é a via das cinases ativadas por
AMP (AMPK), que tem sido descrita como um sensor da energia das células, por mediar a
adaptacdo destas as variagdes nutricionais e ambientais que levam a deplecdo dos niveis de
ATP intracelular. Esta via pode ser ativada através de uma miriade de estimulos, tais como,
jejum, hipoxia, stress oxidativo e contracdo muscular, em resposta ao aumento do ratio
intracelular AMP/ATP. %21 Na maioria das células, a AMPK s¢ é ativada em resposta a uma
deplecdo de glicose quando a concentracdo desta € muito baixa; todavia, em células
especializadas como os hepatocitos, que expressam GLUT 2 e glicocinase, a AMPK ¢
regulada pelas flutuacdes fisioldgicas da glicose. Ainda que os canais de K* sensiveis ao ATP
possam ser 0s principais sensores destas células, a AMPK parece desempenhar, também,
funcdes na regulacdo da glicose.®™ A AMPK pode, adicionalmente, ser ativada por diferentes
hormonas como a leptina ou a adiponectina, apesar de 0s mecanismos ndo serem, atualmente,
completamente conhecidos.®

A ativacdo da AMPK implica ativacédo alostérica e fosforilacdo prévia em residuos de tirosina.
Desta decorre a inibicdo de vias anabdlicas como a sintese de acidos gordos no figado e no
tecido adiposo, a sintese hepética de colesterol, a sintese proteica no figado e no musculo,

bem como a secrecéo de insulina pelas células B-pancreéticas; adicionalmente, a AMPK ativa
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vias catabdlicas, tais como captacdo e oxidacdo de glicose e de &cidos gordos, e ainda a
biogénese mitocondrial, em multiplos tecidos.”® Para além destes efeitos diretos via
fosforilagdo de enzimas metabdlicas, a AMPK exerce efeitos a longo prazo, através da
modulacéo da transcricdo de genes especificos implicados no metabolismo energético. 3
Devido a estas caracteristicas, a via da AMPK apresenta-se como um potencial alvo
terapéutico para o tratamento de IR e DMT2. A metformina, um medicamento antidiabético,
sensibilizador da insulina, amplamente usado na prética clinica, funciona, em parte, através da
ativacdo da AMPK, %32 sendo porém, controverso o mecanismo a esta subjacente.?*!

Assim, a melhoria do perfil glicidico e a diminuicdo dos AGL plasmaticos poder-se-a dever,
pelo menos em parte, ao aumento da expresséo hepatica da AMPK, em resposta a RC.

Na obesidade, o tecido adiposo constitui uma fonte major de inflamacao crénica. Sabe-se que
a DMT2 nédo obesa é acompanhada, também, por um estado de inflamag&o cronica associada
a disfuncéo do tecido adiposo. Como referido anteriormente, muitos individuos com DMT?2
ndo obesa exibem obesidade abdominal e aumento da massa gorda total, ainda que o valor de
IMC se apresente dentro da normalidade. 8 ¢

Quando comparado ao tecido adiposo subcutdneo, o tecido adiposo visceral &,
manifestamente, mais adverso metabolicamente, porque mais lipolitico, exibindo um maior
turnover de adipdcitos e uma maior libertacdo de AGL, uma importante causa de IR. Revela
um aumento da infiltracdo de macrdfagos, tanto em modelos animais como em humanos,
contribuindo de forma decisiva para 0 aumento de citosinas pro-inflamatoérias e subsequente
inflamaggo.[* & 11123334 Num estudo em modelos animais, Wu et al. (2007), concluiu que a
idade, por si sO, esta relacionada com o aumento da producdo de citosinas pro-inflamatérias
com origem, sobretudo, nos adipécitos.™®

Assim, da expansdo do tecido adiposo visceral ou da disfuncdo do tecido adiposo na DMT2

resulta um aumento do fluxo de AGL e a sua captacdo pelas células musculares ou hepaticas.
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Aqui, podem prosseguir duas vias principais: B-oxidagdo mitocondrial ou armazenamento sob
a forma de TG’s. De salientar que, no figado, estdo disponiveis dois pools de armazenamento,
0 pool intracelular e o pool VLDL, que €, subsequentemente, libertado para a circulagédo
sistémica. Quando o fluxo de AGL excede a capacidade destas duas vias, 0s seus metabolitos
intermediarios, diacilglicerol, &cido fosfatidico, &cido lisofosfatidico e ceramida, acumulam-
se, podendo ativar as vias das diferentes serina-cinases supra citadas, que participam na via de
retrocontrolo negativo que regula a acdo da insulina (Figura 6). Além disso, a ceramida pode
inibir a acdo da insulina através da interacdo com a via da Akt/PKB. Alguns autores defendem
que a disfuncdo mitocondrial, e a consequente diminui¢do da B oxidagdo dos acidos gordos, se
apresenta como uma outra hipdtese a considerar na origem da IR relacionada com a
obesidade.* 134 3¢

Os nossos dados demonstram que a RC conduz a diminuicdo dos niveis plasmaticos de AGL
e de TG's, que se podera dever quer ao aumento da B-oxidacdo catabolizada pelo aumento da

AMPK, quer a diminuicdo do tecido adiposo. Também, a diminui¢do da ativacdo de JNK no

tecido hepatico poder-se-a dever a diminuigdo dos niveis circulantes de AGL.
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CONCLUSAO

Os nossos resultados mostram que a restri¢do calorica melhora o perfil glicidico e lipidico na
diabetes mellitus tipo 2. Os seus efeitos em pardmetros de inflamacdo e energéticos/de
insulino-resisténcia a nivel hepatico sugerem o envolvimento do figado nos beneficios

metabdlicos da restricdo caldrica.
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