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Resumo

Em conjunto com os dados epidémicos da diabetes mellitus do tipo 2 (DMT2), também
a prevaléncia da pré-diabetes tem vindo a aumentar, nomeadamente em Portugal, onde em
2015 atingiu um valor estimado de 27,4% da populacdo adulta. A pré-diabetes, descrita
como um estado de elevado risco para o desenvolvimento de DMT2, €, sem duvida, uma
fase privilegiada para implementar estratégias para prevencdo da progressao da doenga,
reduzindo o risco de complicacdes a longo prazo.

A esteatose hepatica, caracterizada essencialmente por uma marcada acumulacao
lipidica no tecido hepatico, é muito frequente na DMT2 (40-70%), onde assume geralmente
a forma de doenca do figado gordo ndo alcodlico. Esta condi¢do tem um forte impacto ao
nivel da mitocondria dos hepatdcitos, responsaveis pela producédo de cerca de 90% de ATP
consumido pela célula, desempenhando um papel central em diversas funcdes, incluindo no
metabolismo glicidico e lipidico.

E hoje perfeitamente reconhecida a importancia crucial de uma dieta saudavel na
prevencdo e/ou tratamento de varias doengas, nomeadamente as metabdlicas. O mirtilo
(Vaccinium spp) € um fruto rico em compostos bioativos, incluindo fendlicos, que conferem
inimeros efeitos benéficos, nomeadamente em disturbios metabdlicos, devido a sua elevada
capacidade antioxidante e as propriedades anti-inflamatdrias e sensibilizadoras da insulina.
Existem estudos, tanto em animais como em humanos, que avaliaram o efeito dos mirtilos
na DMT?2, contudo, os mecanismos celulares associados as suas propriedades benéficas,
nomeadamente em situacfes mais precoces de doenca (pré-diabetes), ainda ndo estdo
completamente elucidados.

A hipotese deste estudo experimental é a de que num estado de pré-diabetes induzido
por uma dieta hipercalérica (HC) existem ja alteracfes hepaticas, para as quais 0s
desequilibrios da bioenergética mitocondrial sdo de extrema relevancia. Equaciona-se ainda
a possibilidade do sumo de mirtilo poder ser uma abordagem terapéutica (nutracéutica)
segura e eficaz na prevencéo da evolucdo da doenca. Assim, o principal objetivo foi avaliar
o0 seu efeito num modelo animal de pré-diabetes induzido por uma dieta HC, com destaque
para a disfuncdo e lesdo do tecido hepatico, em particular para a bioenergética e dindmica
mitocondrial.

Foram utilizados ratos Wistar machos, divididos em 4 grupos, durante 23 semanas:

Controlo, submetido a agua e racdo padrdo; Mirtilo, tratado com sumo de mirtilo
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(25g/kg/dia) entre as semanas 9 e 23; Preé-diabético com dieta HC, mantido com sacarose
(35%) na bebida durante as primeiras 9 semanas, somando-se a esta dieta uma ragéo rica em
gordura (60%) nas 14 semanas seguintes; e Pré-diabético tratado com sumo de mirtilo
(HC+M), submetido ao mesmo protocolo mas tratado com sumo de mirtilo entre as semanas
9e23.

Os nossos resultados mostraram que este modelo pré-diabético de 23 semanas de dieta
hipercaldrica (grupo HC) origina aumento do peso corporal, hiperglicemia pds-prandial
(normoglicemia em jejum), reducéo da tolerancia a glicose, hiperinsulinemia pos-prandial,
resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia e aumento do estado oxidativo em soro. Para além
disso, observou-se a presenca de esteatose hepatica focal, para além de diversas alteragdes
relacionadas com a bioenergética mitocondrial do hepatdcito, incluindo perturbacdes ao
nivel do potencial transmembranar (aumento da lag-phase, indicativo de alteracfes a nivel
do sistema fosforilativo), aumento da respiragdo mitocondrial, diminuicdo da
permeabilidade mitocondrial e um aumento da expresséo proteica de COXIV (indicativa da
existéncia de alteracdes ao nivel do sistema de fosforilacao oxidativa mitocondrial). A adicdo
de sumo de mirtilo a dieta hipercalorica (grupo HC+M) foi capaz de prevenir o
desenvolvimento de grande parte destas modificacdes metabdlicas induzidas pela dieta.
Especificamente, melhorou a sensibilidade & insulina, a tolerancia a glicose e o perfil
antioxidante no soro, preveniu a hipertrigliceridemia e, para além disso, atenuou as
alteracdes hepaticas, tanto a nivel da esteatose focal como dos processos associados a
dindmica mitocondrial.

Em conclusdo, uma dieta hipercaldrica, constituida por elevados teores de lipidos
(60%) e de hidratos de carbono (35% de sacarose) induziu uma condi¢do de pré-diabetes e
disfuncdo/lesdo hepética precoce. O tratamento simultaneo com sumo de mirtilo preveniu a
evolucdo destas alteragdes induzidas pela dieta, por mecanismos hipoteticamente
relacionados com o seu efeito sensibilizador da insulina, pelas suas propriedades
antioxidantes ou ainda atraveés de preservacdo da eficiéncia mitocondrial a nivel do
hepatdcito. Contudo, serdo necessarios estudos adicionais, incluindo a avaliagdo de outros
tempos de exposic¢éo, outras doses de sumo de mirtilo e/ou dos seus principais componentes,
bem como analise de outros marcadores, para melhor compreensdo dos mecanismos

celulares e moleculares subjacentes aos efeitos do sumo de mirtilo nesta fase da pre-diabetes.

Palavras-chave: pre-diabetes; modelo animal de dieta hipercaldrica; disfuncdo hepatica;

dindmica mitocondrial; sumo de mirtilo.
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Abstract

Along with the epidemic data of type 2 diabetes mellitus (T2DM), the prevalence of
prediabetes has also been increasing, namely in Portugal, where in 2015 it reached an
estimated rate of 27.4% of the adult population. Prediabetes, described as a state of high risk
for the development of T2DM, is certainly a privileged phase to implement strategies for
preventing the progression of disease, reducing the risk of long-term complications.

Hepatic steatosis, mainly characterized by marked lipid accumulation in hepatic tissue,
is a very common condition in T2DM (40-70%), where it usually takes the form of non-
alcoholic fatty liver disease. This condition has a strong impact on the hepatic mitochondria,
which are responsible for the production of over 90% of the ATP consumed by the cell, with
a central role in several functions, including glucose and lipid metabolism.

The crucial importance of a healthy diet in the prevention and/or treatment of various
diseases, including metabolic disorders, is now well recognized. Blueberry (Vaccinium spp)
is a fruit rich in bioactive compounds, including phenolics ones, which confer numerous
beneficial effects, namely in metabolic disorders, due to its high antioxidant capacity and its
anti-inflammatory and insulin-sensitizing properties. There are several studies, both in
animals and in humans, that evaluated the effect of blueberries on T2DM, however, the
cellular mechanisms associated with its beneficial properties, namely in earlier disease
situations (prediabetes), are still not completely elucidated.

The hypothesis of this experimental study is that in a prediabetes state induced by a
hypercaloric diet (HC) there are already hepatic changes, for which the imbalances of
mitochondrial bioenergetics are of the utmost relevance. In addition, it is envisaged the
possibility of blueberry juice may be a safe and effective non-pharmacological therapeutic
approach (nutraceutical) for the prevention of disease progression. In this sense, the main
objective of this work was to evaluate its effect on an animal model of prediabetes induced
by an HC diet, highlighting the dysfunction and damage of hepatic tissue, with a particular
focus on bioenergetics and mitochondrial dynamics.

Male Wistar rats, divided into 4 groups, were used for 23 weeks: Control, submitted
to water and standard chow; Blueberry, treated with blueberry juice (25g/kg/day) between
weeks 9 and 23; Prediabetic with HC diet, maintained with sucrose solution (35%) into the

beverage during the first 9 weeks, adding to this a high fat diet (60%) in the following 14



weeks; and prediabetic treated with blueberry juice (HC+M), submitted to the same protocol
but treated with blueberry juice between weeks 9 and 23.

Our results showed that this prediabetic model induced by 23 weeks of hypercaloric
diet (HC group) leads to an increase of body weight, postprandial hyperglycemia (with
fasting normoglycemia), impaired glucose tolerance, postprandial hyperinsulinemia, insulin
resistance, hypertriglyceridemia and increased oxidative status in serum. Moreover, the
presence of focal hepatic steatosis was observed, in addition to several changes related with
hepatic mitochondrial bioenergetics, including impairment of the transmembrane potential
(prolonged lag-phase, an indicative of changes in the phosphorylative system), increased
mitochondrial respiration, decreased mitochondrial permeability, and increased protein
expression of COXIV (indicative of changes in the mitochondrial oxidative phosphorylation
system). The addition of blueberry juice to the HC (HC+M group) was able to prevent the
development of most of these metabolic changes induced by diet. In particular, it improved
insulin  sensitivity, glucose tolerance and serum antioxidant profile, prevented
hypertriglyceridemia and, in addition, attenuated the hepatic changes, both within the focal
steatosis and beyond the processes associated with mitochondrial dynamics.

In conclusion, a hypercaloric diet, containing high content of lipids (60%) and
carbohydrate (35% sucrose), induced a condition of prediabetes and early hepatic liver
dysfunction/injury. The concomitant treatment with blueberry juice prevented the evolution
of these changes induced by diet, by mechanisms hypothetically related to its insulin
sensitizing effect, by its antioxidant properties or through the preservation of mitochondrial
efficiency at the hepatocyte level. However, further studies, including the evaluation of other
exposure times, other doses of blueberry juice and/or its major bioactive compounds, as well
as the analysis of other markers, will be required to better understand the cellular and

molecular mechanisms underlying the effects of blueberry juice at this stage of prediabetes.

Keywords: prediabetes, animal model of hypercaloric diet, hepatic dysfunction,

mitochondrial dynamics; blueberry juice
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1. Diabetes e pré-diabetes — Visdo geral e dados epidemioldgicos

1.1. Diabetes mellitus — Defini¢éo e caracterizacéao

De acordo com a Sociedade Portuguesa de Diabetologia (SPD) e a Organizacao
Mundial da Saide (OMS), a diabetes mellitus (DM) é uma doenca cronica de etiologia
maultipla que ocorre quando o pancreas nao produz insulina suficiente ou quando o corpo
nédo a pode usar eficientemente, resultante de deficiéncia na secrecdo e/ou ac¢ao de insulina
(WHO, 2016; SPD, 2016). A insulina é a principal hormona que regula e mantém a
homeostasia da glicose, quando nédo é produzida em quantidades suficientes pelo pancreas
ou quando a sua acdo esta comprometida, leva a ocorréncia de hiperglicemia. Quando se
torna persistente, a hiperglicemia causa comprometimento da funcéo e lesdo de vérios
tecidos e 6rgdos, especialmente olhos, rins, nervos, coracao e vasos sanguineos (SPD, 2016;
ADA, 2010).

Segundo a OMS e a Associacdo Americana de Diabetes (ADA), a DM pode ser
classificada em quatro categorias diferentes: diabetes mellitus tipo 1 (DMT1), diabetes
mellitus tipo 2 (DMT?2), diabetes gestacional e outros tipos especificos (WHO, 2016; ADA,
2010).

A DMTL é considerada uma doenca autoimune, caracterizada por uma destrui¢éo
progressiva das células B produtoras de insulina no pancreas, resultando na incapacidade de
produzir a insulina necessaria. A razao pela qual isso ocorre ndo é totalmente compreendida,
contudo, a predisposicdo genética e fatores ambientais parecem estar associados com a
supressdo da sintese da insulina. A doenca pode afetar pessoas de qualquer idade, embora
seja diagnosticada geralmente em criancas ou jovens adultos. Individuos com DMT1
necessitam de insulina exdgena para manter os niveis de insulina, de forma a controlar os
niveis de glicose no sangue, sendo também designados de insulinodependentes (World
Health Organization, 2006; SPD, 2016; IDF, 2015).

A DMT2 é a forma mais comum da diabetes, afetando 90 — 95 % de todos os
individuos diabéticos. Contrariamente ao que acontece na DMT1, ndo ha (pelo menos
inicialmente) falta de producéo de insulina pelas células B pancreaticas, mas, em vez disso,
uma situacdo de resisténcia a insulina. Ou seja, embora ainda esteja a ser produzida, a
insulina é mal utilizada pelo corpo (DeFronzo, 2004), levando a um aumento da glicemia.
Apesar de ser uma doenca tipica da idade adulta (que ocorre geralmente a partir dos 40 anos



Capitulo I — Revisao Bibliogréfica

de idade), a DMT2 esta atualmente a ser diagnosticada em idades mais jovens, afetando
mesmo os adolescentes (Zimmet et al., 2001).

A prevaléncia da DMT2 tem vindo a aumentar a uma escala alarmante, tanto a nivel
mundial como nacional. De acordo com as estimativas recentes da Federagédo Internacional
de Diabetes (IDF), a diabetes atinge mundialmente cerca de 425 milhdes de individuos
adultos, e estes nimeros tendem a aumentar, estima-se que em 2045 serdo 629 milhdes.
Ainda em relacéo as estimativas IDF para o ano de 2017, cerca de 58 milhdes de europeus

seriam diabéticos (Figura 1) (IDF, 2017).

América do Médio Oriente e
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Norte e Caraibas Norte de Africa Europa
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Figura 1 — NUmero estimado de pessoas com diabetes em todo 0 mundo e por regido em 2017 e 2045 (entre 20-79 anos)
(Adaptado de: IDF, 2017).

Segundo os dados do Relatério Anual do Observatério Nacional da Diabetes, em 2015,
a prevaléncia estimada de diabetes na populagéo portuguesa entre 20 e 79 anos foi de 13,3%
(correspondendo a mais de 1 milhdo de individuos), 7,5 % j& diagnosticados e 5,8 % por
diagnosticar (SPD, 2016).
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1.2. Pré-diabetes

A hiperglicemia intermédia, também conhecida como pré-diabetes, corresponde a uma
alteracdo do metabolismo dos hidratos de carbono, na qual os niveis de glicose no sangue
sdo superiores ao normal, contudo, ndo sdo suficientemente elevados para serem
classificados como diabetes. A pré-diabetes é caracterizada por alteracdes no metabolismo
da glicose, incluindo duas condicGes: a tolerancia diminuida & glicose (TDG) e/ou a
anomalia da glicemia em jejum (AGJ). Estes estados séo reconhecidos como fatores de risco
para o desenvolvimento de DMT2 (SPD, 2016). A prevencdo da evolugédo da pré-diabetes é
seguramente uma das formas mais eficazes de evitar as complicagdes severas desta doenca.

Para além da diabetes, também a prevaléncia da pré-diabetes esta a aumentar em todo
0 mundo e os especialistas preveem que mais de 470 milhdes de pessoas serdo pre-diabéticas
em 2030 (Tabék et al., 2012). Em Portugal, em 2015, a pré-diabetes (AGJ e/ou TDG) atingiu
valores estimados de 27,4 % da populacdo portuguesa entre 20 e 79 anos (2,1 milhdes de
individuos), desagregada da seguinte forma: AGJ - 10,4 % da populacao (0,8 milhdo de
pessoas); TDG - 14,3 % da populacdo (1,1 milhdo de pessoas); e AGJ + TDG - 2,7 % da

populacédo (0,2 milhdes de pessoas).

1.3. Critérios de diagnostico

Qualquer um dos seguintes testes pode ser usado para diagnosticar a pré-diabetes e a
diabetes (ADA, 2012) (Figura 2): avaliacdo da hemoglobina glicada (HbA1c), da glicose

plasmatica em jejum (GJ) e prova de tolerancia a glicose oral (PTGO).

HDALC Glicemia e tolel';sgzaﬁdgiicose
(%0) jejum (mg/dL) |0 o) (mg/dL)
6.5 ou acima 126 ou acima 200 ou acima
Pré-diabetes 57a64 100 a 125 140
Normal Cerca de 5 99 ou inferior 139 ou inferior

Figura 2 — Valores padréao dos testes sanguineos para diagnostico da diabetes e da pré-diabetes (Adaptado de: ADA, 2012)
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Os critérios de diagndstico da pré-diabetes variam entre instituicdes, como
representado na Tabela 1. De acordo com a OMS, os individuos apresentam elevado risco
de desenvolver a diabetes se se confirmar a presenca de dois estados distintos: AGJ, que €
definida com valores de glicose em jejum compreendidos entre 110 e 125 mg/dL, sem
apresentar uma condicdo de TDG; isto é, com uma resposta normal aos niveis de glicose (<
140 mg/dL); e TDG, estabelecida quando os valores de glicose plasmética em jejum sao
<126 mg/dL, e a concentracdo de glicose plasmatica estd compreendida entre 140 e 199
mg/dL, avaliada durante uma PTGO; isto €, 2 h ap6s administracdo oral de uma solucdo de
75 g de glicose (WHO, 2016) (Figura 2 e Tabela 1). A ADA aplica os mesmos limiares para
TDG, mas usa um menor valor de corte paraa AGJ (glicose em jejum entre 100 e 125 mg/dL)
e introduziu a hemoglobina glicada (HbALc) (intervalo de 5,7 a 6,4 %) como uma nova

categoria para o diagndstico da pré-diabetes (ADA, 2010).

Tabela 1 — Comparagdo dos critérios de diagnostico da pré-diabetes entre a OMS (2017) e a ADA (2010).

Parametros OMS ADA Categoria
Glicose em jejum 110 — 125 mg/dL 100 — 125 mg/dL AGJ
Glicose plasmatica -
2 horas ap6s 75 g 140 — 199 mg/dL 140 — 199 mg/dL TDG
durante PTGO
HbAlc — 57-6,4% Pré-diabetes

PTGO, prova de tolerancia a glicose oral; HbAlc, hemoglobina glicada; AGJ, anomalia da glicemia em jejum; TDG,
tolerancia diminuida a glicose.

1.4. Complicacdes diabéticas

Para além da elevada prevaléncia da doenca, as complicacbes cronicas da diabetes
levam a um impacto significativo no orcamento do Sistema Nacional de Satde (SNS) devido
a hospitalizac@es, invalidez precoce, morbilidade e diminuicdo da qualidade de vida,
tornando-se um grave problema de salde publica.

A frequéncia, gravidade e progressdo das complicacfes diabéticas estdo relacionadas
com os niveis de hiperglicemia, alteragdes metabdlicas associadas a duracdo da doenca, a
exposicao de fatores de risco e ainda com fatores geneticos. Os doentes com diagnostico da
diabetes podem ter diversas complicacGes, quer a nivel microvascular (retinopatia,
nefropatia ou neuropatia periférica) como a nivel macrovascular (doenca cerebrovascular,
acidente vascular cerebral, doenca arterial coronaria, enfarte agudo do miocardio ou doenca
vascular periférica), causando sofrimento humano e custos significativos em despesas com
cuidados de saude (Fowler, 2008).
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As complicagBes cronicas ou tardias que afetam varios 6rgdos ou sistemas sdo
responsaveis pelas elevadas taxas de morbilidade e mortalidade associadas a doenca,
complicacdes essas que nem sempre se detetam atempadamente. Assim, torna-se essencial
que os doentes com diabetes facam um controlo apertado da doenca para prevenir futuras

complicagdes.

2. Resisténcia a insulina, hiperglicemia, hiperlipidemia e glicolipotoxicidade

2.1. Resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina pode iniciar-se em fases muito precoces da doenca (pré-
diabetes), muitos anos antes do diagndéstico de DMT2 (Figura 3). A resisténcia a insulina (ou
insulinorresisténcia) é caracterizada pela reducéo das acdes bioldgicas classicas da insulina,
nomeadamente, em estimular a captacdo da glicose no musculo esquelético e no tecido
adiposo (TA), em inibir a lipolise no TA e a producdo hepética da glicose. Pequenos
aumentos de glicose, embora moderados, quando cronicamente mantidos tornam-se
prejudiciais devido a toxicidade da glicose (glicotoxicidade), o que em si causa disfuncéo de
células pancreaticas. Assim, mesmo com uma reserva ilimitada de células B, a resisténcia a
insulina é a primeira anomalia detetada em doentes que irdo desenvolver a diabetes (Kashyap
& Defronzo, 2007).

Histéria Natural da Diabetes Tipo 2

Anos de diagndstico -10

Funcgdo das células
Resisténcia a insulina >(

Glicose pos-prandial
Glicose em jejum

Complicages Microvasculares

Complicacoes Macrovasculares

Pré-diabetes Diabetes do Tipo 2

Figura 3 — Representacdo esquematica da historia natural da DMT2 (Adaptado de: Ramlo-Halsted & Edelman, 1999).
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A resisténcia a insulina é causada por uma resposta reduzida dos tecidos-alvo da
insulina a sua estimulacéo, constituindo um importante fator de risco para o desenvolvimento
de DMT?2 (Choi & Kim, 2010; DeFronzo & Tripathy, 2009; Wilcox, 2005).

Sob o ponto de vista metabdlico, a insulinorresisténcia evidencia-se nas células
hepéticas, musculares e adiposas (Figura 4). O musculo e o tecido adiposo sdo 0s principais
Orgdos responsaveis pela utilizacdo periférica da glicose em condicdes pos-prandiais
(Stumvoll et al., 2005).

A secrecdo de insulina pelo pancreas reduz a producdo de glicose pelo figado,
aumentando a captagdo pelo musculo esquelético e suprimindo a libertacéo de &cidos gordos
livres (AGL) a partir do TA. Os diferentes fatores que contribuem para a patogénese da
DMT?2 afetam a secrecdo de insulina e a sua acdo, conduzem a hiperglicemia e ao aumento
de AGL circulantes, que, por sua vez, agravam a secre¢do de insulina e a insulinorresisténcia
(Stumvoll et al., 2005).

Genes da diabetes
Adipocinas

2% i a p ot Inflamag3o
] / NOMENS 0as ) C—— Hiperglicemia
\ célulasB

i - Acidos gordos livres
Fyomss Outros fatores
Pancreas
Insulina

-
Joer t PR 2 S
N\ Resisténcia a insulina ’

Smw.ﬂwt‘/" 4 Sed ’_,/
bsg, . 0 e mmea--

GUcose

Figado
Tecido adiposo \ Masculo

Glicose sanguinea

- -

Acidos gordos

Figura 4 — Fisiopatologia da hiperglicemia e aumento de 4cidos gordos livres na DMT2 (Adaptado de: Stumvoll et al.,
2005).

Tanto em jejum como no estado pés-prandial, a absorcdo periférica de glicose e a
supressdo da producéo de triglicerideos (TGs) no soro através das lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDL), geralmente mediada pela insulina, estd comprometida (Bilous &
Donnelly, 2010; Smith et al., 1999; Choi & Kim, 2010).

No tecido adiposo, a resisténcia a insulina aumenta a lipolise, 0 que aumentara a
libertacdo de acidos gordos livres nédo esterificados (AGNE) que, por sua vez, atuardo sobre

o figado e 0o musculo esquelético, afetando o metabolismo da glicose nestes tecidos (Bilous
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& Donnelly, 2010). O aumento de AGNE pode levar a um agravamento da hiperglicemia
por interferéncia com a absorcdo de glicose mediada pela insulina. Sob condicGes
fisioldgicas, o musculo esquelético é o principal consumidor de glicose, no entanto, no
estado de resisténcia a insulina, com niveis elevados de AGNE plasmaticos, ha uma
acumulacdo lipidica, nomeadamente de TGs, neste tecido (Guilherme et al., 2008; Ragab et
al., 2015; Turner et al., 2014). Para alem disso, elevadas concentracbes de AGNE em
circulacdo também resultam na acumulacdo no tecido hepatico (sobretudo de TGs) levando
a duas possiveis situacdes de risco: esteatose hepatica e estimulacdo da gliconeogénese que
aumentara os niveis plasméticos de glicose (Guilherme et al., 2008; Moreno-Indias &
Tinahones, 2015; Lambadiari et al., 2015).

A resisténcia a insulina no figado é o principal fator causador da doenca do figado
gordo ndo alcodlico (DFGNA), caracterizada pela acumulacéo de lipidos que podem ser
libertados pelo TA na lipolise, o que no figado leva a uma diminuicdo da sensibilidade a
insulina (Liangyou, 2014). A resisténcia & insulina no figado também é caracterizada por
uma reduzida inibicdo (pela insulina) da producéo de lipoproteinas de baixa densidade que

promove hipertrigliceridemia (Bilous & Donnelly, 2010).

2.2, Hiperglicemia e hiperlipidemia

Para compreender os mecanismos moleculares e celulares responsaveis pela DMT2 ¢é
necessario conceptualizar os limites para os quais a glicemia esta controlada. A insulina,
como anteriormente mencionado, é a hormona-chave na regulacdo da glicose sanguinea,
sendo a normoglicemia mantida pelo equilibrio entre a acio e a secre¢do da insulina. E
importante referir que as células B pancreaticas normais podem adaptar-se as alteracdes na
acdo da insulina, ou seja, uma diminuicdo da acdo da insulina é acompanhada por um
aumento da sua secrecdo pelas células pancreéticas, e vice-versa, originando uma situacédo
de hiperinsulinemia sustentada, o que requer a capacidade de adaptacdo e de reserva que,
quando entra em esgotamento, conduz a hiperglicemia. A DMT2 ocorre quando a fungéo
das células B é inadequadamente baixa para o grau especifico de insulinorresisténcia. Assim,
a disfuncdo das células B ¢ uma componente critica na patogénese da DMT2.

Quando ocorre um decréscimo da acdo da insulina (como acontece na obesidade), o
sistema habitualmente compensa atraves de um aumento da funcdo das células B e,
simultaneamente, a concentracao da glicose em jejum e 2h apds sobrecarga oral de glicose

aumentam moderadamente (Stumvoll et al., 2005). Este aumento, embora sendo pequeno,
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guando atinge um caracter de cronicidade torna-se lesivo devido a toxicidade da glicose e é,
por si sO, causa de disfuncao das células do pancreas. Deste modo, mesmo existindo (ainda
que teoricamente) uma reserva ilimitada de células B, a insulinorresisténcia constitui o

caminho para a hiperglicemia e a DMT2 (Stumvoll et al., 2005).

2.2.1. Hiperglicemia, stresse oxidativo e glicotoxicidade

A hiperglicemia e a ingestdo de AGL estdo entre as principais causas indutoras de
stresse oxidativo (Evans et al., 2002; Lazo & Mejia, 2013). A hiperglicemia tem sido vista
como uma das principais causas da cardiomiopatia diabética, devido a ativacdo de varios
mecanismos que conduzem a um aumento do stresse oxidativo, que é definido como um
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e mecanismos de
defesa antioxidantes. As ROS sdo espécies quimicas que resultam da ativacdo ou da reducéo
de oxigénio molecular ou derivados dos produtos desta reducdo (Irani, 2000; Nunes et al.,
2012).

A hiperglicemia crdnica e a produgdo exacerbada de ROS induzem o stresse oxidativo
por diversas vias, incluindo o aumento da ativacdo das vias do poliol e hexosamina, ativacao
de isoformas cléssicas da proteina PKC (protein kinase C) e aumento da formacdo de
produtos avangados de glicacdo (AGES) a partir da auto-oxidacéo da glicose, que induzem
0 aumento da producdo de ROS mitocondrial. A ativacdo destas vias leva a um aumento da
glicotoxicidade, o que pode causar lesdo celular. Para além disso, o stresse oxidativo também
esta associado ao desenvolvimento de complicacGes diabéticas, a resisténcia a insulina e a
disfungéo das células  pancreaticas (Nunes et al., 2012).

A glicotoxicidade refere-se a lesdo estrutural e funcional nas células B pancreaticas
causadas pela hiperglicemia cronica. Muitas vias de sinalizacdo podem afetar o crescimento
e a sobrevivencias das células . Alguns dos muitos mecanismos que podem estar envolvidos
nessa disfuncdo sdo o stresse oxidativo, a disfungdo mitocondrial, o stresse do reticulo
endoplasmatico, a inflamacdo local e a deposicdo de material amildide, associados a
predisposicdo genética (Muoio & Newgard, 2008; Gloyn et al., 2008; Sigurd Lenzen, 2008;
Donath et al.,, 2008). A hiperglicemia, decorrente desse processo, e 0 aumento da
concentracdo dos AGL, acarretando glicolipotoxicidade, sdo fatores agravantes que
aceleram o declinio das células B na DMT2 (Figura 5) (Cnop et al., 2005; Poitout &
Robertson, 2008; Rhodes, 2005).

10
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Apoptose e redugdo da massa de células B

Figura 5 — Mecanismos envolvidos na contribuicéo da disfungdo das células beta (Adaptado de: Leal & Voltarelli, 2010).

O estado funcional das células B pancreaticas define o estado da doenca e a sua
reversibilidade (DeFronzo, 2004; Defronzo & Abdul-Ghani, 2011). A exposicéo prolongada
e crénica a hiperglicemia pode causar dessensibilizacdo ou mesmo esgotamento das células
B, 0 que as torna incapazes de secretar insulina (Robertson et al., 2003). Se a situacédo de
hiperglicémica se mantiver, pode ocorrer extin¢do irreversivel da producéo de insulina e, em
ultima instancia, morte de células B (Robertson et al., 2003; Pratley, 2013; Kaneto &
Matsuoka, 2012).

Uma explicacdo para a glicotoxicidade envolve o processo de transporte de glicose nas
células. Nos tecidos periféricos sensiveis a insulina (tecido adiposo, cardiaco e muscular), a
entrada de glicose nas células é limitada pelo nimero e pela atividade dos transportadores
de glicose da membrana. O principal transportador de glicose nestes tecidos é o transportador
de glicose do tipo 4 (GLUT 4) (Burant et al., 1991), que existe tanto nas vesiculas
intracelulares como na membrana plasmatica (Figura 6). A insulina atua durante alguns
minutos através de recetores de insulina de membrana, para gerar uma série de sinais
intracelulares que causam o movimento das vesiculas contendo GLUT4 para a membrana
plasmatica, fusdo das vesiculas na membrana e entrada de glicose (Shepherd & Kahn, 1999).
A propria glicose pode interferir em uma ou mais dessas etapas. Essa interferéncia € sugerida
por estudos de culturas de células musculares e adipdcitos, nas quais diminui a incubacao
com altos niveis de glicose, enquanto que a incubacdo em niveis baixos de glicose aumenta

a atividade de transporte de glicose estimulada pela insulina (Rossetti et al., 1990).
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Figura 6 — Visdo simplificada do efeito da insulina no desencadeamento do movimento de transportadores intracelulares
de glicose para a membrana celular (William & Sivitz, 2001).

2.2.2. Lipotoxicidade

Além da hiperglicemia, a dislipidemia é uma caracteristica importante da DMT2 com
perfis lipidicos alterados (Cnop et al., 2005). A ingestdo excessiva de nutrientes associada
ao sedentarismo leva a distdrbios metabdlicos, como a obesidade, caracterizados por
aumento de AGL circulantes, de lipoproteinas, de leptina e de citoquinas, que sdo fatores
que contribuem para a diabetes.

O termo "lipotoxicidade"” refere-se ao efeito nocivo da hiperlipidemia prolongada
(Unger, 2003). Na lipotoxicidade, ndo € apenas o depdsito intracelular de TGs que esta
envolvido no aparecimento de resisténcia a insulina. O diacilglicerol é uma molécula que,
no interior de hepatdcitos e midcitos, exerce um efeito direto sobre alguns elementos da via
de sinalizacdo da insulina, blogueando a sua agédo (Shulman, 2000). Assim, grande parte das
células do corpo humano, principalmente as células musculares, mas também as do coracédo
e do diafragma, podem armazenar e utilizar no seu metabolismo tanto a glicose como 0s
AGL (Randle et al., 1963). A insulina controla essa competicdo entre as vias metabdlicas
glicidicas e lipidicas, favorecendo a utilizagdo de glicose e o armazenamento de &cidos
gordos (Randle et al., 1963). Na presenca de niveis elevados de AGL existe competicdo
destes com a glicose como substrato energético, conduzindo a diminuigdo da utilizagdo de
glicose, com aumento da glicemia e estimulacdo da libertacdo de quantidades de insulina

cada vez maiores, promovendo o aumento da resisténcia as agdes da insulina. Contudo,
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mesmo na auséncia de niveis elevados de AGL, como na fase pds-prandial, pode ocorrer
insulinorresisténcia (Kelley et al., 1993). Para tal pode contribuir a alteracdo da libertagéo
da “substancia sensibilizadora da insulina hepatica” (HISS), uma substancia com origem
hepatica que é normalmente libertada em resposta a estimulacdo parassimpatica do figado,
apos as refeicBes (Ribeiro et al., 2008). A entrada de glicose nas células fica prejudicada,
sendo utilizados AGL para a producdo de adenosina trifosfato (ATP). A acumulagéo
intracelular destas moléculas gera um ciclo vicioso em que a insulina, exercendo um efeito
cada vez menor, desencadeia varios processos implicados na diabetes, incluindo
dislipidemia, leséo endotelial e aterosclerose acelerada.

Estudos espectroscopicos de ressonancia magnética demonstraram que a acumulagdo
de gordura intra-hepética esta intimamente associada a resisténcia a insulina (Mayerson et
al., 2002; Bajaj et al., 2003; Belfort et al., 2006). Os metabolitos tdxicos intracelulares do
metabolismo de triacilglicerol e acidos gordos (acil CoA, diacilglicerol, ceramidas de cadeia
longa) causam resisténcia severa a insulina, comprometendo a sinalizacdo de insulina e
multiplos passos intracelulares do metabolismo da glicose (Kashyap et al., 2004; Belfort et
al., 2005; Griffin et al., 1999).

3. Doenca do figado gordo ndo alcodlico (DEGNA)

3.1. Principais funcées do figado

O figado desempenha um papel central na regulacdo do metabolismo de hidratos de
carbono, proteinas e lipidos. Este 6rgdo é responsavel pela regulacdo dos niveis de glicose
plasmatica através da glicogénese e da glicogendlise (Garcia-Compean et al., 2009). E um
6rgdo-chave na manutencdo da homeostase lipidica, sendo um dos principais locais de
oxidacdo de acidos gordos juntamente com o musculo esquelético (principalmente a
oxidacdo que ocorre nas mitocondrias) e é 0 Unico 6rgdo capaz de sintetizar acidos gordos
através da lipogénese de novo (Fabbrini et al., 2010). Para além disso, o figado é um
regulador importante do metabolismo proteico, uma vez que 0s hepatécitos sintetizam
proteinas essenciais, como a albumina e as lipoproteinas, e permitem a desintoxicagdo da
amonia através do ciclo da ureia (Boon et al., 1999).

O seu funcionamento normal é essencial para a manutencéo dos niveis de glicose no
sangue e para um fornecimento continuo de energia da glicose para os 6rgdos que o
requerem. O figado utiliza a glicose como combustivel, através do armazenamento de

glicose sob a forma de glicogénio, ou conversdo em lipidos para exportacdo e

13



Capitulo I — Revisao Bibliogréfica

armazenamento no tecido adiposo, e tem a capacidade de armazena-lo, em jejum, por
catabolismo do glicogénio e sintetiza-lo a partir de precursores aglicanos (ndo hidratos de
carbono) através da gliconeogénese. Por sua vez, essas respostas sdo reguladas pelas
principais hormonas (insulina e glucagon) que modulam as vias de sinalizacao e a expressao
génica, levando a inibicao ou estimulacdo da producdo de glicose, respetivamente. A glicose
absorvida pelo trato intestinal é transportada através da veia porta para o figado. Embora o
destino absoluto desta glicose ainda seja controverso, alguns autores sugerem que a maior
parte da glicose absorvida é retida pelo figado, de modo que o0 aumento da concentracdo de
glicose periférica reflete apenas um componente menor da glicose absorvida pos-
prandialmente (Bjorntorp & Sjéstrom, 1978).

3.2. O papel central do figado na diabetes

Na sociedade atual, um dos graves problemas de salide é o aumento da prevaléncia de
obesidade, sindrome metabolica e diabetes mellitus, proporcionando que as alteracdes
hepéticas resultantes adquiram cada vez maior importancia, podendo progredir desde
alteracdo das enzimas hepaéticas até esteatose hepatica, fibrose, cirrose e hepatocarcinoma
(Figura 7) (Tolman et al., 2007).

Obesidade

islipi i . . i Carcinoma
Dislipidemia — | Esteatose hepatica —— | Cirrose hepatica — h
epatocelular

Diabetes mellitus
tipo 2

Figura 7 — Progressdo de doenca hepética causada por diabetes (Giestas et al., 2015).

Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos sdo complexos (Loria et al., 2013). A
resisténcia a insulina associada a sindrome metabdlica e a DMT2 promove a libertacdo de
acidos gordos pelo TA, que se acumulam no hepatécito contribuindo para a lipogénese de
novo e aumento dos TGs no figado. Esta acumulagdo de gordura além de originar esteatose
hepatica também resulta em stresse oxidativo a nivel mitocondrial (lipotoxicidade) com
producéo de radicais livres e consequente inducéo de inflamag&o cronica, necrose e apoptose
celular (Loria et al., 2013). A inflamacéo hepética cronica pode, a longo prazo, resultar em
fibrose por estimulacéo das células estreladas hepaticas que produzem colagénio, podendo
evoluir para cirrose ou carcinoma hepatocelular (Anty & Lemoine, 2011). No estado de

resisténcia a insulina, o TA liberta mediadores pro-inflamatérios, como o fator de necrose
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tumoral-alfa (TNF-a), a resistina, a leptina e a interleucina 6 (IL-6), com reducéo dos anti-
inflamatorios (como a adiponectina), 0 que potencia o stresse oxidativo hepatico (Loria et
al., 2013).

Muitas células do corpo, incluindo os adipdcitos e as células hepéticas e musculares,
possuem recetores especificos de insulina na membrana celular, responsavel pela absorcéao
e utilizacdo de glicose por estas células. A glicose equilibra-se rapidamente entre o citosol
do figado e o liquido extracelular. O transporte para certas células, como o musculo em
repouso, é fortemente regulado pela insulina, enquanto a absorcao no sistema nervoso nédo é
dependente da insulina. A insulina é metabolizada pela insulinase no figado, rim e placenta.
Cerca de 50 % da insulina secretada pelo pancreas € removida pela extracdo da primeira
passagem no figado. A insulina ativa a sintese de glicogénio (glicogénese) no figado e inibe
a sua degradacdo (glicogendlise), estimula a sintese de proteinas, colesterol e TGs, bem
como a formacdo de colesterol sob a forma de lipoproteinas de baixa densidade (LDL).
Também inibe a gliconeogénese hepaética, estimula a glicolise e inibe a cetogénese. O figado
¢ o principal o6rgdo alvo da acdo do glucagon, onde promove a glicogendlise, a
gliconeogénese e a cetogénese (Masharani & German, 2011; McGilvery, 1979). Na DMT?2,
a producdo excessiva de glicose hepética contribui para a hiperglicemia em jejum. A
gliconeogénese aumentada é o mecanismo predominante responsavel por este aumento da
producdo de glicose.

Estudos clinicos evidenciaram a importancia do desequilibrio do metabolismo
hepatico, incluindo o aumento inadequado da producédo de glicose hepética, hiperlipidemia
e acumulacdo de lipidos, tanto na obesidade como na DMT2 (Kotronen et al., 2008). Da
mesma forma, estudos pré-clinicos também referem um papel importante do figado na
patogénese da diabetes. Por exemplo, murganhos knockout para o recetor de insulina
especifico do figado (LIRKO) desenvolvem resisténcia a insulina, intolerancia a glicose,
reducdo da capacidade da insulina em suprimir a producao hepatica de glicose, para além de
padrdes alterados de expressdo de genes no tecido hepéatico (Michael et al., 2000),
dislipidemia e suscetibilidade para desenvolver aterosclerose (Biddinger et al., 2008).

Diversas vias ativadas estdo identificadas como indutoras de lesdo hepatica em doentes
diabéticos. A resisténcia a insulina, principal causa de hiperglicemia e hiperinsulinemia
compensatoria, € o fator predominante (Larter & Farrell, 2006; Elisabetta Bugianesi et al.,
2005; Leclercq et al., 2007). Entre os varios tecidos sensiveis a insulina, o figado é um dos
mais suscetiveis aos efeitos do stresse oxidativo induzido pela hiperglicemia, que pode levar

a leséo hepatica (Elisabetta Bugianesi et al., 2005; Manna et al., 2010; Palsamy et al., 2010).
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AlteracGes no metabolismo de proteinas, hidratos de carbono e lipidos a nivel hepético,
associados com um aumento do stresse oxidativo, contribuem para ativacdo de cascatas
inflamatdrias (Leclercq et al., 2007; Manna et al., 2010; Palsamy et al., 2010). Tanto o
stresse oxidativo como as respostas inflamatorias atuam como agentes prejudiciais no
agravamento da DMT2 (Guven et al., 2006; Romagnoli et al., 2010).

3.3. DFGNA e DMT?2

A DFGNA é uma doenca hepatica cronica caracterizada pela deposicao de gordura no
figado, na auséncia de ingestdo excessiva de alcool e outras causas conhecidas de
acumulacdo de gordura, como hepatite viral e autoimune (Ali & Cusi, 2009; Utzschneider
& Kahn, 2006; Vanni et al., 2010; Levinthal & Tavill, 1999). A DFGNA ¢ também um
espectro de doencas que variam de esteatose simples (FGNA) a esteato-hepatite nédo
alcoolica (EHNA) e cirrose que, em Ultima instancia, pode levar ao hepatocarcinoma (Lewis
& Mohanty, 2010). A DFGNA estd fortemente associada &8 DMT2 e a obesidade, e em
particular a resisténcia a insulina (no figado e no tecido adiposo) (E. Bugianesi et al., 2005;
Marchesini et al., 2001; Seppala-Lindroos et al., 2002).

A patogénese e progressdo da DFGNA sdo explicadas com base numa hipotese de
“multiplos processos”, pois compreende varias etapas complexas (Jou et al., 2008; Lewis &
Mohanty, 2010). A resisténcia a insulina € responsavel por iniciar a primeira fase de
“agressao”, induzindo alteragdes no metabolismo lipidico, incluindo aumento da lipdlise nos
tecidos periféricos, aumento da captacdo hepatica de AGL e sintese de TGs, resultando em
esteatose hepatica. A esteatose hepatocelular € a principal caracteristica da DFGNA,
caracterizada por esteatose em mais de 5 % dos hepatdcitos (Figura 8) (Cohen et al., 2011;
Guiu et al., 2007) e representa a alteracdo mais comum no figado da populacdo em geral
(Bellentani et al., 1994). Esta acumulacdo de gordura hepatica € uma condicdo tipica da
DMT2, com uma frequéncia relatada de 40-70 %, independentemente do controle de glicose
em circulagdo (Levinthal & Tavill, 1999). A esteatose hepatocelular é classificada em dois
tipos: macrovesicular e microvesicular. Na esteatose macrovesicular, uma Unica gota de
gordura grande ou goticulas de gordura menores e bem definidas ocupam o citoplasma dos
hepatocitos, empurrando o nucleo para a periferia. Na esteatose microvesicular, o citoplasma
dos hepatocitos € preenchido com mindsculas gotas lipidicas e o nucleo esta localizado

centralmente na célula. A esteatose na DFGNA geralmente é macrovesicular, no entanto, a
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esteatose microvesicular também pode estar presente (em aproximadamente 10 % dos casos)
(Tandra et al., 2011).

Progredindo com a patologia, multiplas “segundas agressdes”, incluindo o stresse
oxidativo, moléculas inflamatoérias (como o TNF-a e adipocitocinas) e apoptose hepatica
atipica, resultam na inflamacéo crénica ou cirrose (Lewis & Mohanty, 2010; York et al.,
2009).
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Figura 8 — Corte de figado com esteatose macrovesicular de um doente diabético (Kuntz & Kuntz, 2008).

Na EHNA (Figura 9), uma variante do figado gordo, a gordura nos hepatécitos é
acompanhada por inflamacdo lobular e esteatonecrose. Além de causar esteato-hepatite e
inflamacgdo dentro do figado, a EHNA também pode ter efeitos metabdlicos profundos,
induzindo resisténcia a insulina a nivel hepético (Salgado et al., 2010). Além disso, pensa-
se que os defeitos na B-oxidacdo de acidos gordos e a lipotoxicidade devido a sobre-
acumulacdo intracelular de acidos gordos e seus metabolitos toxicos desempenham papéis
importantes na patogénese da DFGNA (Farrell et al., 2013; Federico et al., 2014). A
progressdo na DFGNA geralmente leva a resisténcia a insulina, aumento da producéo de
glicose hepaética e agravamento do controlo glicémico em doentes diabéticos, representando
um ciclo vicioso que agrava ainda mais as manifestacoes e complicagdes da diabetes.

A DFGNA deve ser considerada como causa de enzimas hepaticas elevadas
cronicamente em doentes diabéticos assintomaticos, particularmente se estes forem obesos

e tiverem hiperlipidemia (Sheth et al., 1997).
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Figura 9 — A resisténcia a insulina leva ao aumento da captagdo e sintese de AGL no figado, o que sensibiliza o figado a
uma série de acertos que induzem lesdo hepética e progressao de esteatose simples para EHNA (Adaptado de: Nassir &
Ibdah, 2014).

A DFGNA tem sido reportada como prevalente em DMT?2 (80 %) e pessoas obesas no
geral (60 %) (Haque & Sanyal, 2002). Esta patologia em estadios iniciais pode ser reversivel,
ainda que 25% dos pacientes possam progredir para o desenvolvimento de patologias mais
complexas como a esteato-hepatite (gordura e inflamacdo com ou sem fibrose), cirrose
(estadio mais grave de fibrose) ou carcinoma hepatocelular (Figura 10) (Angulo, 2002;
Adams & Angulo, 2006; Zafrani, 2004; Ekstedt et al., 2006; Lupsor & Badea, 2005).

Em Portugal, estima-se que cerca de 27 % da populacdo tenha DFGNA, que
atualmente é considerada a principal causa mundial de doencas hepaticas cronicas,
intimamente relacionada com a crescente frequéncia de obesidade, resisténcia a insulina e
DMT2 (Younossi et al., 2011; Angulo, 2002; Fiuza et al., 2008; Dowman et al., 2011; Kim
et al., 1996). A associacao de obesidade e diabetes representa um risco adicional, pois neste
caso a prevaléncia de figado gordo ndo alcodlico (FGNA), EHNA e cirrose atinge quase
100%, 50 % e 19 %, respetivamente (Angulo, 2002).

A origem desta patologia pode ser muito variada, incluindo causas genéticas,
cirurgicas (da vesicula biliar ou do pancreas), medicamentos (devido ao papel desintoxicante
do figado), patologias (como DMT2, hepatite C e sindrome metabdlico) ou mesmo de uma

dieta desequilibrada (rica em gorduras e/ou hidratos de carbono).
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A patologia ¢ caracterizada pelo figado alargado, devido a acumulagdo de gorduras,
com hepatocitos repletos de goticulas de lipidos, facilmente visiveis em observacgdes
histoldgicas, 0 que causa um decréscimo severo da funcionalidade do 6rgao. Estas alteracfes
hepaticas adquirem grande importancia, pois na sociedade atual, existem cada vez mais
graves problemas de salde publica associados ao aumento da prevaléncia de obesidade,
DMT?2 e sindrome metabdlico (Tolman et al., 2007).

f Figado saudavel FGNA EHNA Cirrose \

» Dislipidemia Lesdo celular
* Resisténcia a insulina

i | * Cicatrizes
* Obesidade

» Sindrome metabodlica

avancada
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Figura 10 — Progressdo da doenga do figado gordo ndo alcodlica (DFGNA) para cirrose e fatores de risco e mecanismos
patolégicos caracteristicos de cada estadio (Adaptado de: Cayman Chemical, 2017).

Ambas as condi¢des de FGNA e EHNA sdo condicGes clinicamente silenciosas cuja
detecdo é muitas vezes feita de forma acidental através de alteracGes dos niveis de enzimas
observados em analises de rotina (Younossi., 2008), o que faz com que milhdes de pessoas
sofram da doenga sem terem conhecimento. Para identificar a patologia, numa fase inicial,
podem ser feitos exames sanguineos para avaliar a existéncia de valores elevados de enzimas
hepéaticas no plasma, como alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), fosfatase alcalina sérica (SAP), entre outras, que sdo indicadores de (dis)funcao
hepatica (Cigremis et al., 2009).

Atualmente, e contrariamente a outros distdrbios hepaticos, ndo ha terapia especifica
para a DFGNA. A tentativa da diminuicdo na ocorréncia desta doenca é limitada a
abordagens que reduzem fatores de risco (obesidade, dislipidemia e resisténcia a insulina)
como alteragbes do estilo de vida e/ou intervengdes farmacologicas (metformina,
antioxidantes, tiazolidinedionas, estatinas e fibratos) (Adams & Angulo, 2006; Orchard et
al., 2005; Torres & Harrison, 2008).
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4, O papel da mitocOndria na DMT2 e na DEGNA

4.1. Estrutura e principais fungdes da mitocondria

A mitocondria (Figura 11) € um dos organitos celulares mais importantes, presentes
em todas as células eucaridticas. Normalmente encontram-se em maior nimero em torno do

reticulo citoplasmatico (Collins et al., 2002).
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Figura 11 — Estrutura e micrografia eletrénica de uma mitocondria de células hepéaticas em alta amplia¢do (Adaptado de:
Kierszenbaum, 2002).

As mitocondrias apresentam uma membrana dupla: uma membrana externa que
contém proteinas chamadas porinas que permitem a difusdo de moléculas de menores
dimensbes; e uma membrana interna que se dobra em cristas sendo extremamente
impermeavel e que delimita a matriz mitocondrial. A estrutura da membrana interna é
complexa e nela se encontram proteinas da cadeia transportadora de eletrdes, de ATP sintase
e sistemas de transporte. Na matriz localizam-se enzimas envolvidas na oxidagéo de piruvato
e &cidos gordos no ciclo dos &cidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs). O DNA mitocondrial
(mtDNA) encontra-se na matriz mitocondrial e consiste em 13 genes estruturais que
codificam subunidades essenciais para os complexos I, Ill, IV da cadeia respiratoria
mitocondrial, envolvidos na fosforilagdo oxidativa e na formacgéo de ATP (Calvo & Mootha,
2010; Pessayre, 2007).

A maioria das reagdes do metabolismo celular ocorrem na mitocondria, tais como as
do ciclo de Krebs, da B-oxidacdo dos &cidos gordos, da fosforilagdo oxidativa (Warltier et
al., 2006; Nouette-Gaulain et al., 2007; Pereira et al., 2009) e parte do ciclo da ureia e da
gliconeogénese. Por essa razdo, a mitocdndria tem um papel central nas células de mamiferos

(Nouette-Gaulain et al., 2007). Estas também exercem um papel importante no mecanismo
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da apoptose, formacéo de radicais livres (Warltier et al., 2006; Nouette-Gaulain et al., 2007)
e regulacdo da concentracéo intracelular de Ca®* (Fernandes et al., 2006). A mitocondria
estd também envolvida na producao de estrogénio e testosterona, sintese de hemoglobina e
tem um papel importante no metabolismo do colesterol (Dykens & Will, 2007).

A principal fungdo mitocondrial é gerar 95 % do requerimento de energia celular na
forma de ATP via fosforilacdo oxidativa (Mitchell, 1966). A fosforilacdo oxidativa é uma
unidade funcional chave na mitocdndria e combina o fluxo de eletrdes com a respiracao
celular e a sintese de ATP, sendo formada pela cadeia transportadora de eletrbes e a ATP
sintase. A cadeia transportadora de eletrdes compreende a nicotinamida-adenina-
dinucledtido reduzida (NADH)-desidrogenase (complexo 1), a succinato desidrogenase
(complexo 1), a ubiquinona, complexo bc: (complexo I1I), o citocromo ¢ (Cyt c) e a
citocromo c oxidase (CcO; complexo V). Este processo esta relacionado com uma série de
reagdes bioquimicas no ciclo de Krebs envolvendo a geracdo de NADH e flavina adenina
dinucledtido reduzida (FADH2) (Nouette-Gaulain et al., 2007). NADH e FADH:; sédo
posteriormente oxidados e 0s seus eletrbes sao transferidos para os complexos do sistema de
transporte de eletrdes, até a reducdo de oxigenio com formacao de agua (Duchen, 2004).

A atividade mitocondrial é regulada fisiologicamente pela interacdo entre complexos
heteropoliméricos (Figura 12 — A): complexo I, complexo Il, complexo Ill e complexo IV,
localizados na membrana interna da mitocéndria (Dykens & Will, 2007; Nouette-Gaulain et
al., 2007; Desai et al., 2000). Como resultado da transferéncia de eletrGes através dos quatro
complexos do sistema de transporte de eletrdes, trés desses complexos (Complexos I, 111 e
V) bombeiam ou transferem protdes da matriz mitocondrial para o espaco intermembranar
para gerar um gradiente de protbes transmembranar e potencial elétrico (Figura 12 — A)
(Duchen, 2004).

No ciclo de Krebs (Figura 12 — B) a NADH e o0 FADH; sdo oxidadas a NAD" e FADH
pelo Complexo I e Il, respetivamente. Os eletrdes removidos séo transferidos para uma
Coenzima Q (CoQ) e subsequentemente para 0 Complexo 11, Citocromo C e Complexo 1V,
onde ¢é transferido para uma molécula de oxigénio para formar dgua. Simultaneamente, 0s
complexos I, Il e IV transferem os protdes da matriz mitocondrial para o espaco
intermembranar mitocondrial, criando um gradiente de protfes. O complexo Il ndo transfere
0s protdes em si, mas contribui para o gradiente de protdes através dos Complexos Il e V.
O gradiente de protbes é utilizado pela FiF,-ATPase para fosforilar ADP (difosfato de
adenosina) a ATP (Grattagliano et al., 2012).
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Figura 12 — Cadeia respiratéria mitocondrial. (A) Desenho que representa 0s componentes funcionais da mitocondria; (B)
Esquema mais detalhado da cadeia respiratdria. ADP, adenosina difosfato; ATP, trifosfato de adenosina; CoQ, coenzima
Q; e-, Eletrdo; H +, Protdo; H20, molécula de agua; FADH, dinucledtido de flavina-adenina, FADH2, dinucleétido de
flavina-adenina reduzido; NAD +, dinucleétido de nicotinamida-adenina; NADH, dinucleétido de nicotinamida-adenina
reduzido; CAT, ciclo dos acido tricarboxilico (Adaptado de: Duchen, 2004).

Dado que a membrana interna é impermeéavel a protdes, estes s6 podem fluir de volta
para a matriz através da Fi/Fo, ATP-sintase, que entdo acopla a sintese de ATP ao sistema de
transporte de eletrdes. Concomitantemente, a maioria dos eletrbes sdo transferido para o
complexo IV (CIV ou Citocromo C oxidase, CCO), onde a combinacéo de oxigénio, eletrdes
e hidrogénio leva a formag&o agua, como esquematizado na Figura 12 — B. O ATP resultante
é entdo transportado para fora da mitocondria pela translocase nucleotidica da adenina
(ANT). Todos esses processos sdo dependentes da integridade da membrana interna
mitocondrial, servindo como uma barreira ao fluxo de protdes e como uma estrutura para a
regulacdo da transferéncia de eletrdes e da atividade enzimatica (Grattagliano et al., 2012).

A acdo dos complexos da cadeia transportadora de eletres é regulada pelo gradiente
de protBes, também conhecido como potencial transmembranar mitocondrial (A¥m). A

diminuicdo do A¥Ym resulta no aumento da velocidade do fluxo de eletrdes na cadeia
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transportadora de eletrdes por forma a restabelecer o A¥m, enquanto que o aumento do A¥Ym
diminui o fluxo de eletrdes na cadeia transportadora de eletrées. Agentes de desacoplamento,
como, o carbonilcianeto-4-(trifluorometoxi)fenilhidrazona (FCCP), aumentam a taxa da
respiratoria uma vez que promovem o fluxo de protbes através da membrana interna e assim
dissipam o A¥m. Em oposicdo, a inibicdo do fluxo de protbes através de ATP-sintase com
oligomicina aumenta A¥m e diminui a taxa respiratdria. Assim, a respira¢cdo mitocondrial e
a sintese de ATP estdo ligadas atraves do A¥m. Isto € critico, pois a perda de A¥m pode ser
causada por uma variedade de fatores, como a inibicdo da respiracao, falta de substratos ou
mecanismos de desacoplamento, podendo desempenhar um papel nas patologias
mitocondriais (Duchen, 2004).

Além do seu principal papel na sintese de ATP, a mitocdndria esté ainda envolvida na
regulacao do metabolismo lipidico celular, na formacdo de ROS, na homeostase do célcio e
na regulacdo da morte celular (Duchen, 2004; Grattagliano et al., 2012).

O figado, o cérebro, o musculo cardiaco e o esquelético sdo os 6rgaos com atividade
metabolica mais elevada, contendo por isso um maior nimero de mitocdndrias por célula
(Szewczyk & Wojtczak, 2002). O interesse cientifico relativamente a mitocéndria aumentou
consideravelmente devido ao facto das mitocondrias terem um papel central nos mecanismos
da morte celular, estarem envolvidas em doencas cardiovasculares, diabetes, cancro e em
doencas neurodegenerativas, como Parkinson ou Alzheimer (Pereira et al., 2009; Boelsterli
& Lim, 2007; Szewczyk & Wojtczak, 2002).

4.1.1. Dinamica mitocondrial — autofagia, fuséo e fissdo

A manutencdo de uma populacdo mitocondrial saudavel € essencial para a
sobrevivéncia celular. As células utilizam o mecanismo de autofagia para remover organelos
defeituosos e reciclar os componentes essenciais através da sua encapsulacdo numa estrutura
de membrana dupla conhecida como autofagossoma. No caso das mitocéndrias, esse
mecanismo é conhecido como mitofagia (Mizushima & Komatsu, 2011), processo que
permite a eliminacdo de mitocondrias disfuncionais de forma seletiva. A importancia de uma
regulacdo adequada deste processo esta relacionada com o facto de que quando uma
mitocondria danificada se funde com uma saudavel, o resultado ndo é um organelo saudavel
maior mas sim uma mitocondria danificada maior, que poderia expandir a leséo libertando
grandes quantidades de ROS (Dorn & Kitsis, 2015). Desta forma, a semelhanca da biogénese

mitocondrial, a autofagia tem sido sugerida como um fator de longevidade. Desequilibrios

23



Capitulo I — Revisao Bibliogréfica

nesse processo, nos quais a mitofagia é insuficiente ou extremamente induzida, condicionam
a rede mitocondrial e impdem um limite de vida util. Por exemplo, durante o envelhecimento
0 conteldo mitocondrial mostrou-se aumentado (Malpass, 2013; Palikaras et al., 2015).

A biogénese mitocondrial responde a vérios estimulos como por exemplo a deplegéo
de ATP que ativa a AMPK (AMP-activated protein kinase; AMP (adenosine
monophosphate)), um regulador-chave deste processo. Esta enzima néo so ativa a Sirtuina 1
(Sirtl), uma desacetilase associada a longevidade, mas também fosforila PGCla (um alvo
de Sirtl, também), aumentando assim a fun¢do mitocondrial, em resultado do aumento do
contetdo mitocondrial e fosforilagdo oxidativa, como acontece por exemplo com a prética
de exercicio fisico. Flutuacbes de calcio e a producdo de 6xido nitrico (NO) tém sido
associadas a biogénese mitocondrial (Nisoli, 2003; Wu et al., 2000). Em modelos animais
com deficiéncias ao nivel da COX, a sobreexpressdo de PGCla atenua a progressdo de
doenga mitocondrial (Viscomi et al., 2011; Wenz et al., 2008), demonstrando assim a
importancia da biogénese mitocondrial para a homeostase mitocondrial global e extensdo de
vida util.

Processos como fusdo, fissdo e biogénese mitocondrial também séo necessarios (Scott
et al., 2014; Youle & Van Der Bliek, 2012), particularmente para as células com
necessidades energéticas elevadas (Tong & Sadoshima, 2016), como as células musculares
esqueléticas. A desregulacdo na homeostase mitocondrial tem sido cada vez mais
correlacionada com distdrbios metabolicos humanos, incluindo diabetes e envelhecimento
(Artal-Sanz & Tavernarakis, 2009; Preston et al., 2008; Wredenberg et al., 2002). Uma vez
que a mitofagia é precedida pela divisdao mitocondrial, a fissdo mitocondrial desempenha um
papel central pois gera fragmentos mitocondriais individuais de tamanhos regulaveis para o
encapsulamento (Youle & Narendra, 2011).

A mitocondria sofre alteracbes morfolégicas para se adaptar as necessidades
energéticas celulares, alteracdes essas que podem ocorrer através dos ciclos continuos de
fusdo e fissdo mitocondrial e que permitem uma distribuicdo adequada das mitocoéndrias nas
células. As mitocondrias existem como uma rede intracelular, e fundem-se e dividem-se
constantemente através dos processos de fusdo e fissdo, respetivamente. Assim, a fissao
mitocondrial resulta em pequenas mitocondrias individuais, enquanto que as grandes redes
interconectadas de mitocdndrias sdo obtidas através de fusdo (Westermann, 2010; Youle and
Van Der Bliek, 2012).
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Os processos de fusdo e fissdo sdo essenciais para a manutencdo de importantes
funcdes celulares, como atividade respiratoria mitocondrial, distribuicdo de MtDNA,
apoptose, sobrevivéncia celular ou sinalizacao de célcio. A producdo de ATP é modulada
por redes mitocondriais geradas por fusdo e esta via € controlada pela transmissdao do
potencial de membrana de areas de elevada disponibilidade de O. para aquelas com baixa
disponibilidade, permitindo assim a dissipacdo de energia (Westermann, 2010).
Considerando que este estado pro-fusao é tipico em situacdes de maior eficiéncia energetica
devido a situacdes de jejum ou stresse agudo, o oposto ocorre quando as células séo
submetidas a uma grande oferta de nutrientes, como na obesidade ou DMT2. A exposicao a
um excesso nutricional promove a fissdo e diminui a fusdo mitocondrial, que esta associada
a respiracdo desacoplada (Liesa & Shirihai, 2013). Além disso, a fissdo mitocondrial é
crucial para a remocédo de mitocondrias danificadas pela mitofagia (Wai & Langer, 2016).
Portanto, a regulacdo da dindmica mitocondrial € um processo complexo envolvendo
diferentes GTPases (enzimas que catalisam a hidrdlise do trifosfato de guanosina)
relacionadas com a dinamica e que mantém um equilibrio entre a fusdo e a fissdo
mitocondrial. Qualquer alteracdo desse equilibrio pode envolver stresse oxidativo, disfuncao
mitocondrial e alteragcbes metabolicas, eventualmente promovendo o desenvolvimento de
doengas relacionadas com a mitocéndria, como a resisténcia a insulina e DMT2 (Rovira-
Llopis et al., 2017).

A fusdo requer a juncdo das membranas mitocondriais internas e externas de duas
mitocdndrias e é controlada principalmente por GTPases. Em mamiferos, as mitofusinas
(MFN1 e MFN2) medeiam a fusdo da membrana externa de duas mitocondrias, seguida da
unido (fusdo) das suas membranas internas mediada por OPA1 (atrofia Otica 1) (Figura 13).
Em contraste, DNM1L (proteina tipo dinamina-1; DRP1) e FIS1 (proteina de fisséo; fissdo
1) sdo componentes-chave do processo de fissdo, que, em cooperacao, conduzem a divisao
do tabulo mitocondrial. As moléculas de DRP1 agrupam-se numa estrutura semelhante a um
anel para construir membranas mitocondriais, processo dependente de GTP, enquanto a FIS1
é ancorado a membrana mitocondrial externa e parece participar do recrutamento de DRP1
através de seu dominio citosélico (Yoon et al., 2011).

Esses dois processos opostos sdo finamente balanceados, mantendo assim as
condigdes fisiologicas do estado estacionario, e tém papéis importantes na fungédo e

desenvolvimento mitocondrial, bem como na morte celular programada (Chan, 2006).
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Figura 13 — Determinantes moleculares de redes de controlo de qualidade mitocondrial. Abreviaturas: OPAL, atrofia
Optica; FIS1, fissdo 1; MFN1/MFN2, mitofusina 1/ mitofusina2; DRP1, proteina 1relacionada com a dinamina 1 (Adaptado
de: Twig, Hyde, et al., 2008).

Varios estudos sugerem que o silenciamento de proteinas de fuséo altera a homeostase
da glicose e promove resisténcia a insulina e obesidade em murganhos (Quirdés et al., 2012;
Sebastian et al., 2012). Estudos recentes mostram que o silenciamento de DRP1 ou Mfn1 no
figado protege os murganhos contra a obesidade, induzida por dieta gorda, e a resisténcia a
insulina (Kulkarni et al., 2016; Wang et al., 2015). Essas evidéncias destacam o importante
papel da dindmica mitocondrial na regulacdo do metabolismo da glicose e da sinalizacdo da

insulina e, por sua vez, no desenvolvimento da obesidade e da DMT?2.

4.1.2. O poro de permeabilidade transitoria mitocondrial

O poro de permeabilidade transitéria mitocondrial (PPTM) é um poro nao especifico
que atravessa as membranas mitocondriais interna e externa, facilitando o transporte de
pequenos solutos (até 1,5 KDa) entre o citosol e a mitocdndria (Duchen, 2004).

O papel fisiolégico do PPTM ainda ndo foi completamente esclarecido mas héa
evidéncias de que da interacdo entre varias proteinas resulta um complexo macromolecular
gue inclui o ANT, a proteina transportadora de fosfato (PiC) e a isomerase de proyl
ciclofilina-D (Halestrap & Pasdois, 2009). Estudos genéticos mostraram claramente um
papel para a ciclofilina D na regulacdo do PPTM e a ciclosporina A, um conhecido inibidor
da ciclofilina, previne a abertura do PPTM (Basso et al., 2005).

A permeabilidade transitoria mitocondrial (PTM) é um fendmeno caracterizado pela
perda subita do A¥Ym. As consequéncias desse fendmeno sdo: cessacdo da fosforilacdo

oxidativa e deplecdo de ATP, influxo de solutos na matriz, entumescimento e rutura
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mitocondrial, libertacdo de célcio e de fatores apoptdticos. Em ultima analise, uma abertura
prolongada do PPTM leva & morte celular por apoptose ou necrose (Camara et al., 2010).

Lipidos, ROS, caélcio, substratos respiratérios e glutationa oxidada (GSSG) podem
induzir um stresse mitocondrial que se manifesta por aberturas do PPTM de baixa
condutancia. Este estado de baixa conduténcia € influenciado pelo pH da matriz. Além de
aberturas de PPTM de baixa condutividade, varias condigdes fisiopatologicas (por exemplo,
insuficiéncia cardiaca, isquemia/reperfusdo, envelhecimento) ou sinalizacdo intracelular
alterada (por exemplo, sobrecarga de calcio, aumento de ROS) induzem aberturas
duradouras do PPTM, levando a varios modos de morte celular ou reciclagem de
mitocdndrias através de mitofagia, eventos de fusdo/fissdo e biogénese que contribuem a
biologia celular normal (Figura 14) (Brenner & Moulin, 2012).

Vaérios fatores aumentam a probabilidade de abertura do PPTM, incluindo elevados
niveis de Ca?" mitocondrial, acumulacdo de ROS, deplecdo de nucledtidos de adenina e
elevado contetdo mitocondrial em fosfato. A lesdo oxidativa e a desregulacdo do célcio séo
caracteristicas comuns a muitas doencas relacionadas com o envelhecimento e, portanto, a
abertura do PPTM em resposta a esses fendmenos tem sido sugerida como envolvida na

patogénese de vérias doencas (Figura 14) (Rao et al., 2014).

Estado Normal Fisiopatologia
Fusdo/fissdo Fusdo/Fissdo Mitofagi
Biogénese Biogénese Drp1/Mnf/OpA1 Itofagia
Drp1/Mnf/OpA1
PGC-10 Mitofagia
PPARs, ERRs #RF1
Ca?, ROS, p53
Metabolismo -~ P 7
LC3BI
PPTM
fechado LC3B-I
Ca™, ROS, GSSG, NAD*
ATP Lipidos, RNS, Substratos Ca™, K H,0, m.eutabolitos, c Cytc ROS
1= SRR Necrose
PT no estado Stress e A
2 f = optose RIP1/RIP3
fisiolégico disfungdo pop 4
(baixa condutancia (alta conduténci? do
do PPTM) Ca¥, 1, K Ca®, 1, K PPTM — irreversivel) Necroptose

Figura 14 — Esquema simplificado do ciclo de fun¢Bes mitocondriais na fisiologia,numa condi¢cdo normal, e na
fisiopatologia. Abreviaturas: Cyt c, citocromo c; DRP1, proteina tipo dinamina-1; ERRs, receptores relacionados ao
estrogénio; GSSG, glutationa dissulfeto; NAD*, dinucleétido de nicotinamida adenina; NRF, fator respiratdrio nuclear;
OPAL1, atrofia Optica tipo 1; p53, proteina citoplasmatica; PGC-1a, coativador do receptor gama ativado por proliferador
de peroxissoma 1-alfa; PPAR, receptor activado por proliferador de peroxissoma; PPTM, poro de permeabilidade
transitoria mitocondrial; PT, permeabilidade transitdria; RIP, proteina serina/treonina interagindo com o receptor; RNS,
espécies reativas ao nitrogénio (Adaptado de: Brenner & Moulin, 2012).
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4.1.3. Homeostase do célcio

Os ides célcio (Ca?*) estdo envolvidos em vias de sinalizago celular (Rizzuto et al.,
2004) e medeiam eventos, de curto prazo, que desencadeiam mudancas em varias funcbes
celulares (Berridge et al., 2000). Entre essas vias de sinalizagdo, o Ca** tem um papel
importante na regulacdo do metabolismo mitocondrial (Duchen, 2004). O influxo de célcio
para a matriz mitocondrial € mediado por um sistema do tipo uniporte e é promovido pelo
gradiente eletroquimico, sem associac¢éo a hidrdlise de ATP ou cotransporte com outros ides
ou moléculas (Gunter & Gunter, 2002). Deste modo, a despolarizagdo da mitocondria resulta
no efluxo do célcio mitocondrial (Kroner, 1986), que ocorre de duas vias distintas:
dependente (Gunter e Pfeifer, 1990) e independente de sddio (Puskin et al., 1976). A saida
de célcio da mitocondria através do antiporte dependente de sodio é abundante em tecidos
como o cora¢do. O mecanismo independente de soédio encontra-se no figado e consiste na
saida de célcio por troca com dois protdes (Gunter et al., 1994).

Esses mecanismos permitem que a mitocondria armazene Ca?* de forma dinamica.
Paralelamente, a interacdo com o reticulo endoplasmatico contribui para a regulacdo dos
niveis de Ca?* (Rizzuto et al., 2004). No entanto, a capacidade mitocondrial para acumular
Ca2* ¢ finita e pode estar significativamente alterada em diversas condigBes patoldgicas
(Chinopoulos & Adam-Vizi, 2010).

Além da regulacdo da respiracdo mitocondrial, o Ca?* é também um fator chave na
ativacdo da morte celular programada, a apoptose (Rizzuto et al., 2003). Alteracdes na
homeostase mitocondrial de Ca?* podem levar & abertura do PPTM, que é por exemplo parte
fundamental na inducdo de morte celular no contexto da reperfusdo (Duchen, 2004). Para
além do excesso de Ca?* intracelular poder levar a ativacéo de vias pro-apoptoticas, também
tem sido sugerido como um elemento comum de diferentes tipos de morte celular. Foi
demonstrado que niveis excessivamente elevados de Ca?" intracelular podem promover
necrose, enquanto niveis mais baixos de Ca?* intracelular promovem apoptose (Arnaud &
Sanchez, 1990).
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4.2, Disfungdo mitocondrial na DMT2 e na DFGNA

A dindmica mitocondrial é crucial na DMT2 e nas suas complica¢des vasculares, dado
0 seu papel central na producdo de ATP e formacdo de ROS, mas também na regulacdo da
secrecdo de insulina (Kytdvuori et al., 2016). A elevacdo crénica dos niveis de glicose
estimula a producdo de ROS e induz stresse oxidativo, com consequente lesdo nos tecidos
(Szendroedi et al., 2012) e desenvolvimento de diversas patologias, incluindo complicacGes
diabéticas microvasculares (nefropatia, retinopatia e neuropatia) e macrovasculares
(acidente vascular cerebral, isquemia miocardica) (Michael Brownlee, 2001).

As células B sintetizam a insulina e a sua secre¢do é modulada principalmente por
niveis de glicose. Um nivel elevado de glicose induz a fosforilagdo oxidativa em células f3,
aumentando a relacdo ATP/ADP e inibindo os canais K* que podem despolarizar a
membrana plasmatica e levar a niveis elevados de Ca®* dentro das células. Este efeito
desencadeia a secrecdo de insulina na corrente sanguinea para manter os niveis adequados
de glicose (Hoeks et al., 2006; Maechler & Wollheim, 2001). Portanto, a secre¢do de insulina
¢ modulada pelo estado bioenergético das mitocondrias. A resisténcia a insulina é uma
caracteristica comum da DMT?2 e a disfuncdo mitocondrial foi associada a ela (Diaz-Morales
et al., 2016; Hernandez-Mijares et al., 2011; Maechler & Wollheim, 2001; Rovira-Llopis et
al., 2015). A inibigdo da funcdo mitocondrial e um aumento da peroxidacéo lipidica foram
descritos no musculo esquelético de doentes resistentes a insulina (Kelley et al., 2002).

Ha evidéncias de que o exercicio, 0 uso de antioxidantes direcionados a mitocondria e
a restrigdo caldrica melhoram a sensibilidade & insulina e a fungdo mitocondrial na DMT2
(Apostolova & Victor, 2015; Escribano-Lopez et al., 2016; Redman et al., 2007; Rimbert et
al., 2004; Toledo et al., 2007) (Figura 15). Em contraste, as muta¢fes de mtDNA, niveis de
calcio aumentados, baixo controlo glicémico ou peroxidacdo lipidica aumentam o stresse
oxidativo e podem estar relacionados com o desenvolvimento de DMT2 (Rovira-Llopis et
al., 2017).
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Figura 15 — Interagéo entre a dindmica mitocondrial, o stresse oxidativo e a fungdo mitocondrial na diabetes tipo 2
(Adaptado de: Rovira-Llopis et al., 2017).

Uma seérie de alteracfes moleculares e fisioldgicas ocorrem no contexto de resisténcia
a insulina, resultando na acumulacdo de TGs no figado (Figura 16). A explicacdo
convencional para esta acumulacdo hepatica é que a obesidade e a resisténcia a insulina
resultam num aumento da libertacdo de AGL dos adipdcitos. O aumento da massa de
adipdcitos e o aumento da hidrdlise de TGs através do aumento da atividade da hormona
sensivel a lipase (HSL) contribuem para niveis plasmaticos elevados de AGL (Lewis et al.,
2002). A taxa de captacdo hepéatica de AGL ndo é regulada e, portanto, é diretamente
proporcional as concentracbes plasmaticas de AGL (Wahren et al., 1984). Os AGL
absorvidos pelo figado sdo metabolizados por uma de duas vias: pela oxidacao para formar
ATP ou pela esterificacdo para produzir TGs, que sdo incorporados em particulas de VLDL
para exportacdo ou armazenados dentro do hepatocito. Um comprometimento de uma ou
ambas destas vias pode levar a esteatose hepatica.

Uma fungdo metabolica central do figado € manter os niveis de glicose no plasma,
independentemente do estado nutricional. No cenario de excesso de energia, a glicose €

convertida em &cidos gordos através da conversdo da glicose em piruvato, que entra no ciclo
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de Krebs na mitocéndria (Figura 16). O citrato formado no ciclo de Krebs é transportado
para o citosol, onde é convertido em acetil-CoA pela ATP citrato liase. A acetil-CoA
carboxilase 1 (ACC1) converte entdo acetil-CoA a malonil-CoA, que é usado pela sintase
de acidos gordos para formar &cido palmitico (ou palmitato) (C16: 0). O &cido palmitico €
entdo dessaturado pela estearoil-CoA dessaturase (SCD) em acido palmitoleico, ou ainda
alongado pela acil-elongase de cadeia longa para formar acido esteérico (C18: 0), que
também pode ser dessaturado para formar &cido oleico (C18: 1) (Horton et al., 2002). Esses
acidos gordos sdo usados para sintetizar TGs - a principal fonte de armazenamento e
transporte de energia. Estudos realizados em humanos (Araya et al., 2004) e murganhos
(Shimomura et al., 1998) com esteatose hepética revelam que hd acumulam de &cido oleico,
o produto final da lipogénese de novo. 1sso sugere que as taxas sintéticas de acidos gordos

aumentam no figado resistente a insulina.

T Glucose

/ 1 Acetil-CoA
ChREBP L { ACC
SREBP-1¢c | TMalonil-CoA

FAS

LCE
| SCDl
@ ~ 1 AGL

1t Triglicerideos

T Insulina

Tecido adiposo

Figura 16 — Alteracdes metabdlicas que resultam na acumulacéo de triglicerideos hepaticos no estado de resisténcia a
insulina (Adaptado de: Browning et al., 2004).

No figado, a hiperinsulinemia induz a expressdo de SREBP-1c (sterol regulatory
element-binding proteins), levando a ativacdo transcricional de todos os genes lipogénicos.
Simultaneamente, a hiperglicemia ativa 0 ChREBP (carbohydrate response element binding
protein), que ativa transcricionalmente a LPK (pyruvate kinase) e todos 0s genes
lipogénicos. As agdes sinérgicas do SREBP-1c e do ChREBP ativam de maneira coordenada
a dindmica enzimatica necessaria para a conversao do excesso de glicose em acidos gordos.
Uma consequéncia do aumento da sintese de acidos gordos € o aumento da producdo de

malonil-CoA, que inibe a carnitina palmitoil transferase-1 (CPT-1), a proteina responsavel
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pelo transporte de &cidos gordos para a mitocondria. Assim, no cenario da resisténcia a
insulina, os AGL que entram no figado a partir da periferia, bem como os derivados da
lipogénese de novo, serdo preferencialmente esterificados em TGs (Browning & Horton,
2004).

Estudos demostram que o aumento das taxas de sintese de acidos gordos hepéticos
contribui para o desenvolvimento de DFGNA em modelos da diabetes e obesidade
resistentes a insulina (Martin, 1974; Memon et al., 1994).

A microscopia eletronica demonstra que a area mitocondrial é 44 % menor no figado
do que no coracdo (Veltri et al., 1990), com menor tamanho, menor nimero de cristas e
menor densidade de matriz. A expressdo proteica de multiplos componentes da fosforilacao
oxidativa e TFAM (fator de transcricdo mitocondrial A) (expressa por miligrama de
proteina) e a atividade da citrato sintase também s@o menores no figado (por exemplo, 7 %
do musculo cardiaco) (Benard et al., 2006). Da mesma forma, os padrdes de expressdo
génica sdo distintos no figado (Mootha et al., 2003). Funcionalmente, as mitocéndrias
hepéticas isoladas tém reducGes relativas nas proteinas da fosforilacdo oxidativa, nos
citocromos da cadeia respiratdria e na atividade maxima dos complexos Il e IVV. Apesar da
menor capacidade da fosforilagdo oxidativa, a respiracdo do estado 3 e a taxa de controlo
respiratdrio sdo equivalentes no figado e no musculo. O contetdo de mtDNA, expresso por
grama de tecido ou por mitocéndria, € maior no figado noutros tecidos (Benard et al., 2006).
Juntos, esses dados enfatizam novamente as diferencas nos protocolos que avaliam a
abundancia, capacidade e funcdo mitocondrial e destacam a diversidade tecidual da estrutura
e da funcdo mitocondrial, o que pode contribuir para a suscetibilidade a doencas especificas
do tecido, incluindo a diabetes.

Deplecdo mitocondrial e/ou perda da eficiéncia oxidativa podem potencialmente afetar
multiplas funcdes celulares dentro dos hepatdcitos, tanto diretamente (por exemplo, reducéao
na formacdo de ATP, stresse oxidativo, capacidade reduzida de oxidagdo de acidos gordos)
como indiretamente, por efeitos em processos dependentes de energia, incluindo
gliconeogénese, sintese de ureia, &cidos biliares, colesterol e proteinas. Como a acumulagdo
de lipidos nos hepatécitos € um marcador chave da resisténcia a insulina em humanos
(Kotronen et al., 2008) e um dos principais contribuintes para a DFGNA e cirrose,
consideramos primeiramente as relacdes entre o metabolismo lipidico hepéatico e a
resisténcia a insulina.

A patogénese da DFGNA ainda néo esta totalmente elucidada, mas é provavel que a

falta de capacidade de oxidacdo, do excesso de &cidos gordos que sé&o transportados até ao
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figado, desempenhe um papel fundamental na progressdo da DFGNA acompanhada por
resisténcia a insulina (Pessayre & Fromenty, 2005). Estudos com um modelo de ratos de
obesidade e diabetes tipo 2, o rato obeso e hiperfagico OLETF (Otsuka Long-Evans
Tokushima Gordo) (Kawano et al., 1992), mostraram que a reducéo do conteudo e da fungéo
mitocondrial hepatica precede o desenvolvimento de NAFLD e resisténcia a insulina,
sugerindo que a disfungdo mitocondrial contribui para o desenvolvimento da DFGNA
associada a obesidade (Rector et al., 2010).

H& evidéncias consistentes de um papel central da disfuncdo mitocondrial na
fisiopatologia da DFGNA (Begriche et al., 2006; Sanyal et al., 2001; Pérez-Carreras et al.,
2003). Sdo reportados défices na sintese hepatica de ATP, reducbes na atividade dos
complexos da cadeia transportadora de eletrdes e aumento da producdo de ROS (Cortez-
Pinto et al., 1999; Hensley et al., 2000). A rutura mitocondrial tende a provocar e agravar
doencas hepaticas, como resisténcia a insulina, carcinoma hepatocelular, doenca hepética
alcodlica (DHA) e DFGNA (Galloway & Yoon, 2013). Essas alteraces bioquimicas estdo
associadas a anormalidades ultra estruturais indicadoras do comprometimento da
fosforilacdo oxidativa. As mitocdndrias do figado aparecem em numero reduzido,
entumescidas e arredondadas com perda de cristas e presenca de inclusdes paracristalinas
(Pérez-Carreras et al., 2003; Teodoro et al., 2006; Teodoro et al., 2008). Estas inclusbes
paracristalinas foram observadas em muitas miopatias mitocondriais (Lammens & Laak,
2004). O comprometimento da funcdo mitocondrial ocorre em vérias etapas da patogénese
da DFGNA, pois afeta 0 metabolismo da gordura, mas também aumenta o stresse oxidativo
e a producao de citocinas, desencadeando a morte celular, a inflamacéo e a fibrose (Cortez-
Pinto et al., 1999; Pérez-Carreras et al., 2003).

O desacoplamento da oxidacédo e da fosforilagdo e aumento da producdo de radicais
livres e da peroxidacdo lipidica causa lesdo celular (Lammens & Laak, 2004). A producéo
de ROS causa a peroxidacao lipidica das membranas mitocondriais, 0 que pode contribuir
para o compromisso da funcdo mitocondrial e perpetuar a formacdo de ROS. O stresse
oxidativo também desencadeia a producdo de citocinas inflamatorias, causando inflamacgéo
e resposta fibrogénica. 1sso acaba por resultar no desenvolvimento de DFGNA (Rolo et al.,
2012), que é caracterizada por um estado inflamatorio devido a superproducéo de ROS e
especies reativas de nitrogénio (RNS), lipotoxicidade e aumento de citocinas pro-
inflamatorias e pro-fibrogénicas. O stresse oxidativo e a peroxidacdo lipidica ativam o NF-
kB para induzir citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-8 (Carter-
Kent et al., 2008; Rodrigues et al., 2017).
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O metabolismo mitocondrial engloba a via oxidativa dominante para a disposic¢ao de
acidos gordos sob condicdes fisioldgicas normais. Dietas hiperlipidicas e a desregulacéo do
metabolismo lipidico causam a acumulacédo de acidos gordos livres (AGL) hepéticos e TGs
(Eccleston et al., 2011). Sob essas condi¢des, uma mudanca metabdlica é induzida para
superar a carga hepatica de AGL, ocorrendo uma estimulagdo compensatoria da B-oxidacdo
mitocondrial de acidos gordos. Essa mudanca inclui a oxidacdo de &cidos gordos
mitocondriais, a inducdo do ciclo do acido tricarboxilico e a fosforilacdo oxidativa (Sunny
etal., 2011).

Quando a capacidade oxidativa das mitocondrias é excedida, os &cidos gordos
citosélicos sdao mobilizados para vias alternativas nos peroxissomas e nos microssomas
(Johnson et al., 1996; Reddy & Mannaerts, 1994), aumentando a formacdo de ROS,
desestabilizando o ambiente redox da célula e causando lesdes celulares. Lesdo oxidativa
nos complexos da cadeia transportadora de eletrdes e no mtDNA (Ricci et al., 2008; Rachek
et al., 2009) podem bloquear ainda mais o fluxo de eletrGes na cadeia transportadora de
eletrbes (Figura 17). Isto desencadeia um circulo vicioso no qual a acumulacdo de lesdes
oxidativas afeta a eficiéncia das mitocéndrias e leva ao aumento da taxa de producdo de ROS
(Petrosillo et al., 2008). Alteracbes na morfologia mitocondrial, deficiéncias na
bioenergética mitocondrial, aumento da peroxidacdo lipidica e diminui¢do do conteldo em
ATP foram descritas em varios modelos de DFGNA (Begriche et al., 2006; Teodoro et al.,
2006; Chavin et al., 1999; Teodoro et al., 2008).

Acidos gordosl [> B-oxidagdo I Mitocéndria

NADH*
FADH2

le>
| Cadeia respiratoria mitocondrial
L T — J
©
Vo SRR
ROS Lesdo do DNA
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Lesea Peroxidagao lipidica Iheci
mtDNA sa0ip DDUD® Envelhecimento

Morte celular
Carcinogénese

Sintese de colagénio
Produgdo de citocinas (TNF-a, TGF-B)

Figura 17 — Disfuncéo mitocondrial na DFGNA (Adaptado de: Yamashina et al., 2009).
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Evidéncias recentes sugerem que a elevacdo rapida de TGs no figado a partir de
plasma, AGL dietéticos e/ou lipogénese de novo em esteatose simples esta associada a uma
regulacdo positiva na funcdo oxidativa mitocondrial (Miele et al., 2003; lozzo et al., 2010;
Sunny et al., 2011). Esta adaptacdo ou remodelacdo da bioenergética mitocondrial € uma
caracteristica central da DFGNA. No entanto, essas alteracbes dependem do estadio e da
gravidade da doenca, da suscetibilidade da via metabdlica e da capacidade tampédo do
hepatocito para armazenar o excesso de lipidos (Koliaki et al., 2015; Patterson et al., 2016;
Satapati et al., 2012). Em consonancia com esses argumentos, a resisténcia a insulina
hepética e a esteatose simples ja estdo estabelecidas em murganhos alimentados com dieta
hiperlipidica (DH) durante 8 semanas, bem antes das alteragbes na bioenergética
mitocondrial se tornarem evidentes (Patterson et al., 2016; Satapati et al., 2012). Nesses
murganhos, apesar da funcdo mitocondrial aparentemente normal, a acumulacdo de
subprodutos lipotdxicos, incluindo ceramidas e diacilgliceréis, ja € evidente durante os
estadios iniciais do desenvolvimento da resisténcia hepética a insulina (Patterson et al.,
2016). Isto destaca uma interacdo complexa entre mecanismos oxidativos compensatorios

precoces e armazenamento/eliminacao ineficiente de AGL.

5. Potencial antidiabético do mirtilo

Uma dieta equilibrada tem um impacto positivo no bem-estar e na saide humana e
pode desempenhar um papel importante na prevencdo e/ou tratamento de varias doencas.
Assim, a utilizacdo de compostos bioativos ou alimentos funcionais que possam prevenir ou
pelo menos atrasar a evolucdo de algumas doencas, inclusive do foro metabdlico (como a
DMT?2) é uma estratégia muito apelativa para a medicina.

O mirtilo é um fruto popular que despertou grande interesse por parte da comunidade
nos ultimos anos, devido a sua potencial relevancia para a promocéo e manutencao de saude
e prevencdo de varias doencas (Mizuno & Rimando, 2009). Este fruto, pertencente a familia
Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae e género Vaccinium, é nativo da América do Norte,
Estados Unidos e Canada, sendo nestes paises onde se encontram as maiores producdes,
apesar de existir em muitas outras regiées do Mundo, incluindo em Portugal (Silva et al.,
2008).

O mirtilo é conhecido como uma "fruta de longevidade™ devido sobretudo a sua
elevada capacidade antioxidante contra radicais livres e espécies reativas, sendo também

considerado o “rei dos antioxidantes” entre todas as frutas e vegetais (Prior et al., 1998).
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5.1. Composigao nutricional do mirtilo

A composicdo quimica e nutricional do mirtilo varia em funcdo de inimeros fatores
que incluem a variedade (cultivar), praticas de cultivo, como também aspetos climaticos,
entre outros. Este fruto apresenta elevada quantidade de &gua (cerca de 82 %), com baixo
valor calorico, baixo teor em gordura e em sodio. Apresenta ainda uma grande variedade de
vitaminas (A, B, C, K e acido fdlico) e minerais (potassio, magnésio, calcio, fésforo e ferro),
acucares, pectinas, taninos, acidos organicos e resveratrol (Silveira et al., 2007; Skupien,
2006).

Os mirtilos sdo uma excelente fonte de antioxidantes naturais, principalmente
polifendis, que exercem impacto benéfico para a salde (Zafra-Stone et al., 2007; Norberto
et al., 2013; Maechler & Wollheim, 2001; Diaconeasa et al., 2015). Tal como a maioria das
bagas, os mirtilos sdo ricos em flavonoides, especificamente antocianinas, taninos e acidos
fendlicos (Prior et al., 1998).

Dos diversos tipos de polifenois, os mirtilos apresentam elevadas quantidades de
antocianinas, principalmente na sua forma glicosilada (cianidina, malvidina, delfinidina,
etc.), flavondis (quercetina, canferol, miricetina, etc.), flavandis (catequina, epicatequina,
etc.), &cidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos (principalmente &cido clorogénico),
estilibenos (resveratrol e piceatanol) e taninos condensados (Zheng & Wang, 2003; Neto,
2007; Wang et al., 2009; Giovanelli & Buratti, 2009). No entanto, o perfil exato destes
compostos, bem como a quantidade em que se encontram, variam com uma série de fatores

como mencionado anteriormente.

5.2. Propriedades benéficas do mirtilo

Muitos estudos relatam que o mirtilo tem varios beneficios para a salde associados a
presenca dos compostos bioativos (Heinonen et al., 1998; Smith et al., 2000; Seeram, 2008),
incluindo propriedades pré-bidticas, antioxidantes, anti-inflamatdrias, antibacterianas,
anticancerigenas e sensibilizadoras de insulina (Duthie, 2007; Molan et al., 2009; Neto,
2007; Norberto et al., 2013; Zafra-Stone et al., 2007). Vérias doencas cronicas poderiam
beneficiar hipoteticamente do consumo de mirtilos, incluindo cancro (Smith et al., 2000;
Katsube et al., 2003), diabetes (Martineau et al., 2006), doengas cardiovasculares (Heinonen
et al., 1998) e neurodegenerativas (Joseph et al., 2003; Krikorian et al., 2010). Além disso,

os mirtilos tém também efeitos benéficos sobre a visdo (Kalt et al., 2010).
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Estudos documentaram os efeitos benéficos da suplementagdo com mirtilos em varios
pardmetros metabdlicos in vitro (Martineau et al., 2006), em modelos animais (DeFuria et
al., 2009; Grace et al., 2009) e em humanos (Stull et al., 2010). Os mirtilos podem conferir
protecao contra o desenvolvimento de intolerancia a glicose e aumento dos niveis de glicose
em circulacdo (Roopchand et al., 2013; Vuong et al., 2007), suprimir o apetite (Molan et al.,
2008) e normalizar marcadores lipidicos (Prior et al., 2010).

Vérios estudos reportam que as antocianidinas e quercetinas encontrados em V.
myrtillus, constituem importantes agentes terapéuticos na diabetes, retardando o
aparecimento de complicacBGes diabéticas, geralmente relacionadas a lesdes vasculares
induzidas por stresse oxidativo e por outros mecanismos fisiopatolégicos concomitantes e

sinergisticos, como a inflamacdo (Duke, 1992; Riihinen et al., 2008).

5.2.1. Capacidade antioxidante e anti-inflamatoria

Muitas das propriedades bioldgicas benéficas dos mirtilos podem, de algum modo,
estar relacionadas com a presenca de antocianinas, flavondides e de outros compostos
fenolicos, podendo estes efeitos benéficos resultar da acdo de compostos isolados, de grupos
especificos de compostos ou de efeitos de sinergia entre eles. A atividade antioxidante dos
mirtilos deve-se ao seu elevado teor em compostos fendlicos, sendo que a contribuicao
individual de cada um desses compostos para a capacidade antioxidante total esta geralmente
dependente da estrutura e da concentracdo em que se encontram (Zheng & Wang, 2003).

O efeito benéfico das antocianinas pode dever-se aos seus metabolitos. O acido
protocatecuico, por exemplo, é o principal metabolito das antocianinas em humanos e exerce
atividade antioxidante e anti-inflamatdria. Além das antocianinas, outras substancias
bioativas presentes nos mirtilos, como os flavondides e a vitamina C, possuem propriedades
antioxidantes e contribuem para a acdo antioxidante global dos mirtilos (Giovanelli &
Buratti, 2009).

A inflamacéo de baixo grau pode desempenhar um papel importante na resisténcia a
insulina associada a obesidade, a DMT?2 e a outras comorbilidades (Calder et al., 2011; Chen
et al., 2015; Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003). A obesidade esta associada & infiltracdo
de macréfagos no tecido adiposo e & ativacdo da via inflamatoria que leva ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina. A acumulacdo de macrofagos nos adipdcitos
induz a secrec¢do de citocinas pro-inflamatdrias (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003). Uma

dieta enriquecida com vegetais e frutas esta inversamente relacionada com o stresse
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inflamatorio, contrariamente as refeigBes caldricas que induzem um estado inflamatdrio
agudo, tanto em adultos com excesso de peso como em adultos saudaveis (Calder et al.,
2011; Manning et al., 2008; Vendrame et al., 2013).

As vérias antocianinas, acido fenolico e outros compostos bioativos presentes nos
mirtilos tém sido reconhecidos pela sua capacidade de fornecer e ativar uma protecao
antioxidante celular, eliminar radicais livres, inibir a expressdo de genes que induzem
inflamacéo e, consequentemente, proteger contra lesbes e citotoxicidade induzidas por
agentes oxidantes e inflamatorios (Johnson et al., 2013; Kang et al., 2015; Nile & Park,
2014).

Existem varios mecanismos potenciais envolvidos nas propriedades anti-inflamatorias
do mirtilo, intimamente ligadas aos efeitos antioxidantes. Com efeito, os antioxidantes
presentes no mirtilo, como os polifendis e as antocianinas, exibem efeitos anti-inflamatorios
dependentes da reducdo de citocinas pré-inflamatdrias e do aumento de mediadores anti-
inflamatorios, como a adiponectina (Guo et al., 2012). Para além disso, o stresse oxidativo,
que se relaciona de forma estreita com a inflamacéo, é reduzido devido a forte atividade
antioxidante dos mirtilos e seus extratos, nomeadamente por aumento da expressdo génica
da glutationa peroxidase (Lee et al., 2008). Adicionalmente, o mirtilo ou as suas
antocianinas, podem ser capazes de alterar a sinalizacdo da proteina cinase ativada por
mitogénios (MAPK), que modula a expressdo génica inflamatoria em varios tecidos e em
macrofagos (Suganami et al., 2007). Finalmente, a atenuacdo da ativacdo do fator nuclear
kappa-B (NF-kB) pode estar relacionada com a capacidade antioxidante e anti-inflamatoria
dos mirtilos (Vendrame et al., 2013).

Em suma, o consumo de mirtilo pode ter efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios
através de diferentes vias, incluindo a inibicdo da producdo de ROS, como os radicais
hidroxilo (OH") e superéxido (H*), e a reducdo de citocinas inflamatdrias, incluindo o TNF-
a, € a IL-6, para além de influéncia sobre outros fatores, como a proteina quimiotatica de
mondcitos-1 (MCP-1). A via do NF-kB parece ser umas das principais vias de sinalizacao
associada aos efeitos anti-inflamatdrios dos mirtilos (Shi et al., 2017). A Figura 18
representa esquematicamente algumas das vias propostas para os efeitos antioxidantes, anti-

inflamatérios e antidiabéticos dos mirtilos.
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Figura 18 — Propostas de vias metabdlicas envolvidas nos efeitos do mirtilo na obesidade e comorbidades relacionadas
(Adaptado de: Shi et al., 2017).

5.2.2. Propriedades antidiabéticas e hepatoprotetoras

Aumentar a sensibilidade a insulina, nomeadamente melhorar a resisténcia a insulina
e a toleréncia a glicose, é importante na prevencao e/ou no atraso na progressao da DMT2.

Existem evidéncias cientificas crescentes que apoiam a existéncia de beneficios dos
mirtilos para a salde, incluindo devido as suas propriedades antidiabéticas. Estudos pré-
clinicos (DeFuria et al., 2009; Elks et al., 2015; Nair et al., 2014; Roopchand et al., 2013;
Seymour et al., 2011; Takikawa et al., 2010; Vuong et al., 2009; Wu et al., 2013) e clinicos
(Hoggard et al., 2013; Li et al., 2015; Rebello et al., 2015; Stull et al., 2010) encontraram
melhorias na resisténcia a insulina e na tolerancia a glicose ap6s o consumo de mirtilo em
roedores e humanos obesos e resistentes a insulina.

O mirtilo reduz a concentracdo de glicose, de TGs e de colesterol no sangue,
aumentando a captacdo de glicose, a toleréncia a glicose e oxidacao de acidos gordos (Shi et
al., 2017). Existem varios estudos in vitro, em animais e em humanos que mostram um
potencial antidiabético do uso de mirtilo. Martineau et al. (2006) avaliaram a capacidade de
um extrato de fruta de mirtilo em aumentar a proliferacdo de células B pancreaticas em
cultura celular, sugerindo uma potencial prote¢do contra a lesdo das células 3, melhorando

assim a sensibilidade a insulina. DeFuria et al. (2009) verificaram que murganhos C57BL/6
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gue consumiram 60 % de HF + 4 % de extrato de mirtilo durante 8 semanas melhoraram a
tolerancia a glicose em comparagdo com os murganhos HF. A administracdo de um extrato
de folhas de mirtilo a ratos diabéticos reduziu em 26 % os niveis de glicose no sangue (Zafra-
Stone et al., 2007). Stull et al., (2010) confirmaram, em individuos obesos e resistentes a
insulina, um aumento da sensibilidade a esta hormona, apds 6 semanas de consumo de
mirtilo. Em oposicao a estas evidéncias, outros investigadores ndo confirmam esses efeitos
antidiabéticos, nomeadamente na melhoria da resisténcia a insulina e/ou tolerancia a glicose
em ratos com obesidade e diabetes induzidas por dietas hipercaloricas (Elks et al., 2015;
Mykkénen et al., 2014; Prior et al., 2008; Vendrame et al., 2015). Estes resultados
inconsistentes resultam principalmente da variacdo dos modelos animais, da duracdo do
tratamento e da dose de compostos bioativos no mirtilo.

Além disso, estudos clinicos também relataram que a suplementacdo com mirtilo ndo
mostrou o impacto na glicemia em jejum (Basu et al., 2010; Kolehmainen et al., 2012; Stull
et al., 2010), mas levou a uma melhoria da sensibilidade a insulina em voluntarios humanos,
obesos, ndo diabéticos, mas com resisténcia a insulina (Stull et al., 2010).

Ha evidéncias em modelos in vitro e in vivo que sugerem que os mirtilos podem
modular as vias intracelulares do metabolismo da glicose, como anteriormente mencionado.
No entanto, ndo existe ainda uma resposta clara para os mecanismos celulares que
contribuem para o efeito antidiabético dos mirtilos. Estudos em cultura de células e em
animais sugerem que o aumento da captacdo de glicose deve-se a atividade na via dependente
da insulina (Seymour et al., 2011; Martineau et al., 2006); por outro lado, outros
investigadores observaram uma atividade através de vias independentes da insulina
(Takikawa et al., 2010; Vuong et al., 2007). Contraditoriamente, Roopchand e colaboradores
(2013) relatam que as antocianinas presentes nos mirtilos ndo aumentavam a captacao de
glicose nos miotubos de linhas celulares L6 (isto é, em células musculares esqueléticas). No
entanto, esses investigadores observaram reducdo na producdo de glicose nos hepatdcitos de
ratos apos a adicdo de antocianinas de mirtilo.

Embora os efeitos do sumo de mirtilo sobre a tolerancia a glicose in vivo sejam
variados, a suplementacdo com antocianinas parece ter um efeito mais positivo, ja que as
concentracgdes sericas de glicose em jejum diminuiram e a tolerancia a glicose aumentou em
murganhos alimentados com dieta gorda (Prior et al., 2010). Este resultado é possivelmente
atribuido a outros constituintes do sumo de mirtilo, como procianidinas, &cido clorogénico
e outros compostos solGveis em agua, incluindo agucares, que ndo estdo presentes nas

antocianinas. E possivel que este efeito benéfico na tolerancia a glicose possa ser devido a
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um efeito direto no figado, j& que as antocianinas do mirtilo (0,05 — 10 mg/mL)
demonstraram reduzir significativamente a producdo de glicose em 24 — 74 % na linha
celular H411E de hepatdcitos (Roopchand et al., 2013).

Dietas enriquecidas com mirtilos foram propostas para melhorar a dislipidemia
(Seymour et al., 2011; Vendrame et al., 2014; Wu et al., 2013). As concentracfes
plasmaticas de TGs, colesterol total e LDL foram significativamente reduzidas em ratos
Zucker obesos suplementados com 8 % de mirtilo selvagem durante 8 semanas (Vendrame
etal., 2014).

ROS e stresse oxidativo tém mostrado um papel importante na etiopatogénese das
alteracOes fibréticas hepaticas (Tahan et al., 2007; Tahan et al., 2004; Poli, 2000), e o
tratamento antioxidante in vivo parece ser eficaz na prevencdo ou reducao de lesdes hepaticas
cronicas, incluindo da fibrose (Parola & Robino, 2001). O stresse oxidativo agrava a fibrose
hepética via ativacdo de células estreladas hepéticas e a peroxidacdo lipidica estimula a
transcricdo do gene do colagénio. A expressao de actina do muasculo liso-alfa (a-SMA) €
uma caracteristica das células estreladas hepaticas ativadas e é considerada um marcador de
fibrose hepatica (Campbell et al., 2005). Com a lesdo hepética, as células estreladas
hepaticas sdo ativadas e diferenciadas em células semelhantes a miofibroblastos, que
proliferam e contribuem para a deposicdo de colagénio na matriz extracelular (Friedman,
2000), um processo que conduz a fibrose. As metalotioneinas (MTs) sdo uma familia de
proteinas intracelulares de baixo peso molecular (6 a 7 kDa), ricas em cisteina, que tem um
papel antioxidante importante, incluindo a nivel hepéatico (Coyle et al., 2002 Chiaverini &
De Ley, 2010; Nachman-Clewner et al., 2008). Wang et al. (2013) mostrou que o0 sumo de
mirtilo aumenta a capacidade antioxidante do figado presumivelmente através da
estimulagdo da expressdo de metalotioneina e atividade da SOD, que diminui 0s niveis de a-
SMA e colagénio na matriz extracelular, atenuando a fibrose hepética. Srivastava et al.,
(2007) descobriu que as antocianinas de mirtilo continham principalmente cianidina,
delfinidina, malvidina e peonidina. Estas substancias podem aumentar a apoptose das células

e promover a recuperacao da funcéo original das células.
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6. Modelos animais de DMT?2 e de pré-diabetes

Os modelos animais tornaram-se uma ferramenta Util na investigacdo cientifica,
nomeadamente para avaliar o efeito dos varios fatores genéticos, ambientais,
comportamentais e farmacol6gicos que originam alteragdes metabolicas semelhantes as
encontradas nas doencas do Homem. Vérios modelos animais tém sido utilizados para
elucidar os mecanismos subjacentes ao desenvolvimento de DMT2, bem como para
identificar e melhorar os efeitos das opcbes farmacoldgicas e nao-farmacoldgicas. Como
claramente se compreende, existem uma série de impedimentos éticos para a investigacdo
em humanos e assim, 0 uso de modelos animais € uma maneira Util de estudar doencas
metabolicas, em particular a diabetes, sendo cruciais para investigar as mudancas adaptativas
a diferentes niveis funcionais, morfologicos e bioquimicos. Contudo, a extrapolacédo
subsequente dos resultados obtidos, em modelos animais, para humanos deve ser obviamente
cautelosa.

Os modelos experimentais mais frequentemente utilizados sdo roedores (ratos ou
murganhos), devido ao seu tamanho, ao facto de apresentarem um ciclo curto de reproducao,
viabilidade da realizagdo de estudos longitudinais usando um numero maior de animais,
baixo custo, para alem de serem de facil disponibilidade e manuseamento (Cefalu, 2006).
Existe uma grande diversidade de modelos animais tanto para a DMT2 como para a
obesidade (Islam & Loots, 2009), alguns dos quais mostram uma predisposicao genética
para a doenca (Kim et al., 1998), enquanto outros podem desenvolver a doenca
espontaneamente (Liu et al., 2002) ou de maneira induzida por dieta (Dourmashkin et al.,
2005), como apresentado de forma reduzida na Tabela 2.

Os modelos animais de DMT2 tendem a incluir modelos de resisténcia a insulina,
modelos de disfuncdo de células B pancreéaticas, modelos obesos e modelos ndo obesos.
Muitos modelos animais de DMT2 sdo obesos, 0 que reflete a condicdo humana em que a
obesidade esta intimamente ligada ao desenvolvimento de resisténcia a insulina e da DMT2.
No entanto, existem outros tipos de modelos animais, como por exemplo com insuficiéncia
de células B, ou seja, com reducéo da funcdo e/ou massa destas células. Estes modelos podem
ter aplicagOes a diferentes niveis, incluindo melhoria na resisténcia a insulina, estudo dos
efeitos em complicagOes diabéticas, na melhoria na fungéo das células beta, na prevencao da
deposicao amildide nos ilhéus, na prevencdo da obesidade induzida pela dieta e na melhoria
da sobrevivéncia das células. O modelo mais apropriado serd dependente da questdo
cientifica em causa (King & Bowe, 2015).
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Tabela 2 — Resumo de modelos animais (roedores) de DMT2 e obesidade (Adaptado de: King, 2012).

Mecanismo de Principais
: ~ Modelo ‘e
mdugao caracteristicas
Modelos obesos Ratinho Lep®" Hiperglicemia induzida pela
transgénicos Ratinho Leprdv/de Perg obesidade P
(monogénicos) Ratos ZDF
Modelos obesos Ratinho KK . L .
. Rato OLETF Hiperglicemia induzida pela
transgénicos . .
(noligénicos) R_atmho TallyHo/Jng obesidade
Ratinho NoncNZO10/LtJ
Dieta rica em gordura, alimentacédo de
Modelos obesos elevado teor de gordura (ratinho ou rato) | Hiperglicemia induzida pela
induzidos por dieta Rato do deserto obesidade

Rato Nile grass

Modelos ndo obesos de
transmisséo inter-
geracional (30 geracdes)
de intolerancia a glicose

Hiperglicemia induzida pela
Rato GK insuficiéncia funcional das
células beta

Deposicao amildide nos
Ratinho hlAPP ilnéus

Ratinho AKITA Destruicao das células beta
devido ao stresse do RE

Modelos genéticamente
induzidos de disfuncéo
das células beta

Os modelos animais (roedores) de diabetes frequentemente utilizados sdo os induzidos
por estreptozotocina ou aloxano, e em simultdneo com modificacdes da dieta (S. Lenzen,
2008), ou modelos obtidos por pancreatectomia parcial (Islam & Loots, 2009) que induzem
insuficiéncia de insulina, hiperglicemia e cetose. Embora esses modelos sejam Uteis para o
estudo da diabetes, eles ndo sdo totalmente representativos da sindrome metabdlica ou da
DMT2 humana induzida por dieta. De facto, a composi¢do da dieta tem sido considerada um
fator importante no comprometimento da atividade da insulina (Dourmashkin et al., 2005).
Um estudo em ratos confirmou que a administracdo de dieta hiperlipidica durante 2 meses é
uma forma rapida e facil de induzir a sindrome metabdlica, associada a distUrbios
metabolicos e oxidativos, sem alteracdo da glicemia (Auberval et al., 2014). Entretanto,
estudos epidemioldgicos sobre o consumo de agUcar e a prevaléncia da diabetes (Basu et al.,
2013) sugerem que uma dieta rica em gordura e agtcar é um fator de risco maior para esses
transtornos do que uma dieta rica em apenas gorduras ou so agucares.

Contrariamente a DMT?2, a variedade de modelos animais disponiveis para aprofundar
mecanismos e até mesmo mimetizar a condigcdo de pré-diabetes humana é ainda limitada.
Um modelo animal pré-diabético pode ajudar a entender as circunstancias que levam a
evolugéo da doenga na sua fase mais precoce, mesmo antes do aparecimento dos sintomas

clinicos. Alguns modelos animais induzidos pela dieta foram também descritos para
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mimetizar os estadios iniciais de pré-diabetes e/ou resisténcia a insulina. Diversos estudos
experimentais mostraram que a composi¢do dos macronutrientes provenientes da dieta pode
desencadear o estado de pré-diabetes (Storlien et al., 1988; Bessesen, 2001). Muitos estudos
tém descrito a relacdo entre sacarose e resisténcia a insulina. Em estudos anteriores
desenvolvidos pelo nosso grupo, foi reproduzido e caracterizado um modelo animal de pré-
diabetes, induzido pelo consumo de uma solucéo de sacarose a 35 %, durante 9 semanas. Os
animais apresentavam normoglicemia em jejum mas com intolerdncia a glicose,
hiperinsulinemia e resisténcia a insulina, sem obesidade e hipertensdo (Nunes et al., 2013;
Soares et al., 2013).
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Este trabalho experimental pretende ajudar a colmatar algumas lacunas no
conhecimento nesta area especifica da pré-diabetes, em particular da bioenergética e
dindmica mitocondrial a nivel hepatico, bem como o possivel impacto do uso de sumo de
mirtilo nesta fase da doenca.

Tal como atras referido, o figado desempenha um papel central na regulacdo do
metabolismo de hidratos de carbono, proteinas e lipidos. Este tecido é responsavel pela
regulacdo dos niveis de glicose plasmatica através da glicogénese e da glicogendlise.
Diversas vias ativadas estdo identificadas como indutoras de lesdo hepéatica em doentes
diabéticos. A resisténcia a insulina, principal causa de hiperglicemia e hiperinsulinemia
compensatoria, € o fator predominante. Entre os varios tecidos sensiveis & insulina, o figado
€ um dos mais suscetiveis aos efeitos do stresse oxidativo induzido pela hiperglicemia.
Contudo, ainda ndo esta completamente elucidada a natureza da disfuncdo (e lesdo) hepatica
numa situacdo de pré-diabetes. O figado é um érgdo critico para a regulacdo da homeostase
energética do corpo devido ao seu papel central no metabolismo lipidico e glicidico. A
esteatose hepatica, caracterizada pela acumulacdo lipidica nos hepatdcitos, principalmente
sob a forma de AGL e de TGs, € uma séria consequéncia da diabetes. Esse excesso de lipidos
intracelulares destabiliza o metabolismo energético da célula, uma vez que ocorre
substituicdo da glicose como fonte de energia por lipidos. Esta alteracdo tem graves
consequéncias, especialmente ao nivel da mitocdndria, organelo responsavel pela producéo
elevada (cerca de 90 %) de ATP consumido pela célula, com um papel central no
metabolismo lipidico, sendo visto como um bom modelo para estudar os efeitos da dieta a
nivel celular, nomeadamente no hepatdcito. Varios estudos anteriores debrucaram-se sobre
as alteracGes a nivel da disfuncdo mitocondrial do hepatocito na diabetes. Contudo, numa
fase de pré-diabetes as evidéncias existentes sdo mais escassas e merecem melhor
aprofundamento.

Muitos estudos relatam que o mirtilo tem vérios beneficios para a satde associados a
presenca dos compostos bioativos, nomeadamente propriedades pré-bidticas, antioxidantes,
anti-inflamatorias e sensibilizadoras de insulina. Varios trabalhos anteriores, tanto em
animais como em humanos, avaliaram o efeito dos mirtilos na obesidade e na diabetes,
contudo, os mecanismos celulares associados as suas propriedades benéficas ainda néo estéo
completamente elucidados, nomeadamente em situacdes mais precoces de doenga (como na

pré-diabetes), sendo este o principal foco deste estudo.
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A principal hipotese deste estudo experimental é a de que num estado de pré-diabetes
induzido por uma dieta hipercalorica existem ja alteracdes, mesmo que ténues, a nivel
hepatico, para as quais os desequilibrios da bioenergética mitocondrial podem ser cruciais.
Para além disso, equaciona-se a possibilidade do sumo de mirtilo ser uma boa abordagem
terapéutica (mais precisamente nutracéutica) ndo farmacologica para prevenir a evolucao da
doenca, devido as suas propriedades benéficas relacionadas ndo apenas com o poder
antioxidante mas também com a melhoria da intolerdncia a glicose e da sensibilidade a
insulina, de supressdo do apetite e de melhoria de marcadores lipidicos, ja observadas em
estadios mais avangados da doenca.

Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho foi o de avaliar o impacto de uma
dieta rica em mirtilos (mais especificamente sumo de mirtilo ingerido através da bebida) a
nivel da disfuncéo e lesdo do tecido hepatico, num modelo animal (em rato) de pré-diabetes
induzido por uma dieta hipercalérica (rica em lipidos e em hidratos de carbono).

Para atingir o objetivo principal, foram estabelecidos os seguintes objetivos
especificos:

1) Caracterizacdo do modelo animal em termos de evolucdo dos seguintes parametros:

a. peso corporal;

b. perfil glicémico, avaliado através dos niveis de glicose em jejum e em estado
pos-prandial, da HbALc e do teste de tolerancia a glicose (TTG);

c. perfil insulinico, analisado por intermédio das concentracdes de insulina em
jejum e em estado po6s-prandial e pelo teste de tolerancia a insulina (TTI);

d. equilibrio oxidativo no soro, avaliado pela peroxidacéo lipidica medida pela
concentracdo sérica de malondialdeido (MDA) e pela capacidade antioxidante
total (TAS);

e. lesdo e disfuncdo hepaética, avaliada respetivamente através de marcadores
histomorfolégicos e de diversos parametros relacionados com a bioenergética
mitocondrial, incluindo a determinacdo do potencial transmembranar
mitocondrial, avaliacdo da respiracdo mitocondrial, permeabilidade transitéria
mitocondrial, formacdo de ROS bem como a analise da expresséo de proteinas
envolvidas na biogénese/dindmica mitocondrial.

2) Avaliacdo do efeito do sumo de mirtilo nos pardmetros atras referidos.
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1. Preparacdo do sumo de mirtilo

Os mirtilos (Vaccinium corymbosum L., da Cultivar: Liberty) foram fornecidos pela
Cooperativa Agropecuaria dos Agricultores de Mangualde (COAPE). O sumo de mirtilo foi
preparado diariamente e fornecido aos animais a partir da semana 9, apds o inicio de
protocolo animal, e de estabelecido o modelo de pré-diabetes, de uma forma preventiva

numa concentracao de 25 g/kg de peso corporal.

2. Animais e acondicionamento

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados ratos Wistar machos (n=48)
provenientes do biotério Charles River (Barcelona, Espanha). Os animais chegaram ao
laboratério com 8 semanas de idade e foram mantidos, de acordo com as normas legais e
éticas em vigor, no biotério do Instituto de Investigacdo Clinica e Biomédica de Coimbra
(ICBR), da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, e foram acomodados em
gaiolas individualmente ventiladas (I\VVC, individually ventilated cages), 2 animais por
gaiola, sob temperatura (22-23°C), humidade (25 %) e iluminacdo controlada

(12horas:12horas, ciclo claro-escuro).

3. Grupos de estudo e protocolo experimental

Depois de uma semana de adaptacao, os animais foram divididos aleatoriamente em 4
grupos experimentais, de acordo com o seguinte protocolo animal, representado na Figura
19:

1) Grupo veiculo (Controlo) (n = 8) — animais alimentados com uma ragdo normal e
agua ad libitum na bebida durante 23 semanas (T23);

2) Grupo tratado com sumo de mirtilo (Mirtilo) (n = 8) — animais alimentados com uma
racdo normal e tratados com mirtilos, em forma de sumo, dissolvido em &agua,
fornecido nos biberons, numa dose de 25 g/kg de peso corporal/dia, a partir da
semana 9 e durante 14 semanas;

3) Grupo Pré-diabeético — estado pré-diabético avancado (dieta hipercalérica— HC) (n =
10): animais mantidos inicialmente com uma racdo padrdo e tratados com uma

solucdo de 35 % de sacarose na agua, durante as primeiras 9 semanas e,
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posteriormente, durante as 14 semanas seguintes, suplementados com uma ragéo rica
em gordura (High-fat, HF) (60 % calorias provenientes de gordura, 58Y1, TestDiet);
4) Grupo pré-diabético tratado com sumo de mirtilo (HC+M) (n = 10) — animais
mantidos sob os mesmos tratamentos do grupo anterior (HF) mas tratados com sumo
de mirtilo (Mirtilo, 25 g/kg/dia) dissolvido na solugéo de sacarose (35 %), durante as

ultimas 14 semanas.

Tempo (semanas de tratamento)

Tempo zerc Tempao Final
(To) (T23)

Controlo

Controlo

a=11

b

Sacarose

I =1

Eztado de Pré-diabetes Eztado avancado de Pre-diabetez

Figura 19 — Grupos experimentais e desenho do protocolo animal. Mirtilo: sumo de mirtilo (25 g/kg—peso
corporal/dia); Sacarose: dieta rica em sacarose (35 % sacarose); HC (Hipercalérica): dieta rica em gordura
(60% calorias da comida) e sacarose na agua da bebida (35 %); HC+M: dieta rica em gordura e sumo de mirtilo

dissolvido na solugdo (35 %) de sacarose T: Tempo de tratamento (em semanas); = Sacrificio dos
animais/recolha de sangue e tecidos.

4. Monitorizacdo do peso corporal e consumos caloricos

Os animais foram pesados utilizando uma balanca analitica (CQT 2000 Core®
Portable Compact Balance, Adam Equipment, USA). O peso corporal de cada animal foi
registado a chegada e semanalmente durante o periodo experimental até ao dia do sacrificio.

Durante o protocolo animal, a bebida consumida foi quantificada semanalmente, com
0 auxilio de uma proveta. Foi também quantificada a ragdo ingerida semanalmente,

utilizando a mesma balanca, para posterior determinacdo do consumo de calorico total.
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5. Sacrificio dos animais e colheita de sangue e tecidos

No dia do sacrificio, no tempo final (T23) os ratos foram anestesiados por via
intraperitoneal (i.p.) com 100 mg/kg de uma solucéo anestésica de Cetamina (Imalgene,
Portugal) e de relaxante muscular cloropromazina (Largactil, Portugal). As amostras
sanguineas foram imediatamente colhidas por puncdo venosa na veia jugular (Figura 20) e

colocadas em tubos sem anticoagulante (Vacuette®, Austria) para obtencéo de soro.

Figura 20 — Colheita de sangue no dia do sacrificio.

Apbs essa recolha, os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical apos reforco
anestésico e o figado foi imediatamente recolhido, pesado. Foi dividido em varias amostras:
uma fracdo foi armazenada em azoto liquido, outra em formaldeido 10 % como pré-fixagdo

para posterior analise histologica e uma outra fragdo para o isolamento de mitocéndrias.

6. Perfil glicémico e insulinico

6.1. Ensaios in vivo

6.1.1. Glicemia em jejum

Na ultima semana de tratamento, os ratos foram colocados em jejum durante 6 horas
e os valores de glicose sérica avaliados a partir de uma gota de sangue recolhida da veia da
cauda do animal utilizando um glucémetro portatii ACCU-CHEK® AVIVA (Roche,
Alemanha). Os resultados foram expressos em mg/dL.

6.1.2. Teste de tolerancia a glicose (TTG)

Na ultima semana de tratamento, os ratos foram submetidos a um periodo de jejum de
6 horas e posteriormente administrados intraperitonealmente (i.p.) com uma solucdo de

glicose (2 g/kg de peso corporal). Os valores de glicose foram medidos em amostras
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recolhidas imediatamente antes da administragdo (0O minutos) e aos 30, 60, 90 e 120 minutos

apos, a partir da veia da cauda, utilizando o mesmo glucémetro.

6.1.3. Teste de tolerancia a insulina (TTI)

Na ultima semana de tratamento, os ratos foram submetidos a um periodo de jejum de
6 horas e posteriormente administrados por via i.p. com uma solucdo de insulina (0,75 U/kg
de peso corporal). A glicose foi monitorizada, através da colheita de sangue na veia caudal,
recolhida imediatamente antes da injecéo de insulina e 15, 30, 45, 60 e 120 minutos apos,

usando o mesmo glucémetro.

6.2. Ensaio ex vivo

6.2.1. Glicemia pés-prandial

Os niveis de glicemia pos-prandial no sangue foram medidos no dia do sacrificio, a
partir de uma gota de sangue recolhida por puncao venosa na veia jugular, com auxilio do

glucémetro.

6.2.2. Hemoglobina glicosilada (HbAlc)

A hemoglobina glicosilada foi doseada no dia do sacrificio através de uma gota de

sangue colocada num analisador automatico (Siemens, DCA Vantage AnalyzerTM, EUA).

6.3. Niveis séricos de insulina

Os niveis de insulina foram doseados nas amostras de soro atraves de um kit de ELISA
(ensaio de imunoadsorcdo enzimatica) da Mercodia (Uppsala, Suécia). Este kit consiste em
um imunoensaio enzimatico em dois estadios em fase sélida. Este método é baseado na
técnica de sanduiche direta, em que dois anticorpos monoclonais séo direcionados contra
determinados antigénios separados da molécula de insulina. Na fase de incubacdo, as
moléculas de insulina na amostra reagem com anticorpos anti-insulina correspondentes na
peroxidase conjugada e os anticorpos anti-insulina correspondentes fixados no pogo de
microtitulagdo. O anticorpo marcado com enzima ndo ligada é removido no passo de
lavagem. A enzima conjugada ligada é detetada por reacdo com o 3,3,

5,5'-tetrametilbenzidina. A reacdo termina apo6s a adicdo de solucdo acida, que leva a
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formacdo de um composto colorido. A intensidade da cor é avaliada por espectrofotometria
a 450 nm.

7. Perfil lipidico: niveis séricos de colesterol total e de triglicerideos

O sangue foi recolhido para seringas sem anticoagulante e centrifugado (35000 rpm,
15 minutos a 4 °C). Os niveis de colesterol total e de triglicerideos (TGs) foram determinados
em soro através de um analisador automatico (Hitachi 717, Roche Diagnostics Inc., MA,
EUA) utilizando o reagente Cholesterol RTU (bioMérieux, Lyon, Franca) e kit TG PAP
1000 (bioMérieux, Lyon, Franca), para a medicdo de colesterol, e TGs, respetivamente,

através de métodos colorimétricos.

8. Equilibrio oxidativo

8.1. Quantificacdo da peroxidacao lipidica no soro

A medicdo de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS - Tiobarbituric Acid
Reactive Susbstances) ¢ uma técnica usada para avaliagdo da peroxidacdo lipidica. O
malondialdeido (MDA) é o aldeido mais significativo obtido por decomposic¢éo de produtos
de peroxidacéo lipidica e, assim, amplamente utilizado como biomarcador na avaliacdo do
stresse oxidativo (Pilz et al., 2000). Quando submetido a condi¢cdes de pH acido (3,5) e
temperatura elevada (100 °C), este reage com o &cido tiobarbitdrico (TBA), formando um
aducto (TBA-MDA) cromogénio de cor avermelhada, que pode ser medido por
espectrofotometria (532 nm).

Num tubo de polipropileno de 10 mL, 100 puL de soro foram homogeneizados com 100
puL de solugdo antioxidante de hidroxitolueno butilado (BHT) dissolvido em etanol, 100 puL
de catalisador de tricloreto de ferro hexa-hidratado (FeCls.6H.0), dissolvido em agua
destilada, 1,5 mL de tampéo de HCI-Glicina a pH 3,5, e finalmente 1,5 mL de reagente de
acido tiobarbitirico. Todos os tubos foram colocados no escuro durante 60 minutos.
Posteriormente, as amostras foram colocadas a 90 °C durante 60 minutos, sendo de seguida
parada a reac¢do colocando os tudo em gelo. Neste ensaio, uma molécula de MDA reage
com duas moléculas de TBA, sendo o produto final uma molécula que pode ser quantificada
espectrofotometricamente a 532 nm (pigmento rosa). A concentracdo de MDA nas amostras
é calculada em funcéo de uma curva de calibracdo. Da solugdo comercial de malonaldeido

Bis (dimetil acetal) preparou-se uma solugdo mae de concentracdo 83,5 umol/L, a partir da
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qual se prepararam as solucdes padréo de concentragdes conhecidas (intervalo: 0,10 — 16,70
uM) que, em conjunto com um branco, serviram para a obtengao da curva de calibragdo. Os

resultados sao expressos em uM.

8.2. Quantificacdo da capacidade antioxidante total no soro

Foi usado o método FRAP (ferric reducing ability of plasma) para quantificar a
capacidade antioxidante total (TAS) das amostras de soro. Esta determinacdo depende da
reducio do complexo férrico de tripiridiltriazina [Fe(11)—(TPTZ)2]** a pH baixo. O
complexo ferroso [Fe(1)-(TPTZ)2]%* apresenta uma cor azul intensa que é quantificada a
um comprimento de onda de 593 nm (Benzie e Strain, 1996).

Para quantificacdo das concentragdes sericas de TAS foi necessaria a construcdo de
uma curva de calibracdo. Da solucdo comercial de Trolox, preparou-se uma solu¢do-mae de
concentragdo 1750 uM, a partir da qual se prepararam as solucdes padrao de concentragoes
conhecidas (intervalo: 250 — 1500 uM) que, em conjunto com um branco, serviram para
obtencdo da curva de calibracdo. O branco constituido apenas por dgua e reagente FRAP. O
reagente de FRAP ¢é constituido por: tampédo acetato a pH = 3,6 (300 mM); TPTZ (2,4,6—
tripiridil-s-triazina) (10 mM) e FeCls.6H20 (20 mM). Colocou-se em cada pogo da placa de
poliestireno (COSTAR®, 96 pogos, placa EIA/RIA) 10 pL de amostra, ou solu¢io-padréo
(amostras padrdo) ou agua (branco). Em seguida, em cada poco adicionaram-se 300 uL de
reagente FRAP e 30 pL de agua. A placa foi incubada durante 15 minutos a 37 °C num leitor
de placa (BIOTEK®, Synergy HT, EUA) ligado a um computador (Fujitsu, Siemens). Por
fim, a absorvancia foi lida um comprimento de onda de 593 nm, e os resultados expressos

em uM.

9. Analise histologica do tecido hepatico

As amostras de figado foram fixadas em formalina 10 % e posteriormente em cassetes
preenchidas com cera de parafina num processo automatico. Foram realizados cortes de 4
um de espessura para coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E) para analise. Todas as
amostras foram examinadas por microscopia de luz usando um microscopio Zeiss Mod.

Axioplan 2.
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10. Isolamento de mitocondrias hepaticas e determinacao da concentracdo de

proteina

As mitocondrias foram isoladas do figado de ratos por métodos convencionais
descritos por Gazzoti e colaboradores (Gazzotti et al., 1979) com pequenas modificacdes
(Palmeira et al., 1994). Todo o material de isolamento foi mantido em gelo durante o
procedimento de forma a assegurar a manutencéo a baixa temperatura baixa.

O figado foi imediatamente excisado e finamente macerado num meio de
homogeneizacao frio (4 °C), o meio de homogeneizacao continha sacarose 250 mM, HEPES
10 mM (pH 7,4), EGTA 0,5 mM e albumina de soro bovino (BSA) 0,1 % despilificada. O
tecido hepatico foi finamente cortado e lavado varias vezes com meio de homogeneizagéo
de modo a remover o excesso de sangue. Seguidamente o tecido foi colocado num
homogeneizador de vidro do tipo “Potter—Elvejhem” com um pistdo de PTFE (Teflon) até
se obter uma suspensdo homogénea.

O homogeneizado foi centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C
(centrifugadora Sigma 3 — 18 K). Nesta primeira centrifugacdo o objetivo é a remogéo dos
componentes mais densos do homogeneizado (nucleos, eritrdcitos, células fragmentadas). A
gordura suspensa foi aspirada e o sobrenadante recolhido, o qual ap6s diluicdo com tampé&o
de homogeneizacao, foi centrifugado a 10 000 rpm durante 10 minutos (4°C), para obter a
fracdo mitocondrial. O sobrenadante foi aspirado permitindo a eliminagéo de toda a gordura
e o sedimento (pellet) cuidadosamente ressuspenso com a ajuda de um pincel, em tampao de
lavagem (250 mM de sacarose, 10 mM de HEPES (pH 7,4). Apo6s transferéncia para novos
tubos de centrifuga e diluicdo em cerca de 40 mL de tampdo de lavagem, seguiu-se uma
nova centrifugacdo a 10000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi novamente
desperdicado e 0 sedimento ressuspenso em tampéo de lavagem, com nova centrifugagéo a
10000 rpm durante 10 minutos. Este passo foi repetido uma vez mais. Por fim, o sedimento
mitocondrial foi ressuspenso em cerca de 2 mL de tampdo de lavagem e transferido para
microtubos. A suspensdo mitocondrial foi mantida a 4 °C e os ensaios realizados nas 4 — 5
horas seguintes.

A concentracdo de proteina foi estimada espectrofotometricamente pelo metodo
biureto, utilizando BSA como padrdo (Gornall et al., 1949). Uma pequena amostra de
preparacdo mitocondrial (50 pL) foi solubilizada pela adi¢do de 50 puL de SDS a 10 %. Foi
adicionada agua desionizada até perfazer um volume de 0,5 mL, e em seguida 2 mL de
reagente de biureto. Prepararam-se padrfes de BSA 0,1; 1,5 e 2 mg/mL a partir de um stock
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0,4 % tendo sido adicionados agua desionizada de modo a que, conjuntamente com a BSA,
o0 volume perfizesse 0,5 mL. A estes padrdes foram adicionados 50uL de meio de lavagem,
50 uL de SDS e, finalmente 2 mL de reagente de biureto. Os tubos foram incubados a 37 °C,
durante 10 minutos. Ap0s este periodo, a absorvancia das amostras e padrdes foi medida a
540 nm, num espectrofotometro Thermo, série HeYos Y.

11. Avaliacao do potencial transmembranar mitocondrial (A¥Ym)

O A¥m, foi avaliado com base na monotorizacdo da acumulacéo e libertacao do catido
lipofilico tetrafenilfofénio (TPP*). Para este efeito utilizou-se um elétrodo seletivo para
TPP*, preparado no nosso laboratério de acordo com métodos previamente estabelecidos por
Kamo e colaboradores (Kamo et al., 1979) e um elétrodo de referéncia de Ag/AgCl (modelo
MI 402, Microelectrodes Inc, Bedford, NH). A entrada do TPP* nas mitocondrias foi
determinada pelo decréscimo de concentragdo de TPP* no meio.

A diferenca de potencial gerada entre o elétrodo seletivo e o sinal de referéncia foi
medida com um electrometro adequado (medidor de pH Jenway 3305) e o sinal debitado
para um registador Kipp & Zonen, depois de passar por um circuito de compensacao de
voltagem basal (Madeira, 1975).

Utilizando-se apenas os elétrodos que apresentam uma correlagdo linear com
logaritmo da concentracdo de TPP*, com uma inclinacdo de 59+1, isto é, com uma boa
aproximacdo a inclinacdo prevista pela equacdo de Nernst.

As reacgdes foram realizadas a 25 °C, numa cdmara com revestimento de 4gua com
temperatura controlada e com agitacdo magnética continua. As mitocéndrias (1 mg) foram
suspensas em 1 mL de meio de reacdo (sacarose 130 mM, KCI 50 mM, MgCl; 5 mM,
KH2PO4 5 mM, EDTA 50 uM, HEPES 5 mM (pH 7,4)) e suplementada com 3 pL de TPP".
Esta concentracdo de TPP* foi escolhida por permitir uma elevada sensibilidade nas
determinac@es, na auséncia de efeitos tdxicos na mitocondria (Jensen & Gunter, 1984;
Wingrove & Gunter, 1985).

Os ensaios foram realizados com 1 mg de proteina mitocondrial, na presenca de 5 mM
de sucinato como substrato respiratorio. Para evitar a contribuicdo do complexo | devido a
utilizacdo de possiveis substratos endogenos, 0s ensaios decorreram na presenca de rotenona
3 MM, um inibidor do complexo I. A energizacdo das mitocondrias resultou no

desenvolvimento de A¥m e na tomada de TPP* pelas mitocondrias.
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O elétrodo foi calibrado com TPP™, assumindo a resposta nersntiana do ido através da
membrana sintética. A¥m, que é expresso em milivolts (mV), foi calculado usando a
equacao:

A¥Ym =59 log (v/V) - 59 log 10%E/57- 1)

De acordo com Muratsugu e colaboradores (Muratsugu et al., 1977) e Kamo e
colaboradores (1979) v, V e AE representam o volume da matriz mitocondrial, o volume do
meio de incubacéo e a deflexdo potencial do elétrodo desde a linha basal, respetivamente.
Foi assumido um volume de matriz das mitocondrias de 1,1 pL/mg de proteina (Masini et
al., 1984). O valor da lag-phase foi calculado mediante a medicao do tempo decorrido desde
o0 inicio do ciclo fosforilativo (coincidente com a adi¢cdo de 200 nmol de ADP) até ao

restabelecimento do potencial inicial.

12. Determinacdo do consumo de oxigénio em preparacoes mitocondriais

O consumo de oxigénio das mitocéndrias isoladas foi determinado polarograficamente
com um elétrodo de oxigénio do tipo Clark (Estabrook, 1967) conectado a um registrador
Kipp & Zonen adequado, através de um sistema de controlo de elétrodo de oxigénio (modelo
YSI5300). O elétrodo foi calibrado de acordo com o previamente descrito (Rickwood et al.,
1987).

Numa cadmara de reacgdo fechada, termoestabilizada, as mitocondrias (1 mg) foram
suspensas sob agitacdo constante, a 25 °C, em 1,3 mL de meio de reacdo (sacarose 130 mM,
KCI 50 mM, MgCl, 5 mM, KH2POs 5 mM, EDTA 50 puM, HEPES 5 mM (pH 7,4)),
suplementado com rotenona 3 uM. Durante a experiéncia, a suspensdo mitocondrial foi
sujeita a agitacdo magnética continua, usando-se um pequeno magnete inserido na camara.
A respiracdo mitocondrial foi iniciada com a adicdo do substrato respiratério, succinato (5
mM). ApoOs ser registado o consumo de oxigénio induzido pela adi¢cdo do substrato
respiratdrio, foram adicionadas 200 nmol de ADP, o que desencadeou o estado respiratorio
3. Apos todo o ADP adicionado ter sido fosforilado a ATP, a respiragdo reassumiu uma
velocidade mais lenta, o denominado estado respiratorio 4. Os estados respiratorios foram
determinados de acordo com Chance e Williams (Chance & Williams, 1956). O indice de
controlo respiratorio, definido como ICR (indice de controlo respiratdrio), foi determinado
pelo quociente entre o estado 3 (ap6s a fosforilacdo do ADP) e o estado 4, utilizado como

critério de integridade mitocondrial.
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O quociente entre ADP adicionado e oxigénio consumido para fosforilar o ADP
adicionado (ADP/O) foi calculado de acordo com Estabrook (Estabrook, 1967; Chance &
Williams, 1956).

A taxa méaxima de respiragdo mitocondrial dissociada de fosforilacdo (respiracdo
desacoplada, indicada como VFCCP) foi determinada na presenga de 1 uM de

carbonilcianeto-p-trifluorometoxifenil-hidrazon (FCCP).

13. Avaliacdo da formacao de espécies reativas de oxigénio

As ROS foram determinadas fluorometricamente utilizando um fluorémetro de leitor
de placas Perkin-Elmer VICTOR 3, com um comprimento de onda de excitacdo de 485 nm
e um comprimento de onda de emissdo de 538 nm, correspondendo aos comprimentos de
onda de excitacdo e emissdo de H.DCFDA (Zhou et al., 2001). As mitocondrias isoladas (1
mg/mL) foram suspensas em meio de reacdo (sacarose 130 mM, KCI 50 mM, MgCl> 5 mM,
KH2PO4s 5 mM, EDTA 50 mM, HEPES 5 mM (pH 7,4) e 3 uM de rotenona) e incubadas
com 50 uM de H.DCFDA (em DMSO) por 15 minutos a 25 °C. De seguida, as amostras
foram centrifugadas a 3000 rpm durante 3 minutos e o sedimento resultante foi suspenso em
meio (1 mL). 200 pL da suspensdo mitocondrial foram carregados numa placa de 96 pogos
e a fluorescéncia monitorizada. Ap6s a medi¢do da fluorescéncia basal, foi adicionada
antimicina A (1 uM) para bloquear o complexo Il da cadeia mitocondrial, estimulando a
formacdo de ROS. Os resultados foram expressos como unidades de fluorescéncia relativa
(RFUS).

14. Detecdo da inducao da permeabilidade transitoria mitocondrial

A inducdo da permeabilidade transitoria mitocondrial foi estimada por mudancas na
disperséo da luz, como espectrofotometricamente monitorizado a 540 nm de acordo com a
descricdo de Palmeira & Wallace (1997). As experiéncias decorreram a 25 °C e foram
iniciadas com a adicdo de 1 mg de suspensdo mitocondrial a 2 mL de meio de reacdo
(sacarose 200 mM, Tris-MOPS 10 mM, 1 mM KH2PO4, 10 uM EGTA, pH 7,4)
suplementado com 3 uM de rotenona, 5 mM succinato). Apos um breve periodo para o
registro da absorbancia basal, foi adicionado CaCl, e foram registadas as alteracGes
resultantes na disperséo da luz. Foi realizado um ensaio de controlo com 1 pM de

ciclosporina A. Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado.
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15. Analise de proteinas por Western blotting

As amostras foram preparadas por lise com tampéo de Leammli 2x concentrado e
suplementado com B-mercaptoetanol a 5 % (Bio-Rad Laboratories), numa concentracao
final de 50 pg/10 pL. As proteinas (50 pg de proteina por pista) foram separadas usando
SDS-PAGE com um gel de 8 ou 15 % e subsequentemente transferidas para uma membrana
de difluoreto de polivinilideno (PVDF) usando o sistema de transferéncia TransBlot Turbo
(Bio-Rad Laboratories). Em seguida, as membranas foram blogueadas com 5 % de solucao
de bloqueio (BioRad) durante 2 horas a temperatura ambiente e incubadas com anticorpos
primarios (Tabela 3) durante a noite, a 4 °C. Apds a incubacao, as membranas foram lavadas
3 vezes durante 15 minutos com solucgéo salina tamponada com Tris (TBS) — solucdo Tween
a 0,5 % e incubadas com anticorpos secundarios durante 1 hora a temperatura ambiente. As
membranas foram ent&o lavadas 3 vezes durante 10 minutos com TBS - Tween a 0,5 % e
incubadas com conjugado de estreptavidina substrato Qdot 625 (Thermo Fisher Scientific)
durante 15 minutos. As membranas foram fotografadas utilizando o equipamento Bio-Rad

DocTM EZ Imager e com a ajuda do progranma Image Lab 4.1 Bio-Rad.

Tabela 3 — Lista de anticorpos primarios usados para Western Blot.

Anticorpo Fornecedor Referéncia Diluicdo = Espécie
COXIv Mitosciences MS406 1:1000 | Murganho
LCS3-1; LC3-11 Sigma L7543 1:1000 Coelho
OPAl Abcam ab119685 1:1000 | Murganho
p62 Santa Cruz Biotech sc-28359 1:1000 | Murganho
SIRT3 Cell Signaling C73E3: 2627S 1:1000 Coelho
TFAM Aviva Systems Biology | ARP36993-P050 | 1:1000 Coelho
TOM20 Santa Cruz Biotech FL-145: sc-11415 | 1:1000 Coelho

16. Analise estatistica

A distribuicdo de variaveis continuas foi analisada utilizando o teste de Kolmogorov-
Smirnov para avaliar desvios significativos da normalidade. As comparagdes entre os 4
grupos foram realizadas utilizando o teste ndo paramétrico, o teste de Kruskal-Wallis,

seguido do teste Dunn’s para comparagdes multiplas. Foram utilizados, conforme
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apropriado, testes de analise de variancia (ANOVA), de uma ou duas vias, seguidos de teste
de Bonferroni para comparagdes multiplas. Os resultados foram expressos como medias *
erros padrdo da média (e.p.m), com auxilio do programa de GraphPad Prism®, versdo 6.01
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). As diferencas foram consideradas
significativas para valores de p inferiores a 0,05.
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1. Evolucdo do peso corporal

O peso corporal foi monitorizado durante as 23 semanas de tratamentos (Figura 21).
Até as nove semanas de tratamento, foram registados valores semelhantes de peso corporal
entre todos 0s grupos experimentais. Apds a introducédo da dieta hipercalorica, observou-se
um ligeiro aumento do peso corporal nos animais do grupo HC e do grupo HC+M,
comparativamente aos animais dos grupos Controlo e Mirtilo, sendo essa diferenca

estatisticamente significativa (p<0,05).
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Figura 21 — Evolugdo do peso corporal dos ratos dos grupos em estudo: Controlo (n=8), Mirtilo (n=8), HC (n=10) e HC+M
(n=10) ao longo das 23 semanas de tratamento. Os valores sdo expressos em média + e.p.m (* p<0,05 vs Controlo).

2. Consumo calorico

O consumo acumulado de racao foi avaliado semanalmente, por gaiola, ao longo das
23 semanas de tratamento, e posteriormente estimado por rato (Figura 22 — A). Verificou-se
um consumo de racdo significativamente menor nos ratos dos grupos HC e HC+M, em
comparacdo com o grupo Controlo (p<0,0001) e Mirtilo (p<0,0001). Contudo, 0s animais
alimentados simultaneamente com a dieta hipercalorica e o sumo de mirtilo (HC+M)
comeram significativamente mais que o0s animais alimentados apenas com a dieta
hipercaldrica (HC) (p<0,05).

65



Capitulo 1V — Resultados

A B
ok ko fididigid
r | r
ek ok 2400 = ok k k
r 1
200+ , suss , xnn
Hit#
— L~ — — 5888
< 300+
=
S = 1504 3 &
[T = @
g 23
o E o »
B s 2 i
° 2 1004 5 o e 200
£ 2 — £ w©
s © -
S S sod S < 1904
o = O E
0 T T 0 T T
Controlo Mirtilo HC HC+M Controlo Mirtilo HC HC+M

ok k ok

ke k

1
H##H#H

800 =

600 -

400+

200+

Consumo calérico total
(kcal /rato /semana)

0 T T
Controlo Mirtilo HC HC+M

Figura 22 — Registos de consumo acumulado de ragdo (A) e de bebida (B) e célculo do consumo calérico total (C) nos
grupos Controlo, Mirtilo, HC e HC+M referente as 23 semanas de tratamento. Os valores sdo expressos em media * e.p.m.
(n=8-10 por grupo; **** p<0,0001 vs Controlo; ### p<0,001; #### p<0,0001 vs Mirtilo; 8 p<0,05; §888§ p<0,0001 vs HC).

Por outro lado, no que diz respeito ao consumo acumulado de bebida (Figura 22 — B),
verificou-se um valor significativamente maior nos ratos do grupo Mirtilo (que consumiam
apenas a racao normal e sumo de mirtilo) e do grupo HC, comparativamente aos animais dos
grupos Controlo (p<0,0001) e HC+M (p<0,0001).

No que diz respeito ao consumo calérico total (Figura 22 — C), os grupos HC e HC+M
apresentaram um valor superior de ingestdo caldrica em comparagdo com 0s grupos Controlo
(p<0,0001) e Mirtilo (p<0,0001/p<0,001).

3. Perfil glicémico

3.1. Teste de tolerancia a glicose (TTG)

As concentracdes iniciais de glicose foram semelhantes em todos os grupos (Figura 23
—A). O pico de glicose foi atingido decorridos 15 minutos para o grupo HC (502,44 + 21,49
mg/dL) e 30 minutos para os restantes grupos. Para os grupos HC e HC+M, o pico de glicose
e a area sob a curva (AUC) do grafico de glicose entre o tempo inicial e 0os 120 minutos
foram significativamente superiores aos restantes grupos Controlo e Mirtilo (Figura 23 — B).

Ainda assim, no grupo HC+M, a AUC foi significativamente menor (p<0,05) em relacdo ao
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grupo HC, confirmando um grau de intolerancia a glicose no grupo HC parcial, mas
significativamente, prevenido no grupo HC+M.
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Figura 23 — Teste dgempo (minutos) tolerancia a glicose (TTG): A— Evolugdo dos valores de glicose entre 0s 0 e

0s 120 minutos ap6s injegdo de uma solucdo de glicose (2 g/kg de peso corporal); B — Area sob a curva (AUC) da evolugéo
da glicemia, nos grupos Controlo, Mirtilo, HC e HC+M. Os dados sdo expressos em média + e.p.m (n=8-10 por grupo; *
p<0,05, *** p<0,001, **** p<0,0001 vs Controlo; # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001, #### p<0,0001 vs Mirtilo; § p<0,05
vs HC).

3.2. Glicemia em jejum e glicemia pés-prandial

N&o se observaram diferencas estatisticamente significativas na glicemia em jejum
entre os grupos (Figura 24).

Em relagdo a glicemia em estado pods-prandial, observou-se um valor
significativamente superior no grupo HC comparativamente aos restantes grupos (Figura
24). A adicdo do sumo de mirtilo ao grupo dos animais alimentados com a dieta hipercaldrica
(grupo HC+M), apresentou um efeito positivo nos valores de glicose no estado pos-prandial,
observando-se uma diminuicdo significativa quando comparado com o grupo alimentado

com a dieta hipercal6drica sem sumo de mirtilo (grupo HC) (p<0,01).
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Figura 24 — Valores da glicemia em jejum e p6s-prandial nos grupos Controlo, Mirtilo, HC e HC+M, apds 23 semanas de
tratamento. Os dados sdo expressos em média + e.p.m (n=6-9; *** p<0,001 vs Controlo; ### p<0,001 vs Mirtilo; §§ p<0,01
vs HC).
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3.3. Hemoglobina glicada (HbA1c)

Os valores de HbA1c foram idénticos para os 4 grupos (Figura 25).
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Figura 25 — Hemoglobina glicada (%) nos grupos Controlo (n=4), Mirtilo (n=4), HC (n=5) e HC+M (n=3), apos 23
semanas de tratamento. Os dados s&o expressos em média + e.p.m.

4. Perfil insulinico

4.1. Teste de tolerancia a insulina (TTI)

Com o intuito de avaliar os efeitos da dieta hipercal6rica e do sumo de mirtilo na
sensibilidade a insulina, fomos avaliar a resposta a insulina, através do teste de tolerancia a
insulina. As concentracgdes iniciais de glicose foram semelhantes nos grupos HC (125,00 +
4,00 mg/dL) e HC+M (120,86 + 2,85 mg/dL), e superiores aos grupos Controlo (100,88 +
2,02 mg/dL) e Mirtilo (99,50 + 2,26 mg/dL) (Figura 26 — A). Decorridos 45 minutos da
injecdo de insulina (0,75 U/kg de peso corporal), os niveis de glicose no grupo HC foram
significativamente superiores comparativamente com o grupo Controlo (79,44 + 4,99 vs
59,13 + 2,30 mg/dL; p<0,01) e permanecem mais elevados no resto da experiéncia (Figura
26 — A). Apos os 120 minutos, o grupo HC apresentou valores de glicose significativamente
mais elevados que os grupos Controlo e Mirtilo (Figura 26 — A), confirmando uma
diminuicdo da sensibilidade a insulina nestes animais alimentados com a dieta hipercalérica.
Por outro lado, no grupo HC+M, apo6s os 120 minutos, observou-se um valor de glicose
significativamente inferior ao registado no grupo HC (p<0,01), atingindo valores
semelhantes aos do grupo Controlo e Mirtilo, sugerindo uma melhoria na sensibilidade a
insulina.

Os valores da AUC do teste de tolerancia a insulina (Figura 26 — B) confirmam a
resisténcia a insulina no grupo alimentado com a dieta hipercalérica (HC), versus o grupo

Controlo (p<0,0001), e uma melhoria da tolerancia a insulina no grupo HC+M (p<0,01).
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Figura 26 — Teste de tolerancia a insulina (TTI): A — Evolucdo dos niveis de glicose entre 0 e 120 minutos ap6s a injecao
intraperitonial de insulina (0,75 U/kg de peso corporal); B — Area sob a curva (AUC) da evolucéo da glicemia, no Controlo,
Mirtilo, HC e HC+M. Os dados sdo expressos em média + e.p.m (n=8-10; ** p<0,01, *** p<0,001 vs Controlo; # p<0,05,
### p<0,001 vs Mirtilo; § p<0,05, §88 p<0,001, §888 p<0,0001 vs HC).

4.2. Niveis séricos de insulina

Em relacdo aos valores de insulina sérica em jejum, embora se destague uma tendéncia
para aumentos nos grupos HC e HC+M, n&o se verificam diferencas significativas entre os
4 grupos. No entanto, no estado pés-prandial foi observado um valor significativamente
superior de insulina no grupo HC, quando comparado com o grupo Controlo (p<0,05),
elevacdo essa gque foi tendencialmente, ainda que nao estatisticamente, prevenida no grupo
HC+M (Figura 27).
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Figura 27 — Niveis séricos de insulina em jejum e no estado poés-prandial, apds 23 semanas de tratamento, nos grupos em
estudo: Controlo, Mirtilo, HC e HC+M. Os dados sdo expressos em média + e.p.m. (n=4-7; * p<0,05 vs Controlo).
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5. Parametros bioguimicos

5.1. Concentracéo sérica de triglicerideos

Relativamente aos valores séricos de TGs no estado pos-prandial, verificaram-se
concentracdes significativamente superiores no grupo HC (182,33 = 20,33 mg/dL)
comparativamente ao grupo Controlo (103,20 + 5,52 mg/dL; p<0,05), esse efeito foi
prevenido pelo consumo de sumo de mirtilo no grupo HC+M que apresentou valores de TGs
significativamente inferiores (86,29 + 9,97 mg/dL) comparativamente aos grupos HC
(182,33 £ 20,33 mg/dL,; p<0,001) e Mirtilo (153,13 £ 16,09 mg/dL; p<0,05) (Figura 28).
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Figura 28 — Niveis sérivos de triglicerideos nos grupos Controlo (n=5), Mirtilo (n=8), HC (h=6) e HC+M (n=7). Os dados
sdo expressos em média * e.p.m. (* p<0,05 vs Controlo; # p<0,05 vs Mirtilo; 8§88 p<0,001 vs HC).

5.2. Concentracdo sérica de colesterol

N&o se observam diferencas entre os grupos relativamente a concentracdo serica de
colesterol total (Figura 29).
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Figura 29 — Valores séricos de colesterol total dos grupos Controlo, Mirtilos, HC e HC+M ap6s 23 semanas de tratamento.
Os resultados sdo expressos em média * e.p.m. (n=8 por grupo).
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5.3. Atividade das enzimas hepéticas

N&o se verificaram diferengas significativas entre 0s grupos na atividade da AST
(Figura 30 — A). Em relacgéo a atividade da ALT, verificou-se um valor inferior no grupo de
animais alimentados com a racdo hipercalérica, em comparacdo com o grupo Mirtilo

(p<0,05), sem outras alteracdes entre os 4 grupos (Figura 30 — B).
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Figura 30 — Atividade das enzimas aspartato aminotrasferase (AST) (A) e alanina aminotrasferase (ALT) (B) nos grupos
Controlo, Mirtilo, HC e HC+M ap6s 23 semanas de tratamento. Os resultados séo expressos em média + e.p.m. (n=8-10

por grupo; # p<0,05 vs Mirtilo).

6. Equilibrio oxidativo

6.1. Peroxidacéo lipidica no soro

As concentracdes de malondialdeido (MDA) foram avaliadas no soro recolhido no dia
do sacrificio dos animais, ap6s 23 semanas de estudo. Ndo foram encontradas diferencas
significativas entre 0s grupos, apenas se registando uma tendéncia para valores inferiores

nos ratos do grupo HC+M (Figura 31).
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Figura 31 — Concentracéo sérica de MDA nos grupos Controlo, Mirtilo, HC e HC+M, ap6s 23 semanas de tratamento. Os
resultados sdo expressos em média £ e.p.m. (n=6-8 por grupo).
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6.2. Capacidade antioxidante total (TAS) no soro

A capacidade antioxidante total no soro foi significativamente mais elevada no grupo
dos animais que beberam apenas o sumo de mirtilo, quando comparada com os valores
obtidos nos restantes grupos: Controlo (p<0,05), HC (p<0,001) e HC+M (p<0,01) (Figura
32).
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Figura 32 — Capacidade antioxidante total (TAS) no soro nos grupos Controlo, Mirtilo, HC e HC+M (n=6-8 por grupo),
ap6s 23 semanas de tratamento. Os resultados sdo expressos em média + e.p.m. (* p<0,05 vs Controlo; ## p<0,01, ###
p<0,001 vs Mirtilo).

6.2.1. Razdo MDA/TAS no soro

Em funcdo dos valores de MDA e TAS, verificou-se um aumento significativo na
razdo MDA/TAS, um marcador de estado oxidativo, no soro dos animais alimentados com
adieta hipercalorica (HC), comparativamente com o grupo de animais que consumiu Mirtilo,
ndo sendo estatisticamente diferente em comparacdo ao grupo Controlo. Por outro lado, o
grupo de animais alimentados com a dieta HC+M reduziu significativamente este parametro

comparativamente ao grupo com dieta HC (Figura 33).
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Figura 33 — Razdo MDA/TAS no soro nos grupos Controlo, Mirtilo, HC e HC+M, ap6s 23 semanas de tratamento. Os
resultados sdo expressos em média + e.p.m. (n=6-8 por grupo; # p<0,05 vs Mirtilo; § p<0,05 vs HC).
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7. Analise do tecido hepatico

7.1. Pesos do figado e caracteristicas macroscopicas

No dia do sacrificio dos animais, o figado foi imediatamente retirado e pesado.
Visualmente (macroscopicamente) ja se observavam algumas possiveis diferencas entre os
grupos (Figura 34) que se confirmaram quando pesados, constatando-se um valor
significativamente superior do peso do figado no grupo HC comparativamente ao Controlo
(Tabela 4). Quando avaliado 0 peso em relacdo ao peso corporal do animal (peso relativo)

verificou-se uma diminui¢do do peso no grupo HC+M comparativamente ao grupo HC.
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Figura 34 — Fotografias representativas do figado dos grupos de animais em estudo, apos 23 semanas de tratamento.

Tabela 4 — Peso absoluto e peso relativo dos figados dos animais em estudo, apds 23 semanas de tratamento.

Peso absoluto e peso relativo Contralo Mirtilo HC HC+M
P (n=8) (n=8) (n = 10) (n = 10)
Figado (g) 13,06 £ 0,40 14,28 + 0,69 16,82 + 1,00* 14,25 + 0,82
Figado/PC (g/kg) 25,75+ 0,57 26,85 + 0,55 28,84 +1,31 24,24 +0,72 88

Os dados séo expressos em média + e.p.m. (* p<0,05 vs Controlo; 88 p<0,01 vs HC).

7.2. Histologia hepética

Visualmente (macroscopicamente) ja se observavam algumas possiveis diferencgas de
histologia hepatica entre os grupos, que se confirmaram apos a realizacdo da coloragdo com
H&E. Com efeito, os animais do grupo HC apresentaram focos de esteatose hepatica e
histologia caracteristica de deposi¢do de gordura nos hepatocitos. Este efeito foi claramente

prevenido no grupo HC+M (Figura 35).
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Figura 35 — Microscopia Optica da histologia hepéatica de animais do grupo Controlo, Mirtilo, HC e HC+M, apos 23
semanas de tratamento, corados com Hematoxilina e Eosina (H&E) (Ampliagéo: 10x e 40x).

8. Bioenergética mitocondrial

8.1. Potencial transmembranar mitocondrial A¥Ym

Com a finalidade de elucidar as alteracfes no metabolismo energético mitocondrial
foram analisadas as flutuacdes do A¥Ym (Figura 36), associadas a respiracdo e ao ciclo
fosforilativo, em mitocdndrias isoladas do figado de animais do grupo Controlo, Mirtilo, HC
e HC+M. Apo6s 23 semanas de tratamento os resultados demostram que o A¥Ym desenvolvido
na presenca de succinato como substrato respiratorio é significativamente menor nos animais
dos grupos Mirtilo e HC, comparativamente com os dos grupos Controlo e HC+M (Tabela
5).
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Figura 36 — Vizualizagdo do potencial trasmenbranar mitocondrial no grupo Controlo, Mirtilo, HC e HC+M apds 23
semanas de tratamento.
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Tabela 5 — Potencial transmembranar (A¥m) e lag-phase mitocondriais nos grupos Controlo, Mirtilo, HC e HC+M ap6s
23 semanas de tratamento.

A Controlo Mirtilo HC HC+M
Parametros (n=7) (n=7) =0 (n=7)
##
Potencial Inicial mv) 208,40 £ 1,66 17543 0,99 17589 1,55 207,53 £2,30
Repolarizacao (mv) 202,97 + 1,02 16204 0,77 16239156 1960312425
Lag phase @ 5360104  10780x185%  looor O30T i§§1’59 i

Os dados sdo expressos em média £ e.p.m.(* p<0,05, ** p<0,01, *** p< 0,001 vs Controlo; ## p<0,01 vs Mirtilo; § p<0,05,
88 p< 0,01 vs HC). Os ensaios foram realizados em duplicado. As mitocondrias foram energizadas com succinato.

A repolarizacédo, que expressa a capacidade de recuperacdo do valor inicial de AYm e
ocorre quando o ciclo fosforilativo é completado, encontrava-se também diminuida nos
animais dos grupos Mirtilo e HC.

A lag-phase, que corresponde ao tempo de espera que precede a repolarizagdo, um
parametro indicativo da atividade do sistema fosforilativo, revelou-se superior nos animais

dos grupos Mirtilo e HC.

8.2. Respiracao mitocondrial

As possiveis alteragdes na cadeia respiratoria e no sistema fosforilativo foram
avaliadas através da respiracdo mitocondrial em estado 3 e em estado 4, o ICR e 0
acoplamento da fosforilacdo oxidativa (ADP/O), avaliada na presenca de succinato como

substrato respiratdrio. Os resultados encontram-se expressos na Tabela 6.

Tabela 6 — Respiragdo mitocondrial nos grupos Controlo, Mirtilo, HC e HC+M apds 23 semanas de tratamento.

A Controlo Mirtilo HC HC+M
Parametros (n:7) (n:7) (n=7) (n:7)
Estado3 108,30+ 0,57 66,36 0,74 * 65,20 + 0,80 ** 107,01 + 1,97 # 88
(natoms O/min/mg proteina)
Estado 4
(natoms Olimen/mg proteingy 17181 % 0,19 20,90 + 0,16 21,19+0,32 * 17,19 + 0,21 ## 88§
ICR 6,09 + 0,07 3,16 + 0,05 * 3,09 + 0,03 ** 6,03 + 0,07 # 8§
ADP/O 1,89 +0,05 1,51 + 0,03 * 1,43 £ 0,04 *** 1,81 + 0,04 §§
V FCCP 128,89+ 1,44 8539+108**  8364+1,79* 128,14+ 1,29 # §§

(natoms O/min/mg proteina)

Os resultados sdo expressos em média + e.p.m. (* p<0,05, ** p<0,01, *** p< 0,001 vs Controlo; # p<0,05, ## p<0,01 vs
Mirtilo; 88 p<0,01, §88 p< 0,001 vs HC). Os ensaios forma realizados em duplicado. As mitocéndrias foram energizadas
com succinato.

75



Capitulo 1V — Resultados

Apbs 23 semanas de tratamento, o estado 3 respiratorio revelou-se inferior nos animais
Mirtilo e HC, quando comparado com os dos ratos Controlo e HC+M, enquanto que o estado
4 foi superior nestes mesmos animais (grupos Mirtilo e HC). Consequentemente, os valores
de ICR foram significativamente inferiores nos animais Mirtilo e HC quando comparados
com os dos grupos Controlo e HC+M.

O acoplamento entre a utilizacdo de oxigénio pela cadeia respiratoria ao nivel da
citocromo c¢ oxidase e o ADP fosforilado pela ATPsintase foi determinado calculando o
quociente ADP/O. A acumulagdo de gordura hepética induziu alteracdes estatisticamente
significativas a nivel do valor de ADP/O nos grupos Mirtilo e HC, revelando a existéncia de
um menor acoplamento entre oxidacgéo e fosforilacéo.

A estimulacdo da respiracdo mitocondrial em condi¢es ndo fosforilativas com o
desacoplador FCCP, na presenca de succinato como substrato respiratério, revelou algumas
diferencas estatisticamente significativas, verificando-se uma reducdo nos animais dos

grupos Mirtilo e HC, quando comparando com os Controlo e HC+M.

8.3. Inducéo da permeabilidade transitoria mitocondrial

A suscetibilidade das mitocondrias hepaticas a inducdo da permeabilidade transitoria
mitocondrial (PTM) foi avaliada determinando o entumescimento mitocondrial induzido
pela acumulacdo de calcio nas mitocondrias (Figura 37). As mitocondrias possuem uma
capacidade finita para acumularem célcio antes de ocorrer a inducdo do poro de
permeabilidade transitdria. As mitocondrias isoladas do figado de animais do grupo HC+M
revelam melhor capacidade de homeostase mitocondrial de célcio, quando comparadas com
mitocdndrias de animais do grupo Controlo. J& o grupo HC verificou-se uma pior capacidade
de homeostase mitocondrial. A pré-incubacdo com ciclosporina A (CyA), um inibidor
especifico da PTM (Broekemeier et al., 1989), capacitou a populacdo mitocondrial para
acumular e reter o calcio adicionado, indicando que o entumescimento mitocondrial era

resultado da inducdo da PTM.
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Figura 37 — Suscetibilidade a inducéo da permeabilidade transitéria mitocondrial nos grupos Controlo, Mirtilo, HC e
HC+M (n=7), apds 23 semanas de tratamento. Os dados sdo expressos em média + e.p.m.

8.4. Formacao de espécies reativas ao oxigenio (ROS)

Ao analisar as ROS no nivel basal, observou-se uma diminuicao da fluorescéncia nos
grupos Controlo (1086,55 + 173,31 URF (unidades relativas de fluorescéncia)/dia), HC
(1112,46 £ 105,347 URF/dia) e HC+M (1086,67 = 64,24 URF/dia), comparativamente ao
grupo Mirtilo (1251,64 + 76,55 URF/dia) (Figura 38 — A).

Com a adicdo da antimicina A houve um aumento da fluorescéncia nos grupos
Controlo (1605,67 + 255,25 URF/dia), Mirtilo (1641,87 + 148,97 URF/dia) e HC (1583,97
+ 185,85 URF/dia), comparando com o grupo HC+M (1314,16 £ 152,52 URF/dia) (Figura
38— B).
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Figura 38 — Fluorescéncia mitocondrial no estado basal (A) e com antimicina A (B) no grupo Controlo, Mirtilo, HCe
HC+M (n=7), apbs 23 semanas de tratamento. Os resultados sdo expressos em média + e.p.m; **** p< 0,0001 vs Controlo;
##H#H# p<0,0001, HC vs Mirtilo; 8888 p<0,0001 vs HC.
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8.5. Conteudo em proteinas mitocondriais

Atendendo a que a analise da bioenergética mitocondrial sugeriu alteragdes no sistema
fosforilativo de mitocéndrias hepaticas isoladas do grupo de animais com dieta HC e Mirtilo,
e que se verificou um efeito protetor quando adicionamos a dieta hipercalorica os mirtilos,
existindo uma evidente melhoria nos animais tratados em simultaneo com a dieta
hipercalorica e sumo de mirtilo, decidiu-se analisar os niveis de expressdo das seguintes
proteinas mitocondriais: COX 1V, LC3-I e LC3-Il, OPAL, p62, SirT3, TFAM e TOM20
(Figura 39).

No grupo de animais alimentados com a dieta HC+M observou-se um aumento
significativo da expressao de COX IV (Figura 40), uma proteina responsavel pela regulacdo
do sistema de fosforilagdo oxidativa mitocondrial, comparativamente aos restantes grupos
(p<0,05).

Apesar de ndo existirem diferencas significativas, constatou-se um perfil distinto de
LC3II/LC3I e SirT3 para alguns dos grupos, com um aumento tendencial no grupo HC+M
relativamente aos restantes grupos. Ja em relacdo a OPAL, foi observada uma expressao
tendencialmente superior no grupo HC comparativamente aos restantes, o contrario
acontecendo relativamente a p62, com niveis inferiores no grupo HC. J& em relacdo a
expressdo de TFAM, constatou-se uma reduzida expressao em ambos 0S grupos.
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Figura 39 — Visualizacéo do contetido mitocondrial em COX 1V, LC3-I e LC3-11, OPAL, p62, SIRT3, TFAM e TOM20,
no grupo Controlo, Mirtilo, HC e HC+M (n=4), apds 23 semanas de tratamento.
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Figura 40 — Niveis de expresséo de proteinas mitocondriais: COX IV, LC3-1 e LC3-1I, OPAL, p62, SIRT3 e TFAM, no
grupo Controlo, Mirtilo HC e HC+M, apds 23 semanas de tratamento. Os resultados sdo expressos em média + e.p.m.
(n=2-8 por grupo; * p<0,05 vs Controlo; # p<0,05 vs Mirtilo; § p<0,05 vs grupo HC.
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Capitulo V — Discussdo e Conclusdes

1. Discussao

A definicdo mais comum da pré-diabetes refere-se a TDG e/ou a AGJ, que foram
estabelecidas para definir categorias de glicemia associadas a um risco aumentado de
desenvolvimento de DMT2 (Buysschaert & Bergman, 2011). Na fase da pré-diabetes, a
doenca é quase assintomatica, dificultando assim o seu diagnéstico, no entanto, muitas das
graves complicacOes associadas a doenca ja estdo em desenvolvimento nesta fase. Assim,
sdo necessarias medidas adicionais para prevenir a sua evolugdo, sendo que quanto mais
precoce for a detecdo e intervencdo maior a probabilidade de se conseguir retardar, ou até
evitar, a progressao para estados mais avancados da doenga, com consequéncias (e
complicacdes) mais gravosas.

Para elucidar se ja existem alteracGes e se estas sdo coerentes com a fase da pré-
diabetes, bem como esclarecer os mecanismos subjacentes, é crucial escolher um modelo
animal que apresente alteracBes metabdlicas que mimetizem esta condicdo inicial da
patologia em seres humanos pré-diabéticos (Pagliassotti et al., 1996; Podolin et al., 1998).
Neste trabalho, escolhemos como modelo de pré-diabetes, o rato Wistar alimentado com
uma racao padréo suplementada com uma solucéo de elevado teor de sacarose (HSu, 35 %)
na agua durante 9 semanas, tendo por base estudos anteriores do nosso e de outros grupos
(Nunes et al., 2013; Ribeiro et al., 2005; Conde et al., 2011), que descrevem que estes
animais desenvolvem resisténcia a insulina associada com intolerancia a glicose, mas com
normoglicemia em jejum, sem alteragcdes no peso corporal e na pressao arterial.

O estilo de vida que a populacdo em geral vem gradualmente a adotar, em que 0
excessivo consumo de grandes quantidades de agucares simples em refrigerantes é apenas
um exemplo, esta associado a um aumento do risco de desenvolvimento de DMT2 (Hu,
2013; Malik et al., 2010). Este comportamento alimentar é uma das principais causas do
aumento acelerado da prevaléncia da resisténcia insulina, da DMT2 e das complicacdes
associadas. Além disso, o frequente consumo de dietas hipercaldricas, ricas em lipidos, esta
associado ao desenvolvimento de obesidade, aumento dos niveis de insulina em jejum,
hepatoesteatose e reducéo da tolerancia oral a glicose (Siersbaek et al., 2017; Takamoto et
al., 2014), sem aumento da glicemia em jejum (Lau et al., 2009). Tendo por base estas
evidéncias, e de forma a agravar o estado de pré-diabetes apds as 9 semanas de tratamento

com HSu, adiciondmos uma dieta rica em gordura (60 % de calorias proveniente de lipidos)
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durante 14 semanas, para estudar os mecanismos associados a esta evolugdo e o possivel
efeito protetor do sumo de mirtilo.

Do ponto de vista nutricional, uma dieta humana de 60 % de kcal de gordura seria
considerada extrema em humanos, mas estas séo comumente utilizadas para induzir de forma
mais rapida alteragBes metabdlicas em roedores, a fim de reduzir os tempos experimentais
(Ghibaudi et al., 2002; Johnston et al., 2007). Esta dieta esta associada ao aumento do peso
corporal, deposicao de gordura em varios 6rgéaos e desenvolvimento de resisténcia a insulina
em modelos animais. Antes que ocorram aumentos significativos na deposi¢cdo de gordura
periférica, a dieta hiperlipidica tipicamente aumenta os niveis de gordura hepatica, assim
como a resisténcia a insulina hepética, o que normalmente acontece no decorrer de poucos
dias ou semanas (Samuel et al., 2004). Estudos anteriores empregaram este tipo de dieta rica
em gordura em modelos animais, nomeadamente em ratos GK, para induzir resisténcia a
insulina e promover o desenvolvimento da diabetes (Takamoto et al., 2008). As dietas
hiperlipidicas tém demonstrado induzir uma desregulacéo da expressao génica hepatica com
perturbacdes nas vias lipidica, inflamatdria e oxidativa (Radonjic et al., 2009). Sabe-se que
o figado € um érgdo critico para a regulacdo da homeostase energética do corpo devido ao
seu papel central no metabolismo lipidico e glicidico. A prevaléncia de DFGNA esta a
aumentar em paralelo com a epidemia de obesidade e a resisténcia a insulina, frequentemente
devido as dietas ligadas ao estilo de vida ocidental (Smith & Adams, 2011; Tiniakos, 2010).
A esteatose hepatica € uma consequéncia bem reconhecida da diabetes, onde assume a forma
de DFGNA, com uma frequéncia relatada de 40 — 70 % (Levinthal & Tavill, 1999). A
DFGNA é caracterizada pela acumulacdo de lipidos, sensibilizando o figado para mais danos
induzidos por stresse oxidativo, inflamacéo e fibrose (Day & James, 1998; Day, 2002). A
acumulacdo de gordura hepatica pode derivar do aumento da ingestdo de lipidos na dieta,
aumento da sintese de lipidos (lipogénese de novo) e/ou diminuicdo da oxidacdo. Além
disso, a obesidade e os estados de DMT2 podem associar-se ao aumento da captacdo de AGL
do TA para tecidos ndo-adiposos, como o figado (Day, 2002; Bechmann et al., 2012). A
esteatose hepética tem graves consequéncias, especialmente ao nivel da mitocondria,
organelo celular responsavel pela producéo de cerca de 90 % de ATP consumida na celula
eucaridtica, com um papel central no metabolismo lipidico, sendo visto como um bom
modelo para estudar, entre outros aspetos, os efeitos de alimentos a nivel do tecido (Nicholls,
1982).
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Os tipos de alimentos que ingerimos sdo importantes para a manutencdo de um peso
corporal saudavel (Boeing et al., 2012) prevenindo a obesidade e a DFGNA. O aumento do
consumo de frutas € uma estratégia logica para aumentar a ingestdo de antioxidantes e
reduzir o stresse oxidativo. O consumo de frutas e vegetais, ricas em polifendis,
nomeadamente antocianinas, com forte atividade antioxidante e anti-inflamatoria, sdo
recomendadas para prevenir o desenvolvimento de doencas metabolicas (Skates et al., 2018;
Noratto et al., 2015; Noratto et al., 2017; Huang et al., 2018). O mirtilo, por exemplo, tem
sido usado na producéo de chas para o tratamento da DMT2 na medicina tradicional devido
as suas propriedades protetoras de diversos sistemas, incluindo os microvasculares e
macrovasculares (Valentova et al., 2007; Bao et al., 2008). Tendo em conta estas evidéncias,
e com o objetivo de perceber o papel do mirtilo na prevencdo do efeito de uma dieta
hipercalérica em induzir um estado avancado de pré-diabetes, decidimos usar uma
intervencdo nutracéutica para a prevencdo da evolucdo do estado pré-diabético utilizando
sumo de mirtilo numa dose de 25 g/kg de peso corporal/dia.

Em relacdo a caracterizacdo metabdlica do modelo animal de estado avancado de pré-
diabetes, avaliamos a evolucédo do peso corporal, o perfil de glicemia e insulina em jejum e
no estado pds-prandial, a tolerancia a glicose, a sensibilidade e resisténcia a insulina, para
além do perfil lipidico.

O peso corporal dos animais manteve-se igual até as 9 semanas, nos dois grupos: grupo
Controlo (mantido em dieta normal) e grupo HSu (que ingeriu na bebida uma solucéo de
acucarada com 35 % de sacarose). Estes dados corroboram estudos anteriores do nosso
grupo, 0s quais mostraram que 0S animais submetidos a este regime ndo desenvolvem
obesidade (Nunes et al., 2013; Burgeiro et al., 2017). Ap6s introducdo da dieta hipercaldrica,
das 9 as 23 semanas, houve um distanciamento do peso corporal nos grupos HC e HC+M
relativamente aos grupos Controlo e Mirtilo, resultado da dieta gorda e/ou da preferéncia
dos animais pela bebida adocicada. O nosso modelo de pré-diabetes induzido por uma dieta
hipercaldrica apresentou um aumento de peso corporal que resulta do aumento do aporte
caldrico, apesar da diminuicéo significativa da ingestdo de alimentos (racdo). Isto é, parece
haver uma preferéncia dos ratos pela bebida doce, levando-os a preferir a agua com sacarose
em vez da racdo; contudo, mesmo ingerindo menos racdo que 0s animais dos grupos
Controlo e Mirtilo, o facto da dieta ser hipercaldrica faz com que o aporte caldrico total seja
superior no grupo HC do que nos outros grupos. No grupo HC+M, contrariamente ao grupo
HC, os animais preferiram a ragdo e beberam significativamente menos, mas o aporte

caldrico foi equiparado ao grupo HC, pois existiu uma compensagdo relativa entre a
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quantidade de nutrientes, com aumento do consumo de lipidos e redugdo de hidratos de
carbono. Relativamente ao grupo de ratos tratados com sumo de Mirtilo, verificou-se um
consumo equiparado de racdo em relacdo aos controlos, apesar de beberam
significativamente mais, o aporte calérico foi equiparado ao grupo controlo, ndo se
observando diferencgas no peso corporal destes animais ao longo do estudo. De facto, o0 sumo
de mirtilo apresenta um valor energético relativamente baixo, de cerca de 57 kcal/100 g de
fruto.

Sugere-se que o teor de proteina na dieta é um fator determinante do ganho de peso
durante a alimentacdo ad libitum (Galgani & Ravussin, 2009). O modelo animal pré-
diabético apresentou uma reducdo da ingestdo de proteina e aumentou a ingestao de liquidos
(dgua acucarada), em concordancia com estudos prévios (M Brownlee, 2001). Isso significa
que os animais tratados com dieta HC ingeriram uma quantidade menor de proteina e uma
quantidade maior de lipidos e hidratos de carbono, o que pode ser traduzido por maior massa
gorda e menor massa magra, contribuindo para o aumento do peso corporal. A adi¢do de
sumo de mirtilo a dieta HC ndo originou uma diminuicdo significativa no peso corporal, mas
retardou o excesso de peso. De fato, mesmo no grupo com dieta normal que consumiu apenas
o sumo de mirtilo (grupo Mirtilo), ndo foram observadas diferencas no peso corporal quando
comparado com o grupo Controlo. Em outros estudos, em ratos obesos, a adi¢do de mirtilos
a dieta originou uma diminuicdo do ganho de peso corporal, associada a aumento da
sensibilidade a insulina e reducdo da acumulacdo de lipidos no figado (Roopchand et al.,
2013; Vuong et al., 2009; Hoggard et al., 2013). Outros investigadores demonstraram
igualmente um aumento da sensibilidade & insulina apés o consumo de mirtilo, mas sem
impacto no ganho de peso corporal e na adiposidade, em roedores obesos (DeFuria et al.,
2009; Nair et al., 2014; Takikawa et al., 2010). Para estudar o efeito dos polifenois dos
mirtilos, foram realizados estudos em que os autores demonstraram que o sumo de mirtilo
da cultivar Lowbush (biotransformado com bactéria S.vaccini), incorporado na dgua de beber
de murganhos KKAy durante 3 semanas, reduziu significativamente o ganho de peso nos
ratos. Além disso, 0 sumo protegeu 0s murganhos do desenvolvimento de intolerancia a
glicose e diabetes. Esses resultados mostraram que o sumo de mirtilo biotrasformado possuia
potencial antidiabético num modelo in vivo (Vuong et al., 2009). Um outro estudo corrobora
a ideia de uma dieta gorda suplementada com antocianinas purificadas de mirtilo inibe a
obesidade induzida por dieta e restaurava a fungao das células p (Prior et al., 2010). Outro
estudo verificou que a adicdo de diferentes bagas (groselha e mirtilo) as dietas ricas em

gordura prevenia o desenvolvimento de obesidade e figado gordo em murganhos C57BL/6,
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com reducdo de cerca de 10 % do peso corporal, relativamente ao controlo (Heyman et al.,
2014). Estas diferencas entre os estudos podem estar relacionadas com o tipo de dieta, o
modelo animal experimental (rato ou murganho), a cultivar de mirtilos e a forma de
administracdo utilizada. Em estudos envolvendo humanos, o peso corporal e a composi¢édo
de gordura foram explorados como medidas secundarias e a ingestdo de mirtilo durante 6 a
8 semanas nao alterou a composic¢do corporal em individuos obesos (Stull et al., 2010; Basu
et al., 2010; Stull et al., 2015).

Em relacdo ao perfil glicemico, antes do dia do sacrificio os animais foram submetidos
ao teste tolerancia a glicose (TTG). Verificou-se que a adi¢do de uma dieta hipercalérica
(HC) originou uma reducdo da tolerancia a glicose, ja que a recuperacdo dos valores de
glicemia para niveis basais foi mais lenta do que a verificada nos animais Controlo e Mirtilo.
O grupo de dieta hipercaldrica com sumo de mirtilo (HC+M) resultou numa melhor
recuperacdo dos valores de glicemia do que no grupo HC, o que sugere uma protecao
relacionada com uma melhoria da tolerancia a glicose, ainda que ndo para valores idénticos
aos dos animais controlo. Estes dados foram corroborados pela AUC do TTG, que expressou
uma reducdo significativa da tolerancia a glicose nos grupos tratados com dieta
hipercalorica, sendo que a resposta foi melhor no grupo HC+M comparativamente aos HC.
Neste modelo animal de resisténcia a insulina, é espectavel que ocorra uma producao de
glicose de novo pelo figado, levando a uma gliconeogénese elevada, o que resulta em niveis
aumentados de glicose no sangue no estado pds-prandial e reducdo da tolerancia a glicose,
tal como relatado anteriormente por outros autores (Tal et al., 1991).

Avaliamos ainda a sensibilidade a insulina através de um teste de tolerancia a insulina.
Os nossos resultados mostraram uma reducdo da tolerancia a insulina no grupo com dieta
HC comparativamente aos restantes grupos. O TTI expressou uma maior dificuldade de
reducdo da glicemia apds injecao de insulina, revelador de uma reducdo da sensibilidade a
insulina nos animais com dieta HC. Esta observacao foi corroborada pela AUC do TTI, na
qual se observa um aumento significativo no grupo HC comparativamente com 0S grupos
Controlo, Mirtilo e HC+M. Este resultado confirma que um elevado teor de gordura na dieta
leva a uma resisténcia a insulina diminuida. No grupo HC+M esse efeito foi prevenido, ainda
que para valores um pouco superiores aos dos grupos Controlo e Mirtilo. Esta tendéncia
protetora dos mirtilos foi observada em estudos anteriores em que 0s voluntarios resistentes
a insulina que consumiram mirtilo (na bebida) viram melhorada a sensibilidade a insulina
(Roopchand et al., 2013; Basu & Lyons, 2012). DeFuria et al. (2009) verificaram que

murganhos C57BL/6 que consumiram 60 % dieta gorda + 4 % de mirtilos durante 8 semanas
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tiveram uma menor AUC de glicose (aumento da sensibilidade & insulina) em comparagéo
com 0s murganhos s6 com dieta gorda. Além disso, aumentos semelhantes na sensibilidade
a insulina (avaliados pelo TTI) foram encontrados em murganhos KKAy diabéticos que
consumiram uma dieta de mirtilo durante 5 semanas (Takikawa et al., 2010).

Adicionalmente, o grupo com uma dieta hipercalérica (HC) apresentou tendéncia para
um aumento, mesmo ndo sendo estatisticamente significativo, na glicemia de jejum
comparativamente aos restantes grupos. No entanto, em estado pds-prandial esse aumento
de glicemia ja foi significativamente superior comparativamente aos restantes grupos. Estes
efeitos foram prevenidos (pelo menos parcialmente) nos animais que consumiram sumo de
mirtilo e dieta HC. Esses resultados sugerem que o uso de sumo de mirtilo pode prevenir a
progressdo da pré-diabetes causada por uma dieta hipercalérica. Estudos anteriores
mostraram que o mirtilo pode reduzir significativamente os niveis de glicose no sangue (num
estado de jejum) (Roopchand et al., 2013). Embora a medicéo da glicose no sangue seja
essencial para avaliar a resposta glicémica aguda, a HbAlc é um indicador importante do
controlo glicémico a longo prazo nos ultimos dois a trés meses (Sherwani et al., 2016).
Assim, juntamente com a glicemia de jejum, a avaliacdo da HbAlc é o teste usado para
monitorizar o efeito cronico de um determinado tratamento da diabetes (Sherwani et al.,
2016). Mirfeizi et al. (2016) observaram que o consumo de mirtilo em p6, em ratos com
DMT2, melhorou a glicemia pds-prandial e a HbAlc (em comparacdo com os valores
basais). Relativamente aos valores de HbAlc obtidos no nosso estudo, ndo se observaram
alteracOes entre 0s grupos, como seria de esperar, tratando-se ainda de uma situacao de pré-
diabetes.

Em suma, este modelo pré-diabético avancado (HC) apresentou agravamento das
alteracdes metabolicas relacionadas com a homeostase alterada da glicose. Na fase mais
inicial ja se verificaram desregulacdes metabolicas, evidenciadas por alteracdes na tolerancia
a glicose durante 0 TTG e o TTI, bem como nos niveis de glicose e insulina, indicativos de
resisténcia a insulina, em concordancia com outros estudos (Lirio et al., 2016; Giorelli et al.,
2015). Na fase mais avancada, embora 0s niveis glicémicos em jejum fossem mantidos
dentro dos valores normais (normoglicemia) devido a hiperinsulinemia compensatoria, no
estado pos-prandial j& se encontravam aumentados, associando-se a intolerancia a glicose e
resisténcia periférica a insulina, concordando com outros relatos (Lirio et al., 2016; Fiorini
etal., 1994; Pagliassotti et al., 1996; Dutta et al., 2001). Por outro lado, 0 consumo de mirtilo
nos animais HC preveniu o desenvolvimento das alteracbes metabodlicas ao nivel da

tolerancia a glicose e resisténcia a insulina.
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A hipertrigliceridemia é um dos critérios para o diagnostico da sindrome metabdlica e
parece estar presente em ratos Wistar alimentados com dieta HC (Panchal et al., 2010). O
aumento do fluxo de AGL para o figado (a partir de uma massa de tecido adiposo expandida)
pode levar a superproducdo de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) ricas em
TGs, resultando, por sua vez, em elevados niveis séricos de TGs. A hipertrigliceridemia é
também um reflexo da condicdo de resisténcia a insulina (Eckel et al., 2005). Um estudo
corrobora um comprometimento da tolerancia a glicose, que esta relacionado a incapacidade
da insulina em promover a captacdo de glicose e o metabolismo por tecidos sensiveis a
insulina, o que foi claramente visivel em ratos Wistar alimentados com dieta gorda a partir
da 92 semana do estudo (Panchal et al., 2010).

Estudos com 9 semanas de tratamentos com HSu ja apresentam niveis séricos de TGs
mais elevados, juntamente com o aumento da deposicdo lipidica no tecido hepatico,
observado na coloracdo H&E (Lirio et al., 2016; Simental-Mendia et al., 2015; Ram et al.,
2014; Daly et al., 1997). Os nossos dados corroboram estes resultados. Com efeito,
relativamente a concentracdo sérica de TGs no estado pds-prandial, ap6s 23 semanas de
tratamento, verificou-se um aumento significativo no grupo HC, comparativamente ao
Controlo, corroborando outros estudos anteriores (Marques et al., 2016). Por outro lado,
constatou-se uma diminuicéo significativa no grupo HC+M comparativamente ao grupo HC,
evidenciando assim um efeito protetor dos mirtilos nesta situacao de pré-diabetes. Um estudo
anterior refere que ratos tratados durante 12 semanas com uma dieta suplementada com
mirtilo apresentavam concentracao sérica de TGs séricos superior e menor grau de esteatose
hepética, comparativamente aos animais ndo suplementados com mirtilos (Elks et al., 2015),
0 que esta de acordo com 0s nossos resultados. Com efeito, através da analise histoldgica do
tecido hepatico, com recurso a marcacao do tecido com Hematoxilina & Eosina, verificou-
se um aumento de vesiculas lipidicas e de células inflamatérias no grupo HC, sendo este
efeito atenuado no grupo HC+M. Estudos anteriores realizados em ratos alimentados com
groselhas negras e mirtilos estdo em sintonia com estas observacgdes, ja que mostraram uma
dréstica redu¢do na acumulagéo de gordura no figado (de cerca de 50 %) comparando com
0s ratos que recebem uma dieta rica em gordura sem as bagas (Heyman et al., 2014). A
caracteristica das bagas é que séo ricas em compostos polifendlicos, que possuem diversas
propriedades protetoras para salude e protetoras de doenga, nomeadamente os efeitos
antioxidantes (Del Rio et al., 2013). Os polifendis sdo geralmente metabolizados no intestino
e no figado, recirculam na circulagdo entero-hepética e sugere-se que certos metabolitos se

acumulam em associacdo com goticulas de gordura hepéatica e células do sistema
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imunolégico, produzindo ai os efeitos benéficos, particularmente de caréter antioxidante
(Del Rio et al., 2013; Joven et al., 2012).

Sabendo que a evolucgdo da diabetes estd acompanhada da ativacéo de vias promotoras
de stresse oxidativo, nomeadamente resultantes de glicotoxicidade, que agravam a doenca,
pretendemos avaliar se este modelo j& apresentava marcas de desequilibrio oxidativo e,
paralelamente, avaliar o potencial antioxidante do sumo de mirtilo. Verificou-se que nesta
fase da doenca ainda nédo existem alteracGes significativas de peroxidacdo lipidica no soro,
avaliada pela concentracdo de MDA, bem como do contedo em antioxidantes, avaliado
pelo TAS. Contudo, a razdo MDA/TAS, que nos d& uma indica¢do em relagéo ao equilibrio
oxidativo, estava significativamente aumentada no grupo HC em comparagdo com grupo
Mirtilo e HC+M. Este resultado esta de acordo com um estudo efetuado em ratos
alimentados com dietas com alto teor de gordura e sacarose, no qual se verificou um valor
elevado de MDA sérico em comparagao com ratos controlo (Yao et al., 2017). A reduc¢éo no
grupo HC+M sugere uma protecdo antioxidante que seria de esperar face ao conhecido
caracter antioxidante deste tipo de frutos.

Com efeito, estudos realizados em humanos mostraram que o consumo de mirtilo leva
a um aumento da capacidade antioxidante do plasma (Neto, 2007). Smith et al. (2000),
utilizando tirosina como modelo da oxida¢do de proteinas, ou &cido linoleico como modelo
da oxidacdo de lipidos, verificaram que os extratos de mirtilo apresentaram capacidade de
inibir a oxidacdo destas moléculas quando em presenca de radicais de oxigénio. Giovanelli
& Buratti (2009) sugerem que a atividade antioxidante dos mirtilos parece estar mais
diretamente relacionada com a concentracdo de fendis totais do que apenas com a sua
concentracdo em antocianinas, embora estas também contribuam para as propriedades
antioxidantes destes mesmos frutos (Zheng & Wang, 2003). Os polifendis presentes nos
mirtilos conferiram in vivo, uma protecdo significativa dos eritrécitos contra o stresse
oxidativo (Zafra-Stone et al., 2007), podendo levar a uma diminuicdo dos efeitos do stresse
oxidativo e de estados inflamatérios do sistema vascular (Neto, 2007). Para além disso, as
antocianinas, um dos principais grupos de fendlicos presentes nos mirtilos, tem sido descrito
como potenciais inibidores da peroxidagéo lipidica (Brown & Kelly, 2007). Em trabalhos
posteriores do nosso grupo serd muito importante caracterizar a composi¢cdo do sumo de
mirtilo em termos dos principais compostos bioativos, bem como avaliar o seu potencial
antioxidante e antidiabético neste modelo animal de pré-diabetes.

Como atras referido ao longo do texto, a mitocondria desempenha um papel muito

importante na dindmica celular pela intervencdo nem vasto leque de fungdes da célula,
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incluindo a misséo primordial de geracdo de energia (sob a forma de ATP). Considerando
as alteracdes que encontrdmos ao nivel do figado neste modelo de pré-diabetes (grupo HC),
e a hepatoprotecdo conferida pelo sumo de mirtilo (grupo HC+M), julgdmos importante
perceber se estes efeitos estavam associados a modificacGes da bioenergética e da dindmica
mitocondrial e, para tal, avalidmos um conjunto amplo de parametros.

A avaliagdo do potencial transmembranar mitocondrial (A¥'m) desenvolvido apds
energizacao, é essencial para avaliar a funcdo mitocondrial, uma vez que este parametro
reflete diferencas no potencial elétrico e representa 0 maior componente do gradiente
eletroquimico de protdes através da membrana, contribuindo para mais de 90 % da energia
disponivel para a fosforilagdo oxidativa (Nicholls, 1982). A capacidade de desenvolver A¥m
e de recuperar apos fosforilacdo do ADP adicionado e manter um potencial semelhante ao
inicial, sdo parametros que se encontram alterados nas mitocondrias de figados dos ratos
tratado com dieta HC e, de forma algo surpreendente, também nos ratos alimentados com
sumo de mirtilo sem a dieta HC. A diminuicdo do potencial nestes mesmos ratos pode ser
reflexo de um aumento da permeabilidade passiva da membrana mitocondrial interna a
protdes ou de uma diminuicdo do numero de protdes ejetados em associacdo com 0
transporte de eletrdes através da cadeia respiratoria (Murphy, 1989; Brand, 1990). O
consumo mitocondrial de oxigénio em repouso, isto é, o estado 4 respiratério, foi
significativamente mais elevado nos animais desses dois grupos (HC e Mirtilo).
Adicionalmente, o consumo de oxigénio foi avaliado na presenca de um inibidor da
translocacdo de protdes através de ATP sintase (oligomicina). Nestas condi¢fes, 0 consumo
de oxigénio foi inferior nos mesmos grupos. A lag phase, que corresponde ao tempo que
precede a repolarizacdo ap6s a adicdo do ADP, estava aumentada nas mitocondrias hepaticas
dos animais do grupo HC e do grupo Mirtilo, em relacdo aos ratos dos grupos Controlo e
HC+M. Paralelamente, o estado 3 respiratorio foi menor nos animais do grupo HC e do
grupo Mirtilo, o que sugere que houve uma perda de eficiéncia na capacidade oxidativa e
fosforilativa das mitocéndrias hepaticas. A avaliacdo do grau de acoplamento entre a
utilizacdo de oxigénio pela cadeia respiratoria ao nivel do citrocromo ¢ oxidase e 0 ADP
fosforilado pela ATP sintase (quociente ADP/O), revelou-se menor nos animais do grupo
HC e do grupo Mirtilo. Contudo apesar do aumento no estado 4 respiratorio, a transferéncia
sequencial de eletrdes pela cadeia respiratoria estava acoplada de forma eficiente a
fosforilagdo de ADP pela ATP sintase. Concluiu-se assim que a menor capacidade de
recuperagdo do A¥Ym, o decréscimo no estado 3 respiratorio e quociente ADP/O, refletem

um acoplamento menos eficiente entre o sistema fosforilativo e oxidativo.
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Foi também analisada a respiragdo mitocondrial na presenca de FCCP, que é um
protonoforo que permeabiliza a membrana mitocondrial a protdes, estimulando desta forma
a cadeia respiratoria a taxas maximas de consumo de oxigénio. A observacdo de que a
respiracdo mitocondrial é significativamente inferior na presenca de FCCP, nos grupos HC
e Mirtilo, associada ao decréscimo do estado 3 respiratdrio, indica que existem alteragdes a
nivel da cadeia respiratdria (Du et al., 1998) que podem refletir alteracbes dos complexos
respiratorios devido a alteragbes membranares, causadas pela acumulagdo de gordura no
hepatocito (Zeisel & Blusztajn, 1994).

Em resumo, a fun¢do mitocondrial hepética de animais alimentados com dieta rica em
HC, e também de animais mantidos com sumo de mirtilo, revelou disfungdes na
bioenergética mitocondrial. Ocorreu o desenvolvimento de esteatose com consequente perda
de eficiéncia da fungdo mitocondrial (estado 4 superior, A¥Ym, estado 3, ICR, ADP/O e
respiracdo na presenca de FCCP inferiores) o que poderia ser esperada no grupo HC mas é
de alguma forma surpreendente no grupo Mirtilo, merecendo futura investigacao para avaliar
as causas deste efeito.

Independentemente da eficiéncia da bioenergética mitocondrial, as mitocondrias
isoladas a partir do figado de animais do grupo HC e do grupo Mirtilo revelaram ao longo
do estudo maior suscetibilidade a inducdo, por célcio, da permeabilidade transitoria
mitocondrial (PTM). A inducdo da PTM esta associada a condi¢des patoldgicas, como a
acumulacdo excessiva de célcio na mitocondria, despolarizacdo mitocondrial, stresse
oxidativo e deplecdo do contetdo celular em ATP (Crompton, 1999; Bernardi et al., 2001).
Um estudo refere que hepatécitos de animais Zucker Fatty com 6 a 7 semanas de idade
apresentam maior suscetibilidade a indugdo da PTM por um acido biliar e que a inducéo da
PTM em hepatdcitos esta relacionada com o aumento da formacdo de ROS e disfuncao
mitocondrial (Kobak et al., 2005). As mitocondrias desempenham um papel importante na
regulacido da homeostase do Ca?* intracelular. Relatos anteriores descrevem algumas
irregularidades no PPTM associadas a diabetes (Kristal et al., 1996; Oliveira et al., 2001).
Como a abertura do PPTM pode ser induzida pelo aumento da quantidade de Ca®* e pelo
stresse oxidativo, e considerando que a diabetes leva ao aumento do stresse oxidativo, devido
a hiperglicemia constante (Baynes, 1991; Rosen et al., 2001; Rosen et al., 2000), deve-se
esperar um aumento da PTM dependente de Ca?* induzida durante a diabetes (Kowaltowski
etal., 2001).

As mitocbndrias sdo as principais produtoras de ATP em células de mamiferos

eucaridticos e também as principais fontes intracelulares e alvo de ROS. O aumento da
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geragdo de ROS esté implicado na "toxicidade da glicose: glicotoxicidade™ caracteristica da
diabetes (Palmeira et al., 2007). Ao analisar as ROS a nivel basal, observamos uma
diminuicdo da florescéncia nos grupos Controlo, HC e HC+M comparativamente ao grupo
Mirtilo. Com a adicdo da antimicina A houve um aumento da florescéncia no grupo Controlo
Mirtilo e HC, comparando com o grupo HC+M.

Est& bem estabelecido que a hiperglicemia provoca um aumento na producdo de ROS,
devido ao aumento da entrada de equivalentes redutores na cadeia de transporte de eletrées
mitocondrial (Nishikawa et al., 2000; Michael Brownlee, 2001). Trabalhos de Yu e
colaboradores (2006) mostraram que a exposi¢do a condicOes de elevada glicose leva a
mudancas dindmicas na morfologia mitocondrial devido a superproducdo prolongada de
ROS. No entanto, a relacéo entre a producdo de ROS e a biogénese mitocondrial ainda nao
estd clara. Com base na indicacdo de alteracdo da funcdo mitocondrial pela hiperglicemia,
pressupde-se que o0 aumento da producdo de ROS induzida pela hiperglicemia desencadeia
a diminuicdo da biogénese mitocondrial (Palmeira et al., 2007).

O estado diabético € caracterizado pela abundancia persistente de substrato na
circulacdo. Ha um excesso estavel dos seguintes substratos metabdlicos: glicose, AGL
(Boden, 2003), TGs (Frohlich & Steiner, 2000), lactato (Kelley & Mandarino, 1990) e
corpos cetdnicos (Avogaro et al., 1996). Isso leva a uma diminuicdo nas atividades de varias
vias metabolicas, uma vez que os produtos finais sdo menos necessarios. Assim, 0 aumento
da disponibilidade de substrato (como a glicose) leva a um aumento na secrecao de insulina
e também a um incremento no stresse oxidativo, nomeadamente uma maior producdo de
ROS (Hammes et al. 2003). O aumento da disponibilidade de substratos oxidaveis leva ao
aumento do A¥m que, por sua vez, conduz a uma diminuicdo da velocidade de fosforilagcdo
oxidativa, aumentando a reducdo parcial de oxigénio e a geracdo de ROS (Rolo e Palmeira
2006). A elevacdo da producdo de ROS pode ser neutralizada devido a atividade antioxidante
presente no mirtilo (Ferreiraetal., 2010). A semelhanca das nossas observagdes, um trabalho
anterior demostrou aumento dos niveis de ROS com extrato de mirtilos do Alasca (Scerbak
et al., 2016). Xenosmose € um fendmeno que explica como as plantas stressadas pelo meio
ambiente produzem compostos bioativos que conferem resisténcia ao stresse e beneficios de
sobrevivéncia aos animais que os consomem (Hooper et al., 2010). Plantas e frutos, como
os mirtilos, produzem metabolitos secundarios, como polifendis (Grace et al., 2014). O
consumo desses metabolitos vegetais por animais pode ativar vias de resposta ao stresse
diferentes dos efeitos antioxidantes regulares, melhorando assim o envelhecimento geral e a
saude (Howitz & Sinclair, 2008; Gems & Partridge, 2008). Além disso, os mirtilos do Alasca
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tém mostrado inibir a inflamagdo em culturas de células neuronais através de mecanismos
bioldgicos diferentes do “tradicionais” efeitos antioxidantes e de diminuicao da producéo de
ROS (Gustafson et al., 2012). Véarios estudos demonstram que baixos niveis de ROS podem
ser benéficos na ativacdo de vias de sinalizacdo para iniciar processos bioldgicos (Van
Raamsdonk & Hekimi, 2012; Sasakura et al., 2017). Em C. elegans, as ROS em baixas
concentragbes podem atuar como uma molécula mensageira secundéria, levando a
acumulacdo de gordura (Singh et al., 2008). Verificou-se que esse aumento no contetido de
gordura tem efeitos contrarios a longevidade (Singh et al., 2008), possivelmente devido a
diferengas na estrutura da gordura, a sua localiza¢do ou a0 momento da sua acumulagéo.

A informacdo relativa a bioenergética e dindmica mitocondrial foi complementada
com estudo da expressdo proteica de algumas proteinas importantes nos processos em que a
mitocondria participa de forma muito particular. Verificou-se um aumento no contetdo de
COXIV no grupo de dieta HC+M comparativamente aos restantes grupos. Como a citocromo
c oxidase (COX, complexo 1V) € a Gltima enzima da cadeia respiratéria mitocondrial e é um
local de regulacdo do sistema de fosforilagdo oxidativa mitocondrial, ela catalisa a
transferéncia de eletrbes do citocromo ¢ reduzido para o oxigénio molecular (Brunori &
Wilson, 1995; Calhoun et al., 1994) numa reacdo acoplada ao bombeamento de protdes
através da membrana mitocondrial interna, auxilio assim o estabelecimento do gradiente
eletroquimico mitocondrial (Hatefi, 1985). N&o existiram alteracdes ao nivel dos grupos no
que diz respeito ao TFAM, um dos reguladores da biogénese mitocondrial.

Em relagdo & Opa-1, apesar de ndo existirem diferencas significativas, verificou-se um
aumento no grupo HC relativamente aos restantes. A expressao da proteina de Opa-1 e da
GTPase mitofusina-2 (Mfn2) duas proteinas da dinamica de fusdo mitocondrial, estdo
dramaticamente alteradas em individuos obesos e resistentes a insulina (Zorzano et al.,
2009). A Opa-1 também controla a estrutura da crista da membrana interna mitocondrial, e
assim, a liberacéo de citocromo ¢ durante a apoptose (Olichon et al., 2006). O processo de
fusdo mitocondrial é finamente regulado pelas proteinas mitofusinas 1 e 2 (Mfnl e Mfn2),
presentes na membrana externa da mitocondria (Santel & Fuller, 2001) e pela Opa-1,
presente na membrana interna (Delettre et al., 2001). Embora a Opa-1 esteja localizado na
membrana mitocondrial interna, ela também regula a fusdo da membrana mitocondrial
externa, provavelmente pela interacdo com as mitofusinas (Cipolat et al., 2004; Sesaki,
2003). O processo de fusdo das membranas mitocondriais é regulado pela clivagem

proteolitica de Opa-1 pela Oma-1, o qual ocorre quando ha um decréscimo no A¥Ym (Head

et al., 2009). Assim, caso ocorra uma perda do A¥Ym, o processo de fusdo ndo ocorrera
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devido a clivagem de Opa-1. Sdo disto exemplos o musculo estriado esquelético, células
endoteliais e células B pancreaticas de doentes com DMT2, nas quais foi observado que as
mitocondrias sdo menores e apresentam morfologia alterada, apresentando vacutolos, além
de possuirem um contetdo proteico reduzido de Mfn2 e Opa-1 e maior expresséo de Fisl
(Anello et al., 2005; Bach et al., 2005; Bach et al., 2003; Kelley et al., 2002; Shenouda et
al., 2011). Estas altera¢6es na dindmica mitocondrial foram também observadas em modelos
animais de DMT2 (Bach et al., 2003; Bindokas et al., 2003). O aumento na fragmentagéo
mitocondrial foi relacionado com um decréscimo na fusdo, devido a uma reducdo no
contetido proteico e do RNAmM de Mfn2 (Bach et al., 2003). Tem sido também demonstrado
que altas concentragdes de glicose induzem a fissdo mitocondrial em linhagem de células do
figado, do coragdo, do endotélio, das ilhotas pancreaticas e em culturas primarias de
neuronios e de células do sistema cardiovascular, parecendo ser este o gatilho para a
desregulacdo da dindmica mitocondrial na DMT2 (Leinninger et al., 2006; Paltauf-
Doburzynska et al., 2004; Yu et al., 2006; Yu et al., 2008).

A p62, proteina que promove a ubiquitinacdo mitocondrial, encontra-se reduzida no
grupo HC. A p62 contém um local de ligacdo a ubiquitina e um local de ligacdo a LC3 (Bitto
etal., 2014). Foi demonstrado que durante a mitofagia a p62 liga mitocondrias ubiquitinadas
a autofagossomas associados a LC3 (Katsuragi et al., 2015; Manley et al., 2013).

Os nossos resultados revelam ndo existir mudancas significativas na Sirt3, apesar de
tendencialmente elevada no grupo HC+M quando comparando com os restantes grupos. Os
niveis de acetilacdo global na familia das sirtuinas sdo controlados em parte pelas proteinas
desacetilases dependentes de NAD™ (Schwer & Verdin, 2008), sendo a SIRT3 a desacetilase
mitocondrial primaria (Lombard et al., 2007). Estudos estabeleceram um papel paraa SIRT3
na adaptacdo ao stresse metabdlico induzido pela privacdo de nutrientes (Hirschey et al.,
2010; Qiu et al., 2010; Hallows et al., 2011; Shimazu et al., 2010). Publicacdes recentes de
Hirschey et al. (2011) e Jing et al. (2011) demonstram que a expresséo e atividade da SIRT3
é afetada pela alimentacdo rica em gordura e desempenha um papel na prevencéo de doengas
metabdlicas relacionadas com o envelhecimento, incluindo obesidade, resisténcia a insulina
e diabetes. Hirschey et al. (2011) mostram que os niveis de RNAm e proteina SIRT3 no
figado sdo reduzidos quando os ratos séo alimentados cronicamente com dieta hiperlipidica,
resultando em hiperacetilacdo de proteinas na mitocéndria, a semelhanca de outros trabalhos
(Cantd & Auwerx, 2009; Kendrick et al., 2011). No nosso estudo, contudo, nao verificAmos

alteracdes significativas.
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2. Conclusoes

Os nossos resultados mostraram que este modelo pré-diabético de 23 semanas de dieta
hipercaldrica (grupo HC), composta por elevados teores de hidratos de carbono (35 % de
sacarose) e durante 9 semanas, acompanhados de dieta hiperlipidica (60 %) nas 14 semanas
seguintes, que mimetiza pelo menos em parte as dietas ocidentais, origina aumento do peso
corporal, hiperglicemia no estado po6s-prandial (com normoglicemia em jejum), reducéo da
tolerancia a glicose (verificada pelo TTG), aumento da concentracao serica de insulina no
estado pds-prandial (ndo em jejum), resisténcia a insulina (confirmada pelo TTI), aumento
da concentracdo sérica de TGs, e reducdo da capacidade antioxidante total no soro e aumento
do estado oxidativo (avaliado pela razdo MDA/TAS). Para além disso, esteve associado ao
desenvolvimento de esteatose hepética focal constatada pela acumulacdo de gordura visivel
através da andlise histolégica, para além de diversas alteracGes relacionadas com a
bioenergética mitocondrial hepatica, incluindo perturbacbes ao nivel do A¥m (aumento da
lag-phase, indicativo de alteracdes a nivel do sistema fosforilativo), aumento da respiracdo
mitocondrial, diminuicdo da permeabilidade mitocondrial e um aumento da expressao
proteica de COXIV (indicativa da existéncia de alteracdes ao nivel do sistema de fosforilacao
oxidativa mitocondrial).

A adicdo de sumo de mirtilo a dieta hipercalérica (grupo HC+M) foi capaz de prevenir
0 desenvolvimento de grande parte das modificacbes metabolicas induzidas pela dieta.
Especificamente, melhorou a sensibilidade (e a resisténcia) a insulina e a tolerancia a glicose,
preveniu a hipertrigliceridemia e o estado oxidativo sérico, para além de que atenuou as
alteracbes hepaéticas, tanto a nivel da esteatose focal como dos processos associados a
dindmica mitocondrial. O impacto aparentemente nefasto do sumo de mirtilo, per se (sem
dieta HC), ao nivel da bioenergética e dindmica mitocondrial € merecedor de um estudo
posterior mais aprofundado para compreender 0s mecanismos eventualmente envolvidos.

Serdo igualmente necessarios estudos adicionais para perceber melhor compreenséo
dos mecanismos celulares e moleculares subjacentes aos efeitos protetores do sumo de
mirtilo nesta fase da pré-diabetes, agravada por uma dieta hipercaldrica, incluindo a
avaliacdo de outros tempos de exposicdo, outras doses de sumo de mirtilo e/ou dos seus
principais componentes, bem como anélise de outros marcadores, nomeadamente a nivel
hepético, mas também nos restantes tecidos periféricos associados a intolerancia a glicose,

a resisténcia a insulina e a glico e lipotoxicidade.
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