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Depois,é criticada pela oposi¢éo.
Finalmente, é aceita por ser

evidente por si mesma”

Schopenhauer



Resumo

Introducé&o: A prevaléncia de doengas cronicas tem crescido em decorréncia do
aumento da obesidade nos Ultimos anos. Peptideos secretados pelo trato
gastrointestinal, como o peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) e o peptideo
YY (PYY), exercem papel fundamental no controle da ingestéo alimentar, pois levam
informacdes acerca dos nutrientes ingeridos até o sistema nervoso central,
possuindo efeitos anorexigenos e/ou orexigenos. Tanto GLP-1 quanto PYY séo
produzidos pelas células-L do ileo distal e célon, sendo liberados ap6s a ingestao
alimentar. Além do efeito incretina produzido pelo GLP-1, ambos os peptideos
apresentam implicagdes no controle do apetite, o qual reflete na redugédo do peso
corpéreo. Objetivos: Demonstrar um aumento na secre¢do de GLP-1 e PYY apds
sobrecarga oral de diferentes tipos de lipidios, comparados a controle negativo
(dagua) e positivo (glicose). Métodos: Foi realizado um estudo experimental
controlado em ratos Wistar, distribuidos em 4 grupos de acordo com a sobrecarga
oral: grupo MUFA (6leo de oliva); grupo SAT (banha suina); grupo GLUC (glicose) e
grupo CONT (&gua), foram avaliadas as concentracfes séricas de GLP-1 ativo e
PYYs3.3 nos tempos: 0, 15, 30, 60 e 120 minutos. As sobrecargas foram
isovolumétricas e isocaldricas, com excegdo do grupo controle. Resultados: Houve
pico de secregcdo do GLP-1 pds-sobrecarga no grupo MUFA no ponto 120’ vs CONT
e GLUC (p=<0,001) e no ponto 30’ quando comparado ao seu baseline. Também
observou-se pico de secre¢cdo de PYY no grupo MUFA vs CONT no ponto 30’
(p=0,015); no ponto 60’ vs CONT e GLUC (p=0,019) e no ponto 120’ vs CONT e
SAT (p=0,02). A carga secretada do PYY foi maior no MUFA quando comparada ao
CONT (p=0,04). Verificou-se forte correlagdo entre os niveis basais e AUC’s do
GLP-1 e PYY (r=0,57; (p= 0,02); r=0,39; (p<0,001)). A propor¢do GLP-1/PYY
apresentou um coeficiente médio de 3,77 (x2,04). O grupo MUFA evidenciou niveis
menores de glicose e maiores de insulina no ponto 15, enquanto SAT mostrou
niveis maiores de glicose e menores de insulina neste ponto, porém, sem diferenca
significativa. Conclus@o: A sobrecarga oral de fontes de acidos graxos
monoinsaturados promoveu um pico de secre¢cdo do GLP-1 de forma répida e no
gue diz respeito ao PYY, o pico foi mais sustentado. Estudos adicionais sao
necessarios, a fim de se avalir o efeito de fontes distintas de lipideos da dieta sobre
a secrecgdo destes peptideos e seus efeitos na saciedade.

PALAVRAS-CHAVE

GLP-1, PYY, insulina, glicemia, &cidos graxos monoinsaturados, acidos graxos
saturados.



Abstract

Background: The increased prevalence of chronic diseases has risen due to
obesity. Gut peptides, such as glucagon-like peptide 1 (GLP-1) and peptide YY
(PYY), play an important role controlling food intake in response to a meal. GLP-1
exerts the known incretin effect stimulating the release of insulin in a glucose-
dependent manner. Besides its insulinotropic effects, it is well established that GLP-1
slows gastric emptying, and also inhibits inappropriate glucagon release, additionally
improves satiety. Both PYY and GLP-1 are produced by L cells of the distal ileum
and colon. Objective: Demonstrate an increased secretion of PYY and GLP-1 after
oral overload of different types of lipids, compared to negative (water) and positive
(glucose) control. Methods: We conducted a controlled experimental study in Wistar
rats, divided into 4 groups according to oral overload: MUFA group (olive oil), SAT
group (lard:), carbohydrates group (glucose) and CONT group (water), It was
evaluated the serum concentration of active GLP-1 and PYY3.3 in the times: 0O, 15,
30, 60 and 120 minutes. Overloads were isovolumetric and isocaloric, but the control
group. Results: It was verified a higher peak secretion of GLP-1 in MUFA group at
120' after overload vs. CONT and carbohydrates (p < 0.001) and at 30" when
compared to its baseline (p=0,01). It was shown a higher secretion peak of GLP-1
after MUFA overload at time 120’ vs CONT e GLUC (p<0,001) and at time 30’ when
compared to its baseline. It was also verified a PYY release peak in MUFA vs CONT
at time 30’ (p=0,015); 60’ vs CONT e GLUC (p=0,019) and 120’ vs CONT e SAT
(p=0,02). PYY release load presented higher in MUFA group when compared to
CONT (p=0,04). A strong correlation was seen between baseline PYY and GLP-1
(r=0,57; p= 0,02) as their AUC’s (r=0,39; p<0,001). GLP-1/PYY proportion release
presented a mean coefficient of 3, 77(x2,04).Conclusion: monounsaturated fatty
acids promoted a release peak of GLP-1 in a faster manner and concerning PYY this
peak was more sustained. Further studies are necessary to evaluate whether distinct
diet fatty acids can ameliorate these gut peptides release and their role on satiety.

KEYWORDS

GLP-1, PYY, insulin, glucose, monounsaturated fatty acids, saturated fatty acids.
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1 Introducéo

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, ha 300 milh6es de obesos no
mundo, sendo que um terco desta parcela encontra-se nos paises em
desenvolvimento. A prevaléncia de doengas cronicas como as dislipidemias,
hipertenséo arterial sistémica (HAS) e diabete mellitus do tipo 2 (DM2) tem crescido

em decorréncia do aumento da obesidade.

Peptideos secretados pelo trato gastrointestinal, como o peptideo semelhante
ao glucagon 1 (GLP-1), peptideo YY (PYY), grelina e peptideo insulinotropico
dependente de glicose (GIP), exercem papel fundamental no controle da ingestéo
alimentar, pois levam informagfes acerca dos nutrientes ingeridos até o sistema

nervoso central (SNC), possuindo efeitos anorexigenos e/ou orexigenos.

O GLP-1 é um peptideo produzido pelas células-L do ileo distal e célon sendo
liberado ap6s a ingestéo alimentar. O GLP-1 age nas ilhotas pancreaticas tanto nas
células-B pancreéticas (estimulando a sintese de insulina) quanto nas células-a
(inibindo a secrecdo de glucagon). Além disso, retarda o esvaziamento gastrico por
meio de acao local e hipotalamica, diminuindo o apetite.

Outro peptideo que desempenha um importante papel no controle dos
mecanismos de fome e saciedade é o PYY. O PYY, assim como o GLP-1, também é
secretado pelas células-L do ileo distal. As formas moleculares ativas circulantes de
PYY s&o: PYYi.3s € PYYs36 (anorexigeno). Mesmo antes de chegarem as partes
mais distais do intestino, onde as células éntero-endécrinas contendo GLP-1 e PYY
estdo presentes em maior quantidade, os nutrientes j4 provocam a liberacéo desses
peptideos na circulagéo, indicando que durante a alimentagdo, a secrecdo pode
também ser regulada por mecanismos neurais, através do nervo vago, bem como

por mecanismos humorais, via liberagéo de colecistoquinina (CCK), e GIP.

A composicgéo da dieta e os tipos de macronutrientes influenciam a secregao
de GLP-1 e PYY de maneiras diferentes. Lipideos s@o 0s mais potentes
estimuladores da secre¢do de ambos. O comprimento da cadeia dos &cidos graxos

parece ser crucial para esse efeito, sendo que acidos graxos de cadeia longa



promovem maior resposta secretoria quando comparados com &cidos graxos de

cadeia média.

Os mecanismos pelos quais os nutrientes estimulam a célula-L intestinal
ainda nado estdo bem elucidados. GLP-1 e PYY sao hormobnios que merecem
destaque nesse contexto, constituindo um alvo promissor para a agao terapéutica
em doencas cronicas. Além do efeito incretina produzido pelo GLP-1, ambos os
peptideos apresentam implicagdes no controle do apetite, refletindo na redugéo do

peso corpoéreo, dos niveis pressoéricos e na melhora da funcao cardiovascular.
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2 Revisao da literatura

Atualmente ha cerca de 300 milh6es de obesos no mundo, sendo que um
terco desta parcela encontra-se nos paises em desenvolvimento(2). A prevaléncia
de doencas cronicas como a dislipidemia, hipertenséo arterial sistémica (HAS) e
diabete mellitus do tipo 2 (DM2) tem crescido em decorréncia do aumento da
obesidade (3). Dentre os inumeros desafios impostos por esta pandemia, encontra-
se o0 desenvolvimento de medidas terapéuticas mais eficazes para combaté-la.
Dessa forma, a compreensdo de mecanismos neuro-enddcrinos como o0

comportamento alimentar e o balango energético se tornam primordiais.

O comportamento alimentar se d& por meio de conexdes neurais periféricas,
as quais informam a porcdo central do sistema nervoso (SNC) tanto acerca do
estado nutricional imediato quanto sobre a quantidade de alimentos ingerida, através
de peptideos secretados pelo trato gastrointestinal (TGI), levando a finalizacdo da
refeicdo. Em contrapartida ha horménios os quais transportam informac¢fes sobre a

quantidade de estoque energético disponivel sob a forma de tecido adiposo.

Peptideos secretados pelo TGl exercem papel fundamental no controle da
ingestdo alimentar. A partir da presenca de alimento no tubo digestério, ocorre a
formagdo de um eixo de controle com alcas de retroalimentacédo entre a porgao
superior do TGI e os campos de projecdo neural extrinseca com seus respectivos
neurénios-alvo no SNC, os quais definem o eixo denominado intestino-encéfalo. Tal
nomenclatura sinaliza a diregdo do fluxo de informagbes ao longo da via neural:
sinais aferentes desencadeados pelo contato do tubo digestério com nutrientes
ingeridos partem desses locais e chegam a porc¢des do sistema SNC intermediando
0 comportamento alimentar. As vias aferentes neurais S840 0S nervos vago e
esplanicos os quais inervam o TGI e juntos compreendem o componente neural
extrinseco do eixo intestino-encéfalo. Na parede de todo TGl encontram-se 0s
plexos nervosos mioentérico (plexo de Auerbach) e submucoso (plexo de Meissner),
onde ambos constituem a porcdo intrinseca neural do eixo anteriormente

mencionado. O plexo mioentérico € responsével pelo controle de movimentos

gastrintestinais e 0 submucoso, majoritariamente pela secre¢cdo e fluxo
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gastrintestinais. Juntas estas por¢des coordenam eventos musculares e da mucosa

do TGl e, por consequéncia, a sinalizacéo ao SNC.

O eixo intestino-encéfalo possui também uma al¢ca humoral constituida por
neuropeptideos (expressos no TGl e SNC), os quais sdo liberados pelo tubo
digestorio a partir da ingestdo de nutrientes. Tais peptideos como a grelina, o
peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1), peptideo insulinotrépico dependente
de glicose (GIP) e o peptideo YY (PYY), chegam a corrente sanguinea e a regides
do SNC, responséveis pelo controle da ingestdo de alimentos, através de

informagdes hormonais.

Dentre os inUmeros mecanismos que necessitam de elucidag&o, encontra-se
0 papel do nutriente na secregdo de hormonios relacionados ao mecanismo fome-
saciedade(4), como GLP-1 e PYY. Tal esclarecimento acarretard no melhor controle
da ingesta alimentar, gerando uma nova ferramenta para o tratamento da obesidade

e suas co-morbidades.

A alimentacdo provoca a secre¢do de mdultiplos hormbnios gastrointestinais
envolvidos na regulacdo da motilidade intestinal, na secre¢do de acido géstrico e
das enzimas pancreaticas e na absor¢céo de nutrientes. As incretinas sdo horménios
produzidos pelo TG, liberados quando h& entrada de nutrientes no intestino(5). Esse
conceito foi desenvolvido a partir da comparagéo entre nutricdo enteral e estimulo
intravenoso isoglicémico. Ao confrontar essas duas vias verificou-se que a primeira
consistia em um fator insulinotrépico mais potente(6). A diferenca na secrecdo de
insulina entre uma quantidade de glicose administrada por via oral e 0 mesmo
montante administrado por via intravenosa é chamado de efeito incretina (Figura 1) e

os horménios responsaveis por este efeito séo chamados de incretinas(7).
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Figura 1. Efeito Incretina.

Sendo assim, as incretinas desempenham um relevante papel no controle da
liberagdo fisioldgica da insulina. O primeiro horménio encontrado foi a somatostatina.

Além desse, desempenham tal efeito o GIP e o GLP-1.

2. 1. Peptideo Semelhante ao Glucagon 1 (GLP-1)

O segundo horménio incretinico identificado foi o GLP-1, cuja producéo se da
pelas células do tipo L do ileo distal e célon sendo liberado apds a ingestdo
alimentar. O GLP-1 age nas ilhotas pancreaticas tanto nas células-g (estimulando a
sintese de insulina) quanto nas células-a (inibindo a secre¢cdo de glucagon).

Ademais, retarda o esvaziamento géstrico por meio de acéo local e hipotalamica,

contribuindo para saciedade(8).
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2.1.1 Sintese e Estrutura Molecular

O GLP-1 é um produto da génese do glucagon, consituido por peptideos de
30 e 31 aminoécidos (9) (10). O seu gene é expresso nas células-a do péancreas,
onde ocorre a sintese do produto primario, o pré-proglucagon, o qual possui trés
sequéncias: glucagon e peptideos semelhantes ao glucagon 1 e 2 (GLP-1 e GLP-2)
(12).

Nas células-L intestinais o GLP-1 é clivado a partir do precursor pro-glucagon
pela enzima proconvertase 1/3. Nas células-a do pancreas o pré-glucagon é clivado
em glucagon pela enzima proconvertase 2 (7).

A sua producdo se da por meio de um peptideo inativo (GLP-1;.37-amina),
cujo C-terminal contém uma glicina. A forma ativa é produzida pela clivagem pés-
traducional de 6 aminoacidos a partir do N-terminal (GLP-1,.37). Sua forma truncada
(GLP-17.37) pode ser amidada na glicina final do C-terminal e é a principal forma
circulante (Figura 2). Ambos (GLP-1;3; e GLP-1,3 amida) possuem equipotente

acdo insulinotropica(7).
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Figura 2. Processamento do Proglucagon.
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2.1.2. A Célula-L Intestinal

A célula-L intestinal € uma célula enddcrina do tipo aberta, com forma delgada
e triangular, cuja base é apoiada na lamina basal, a qual possui microvilosidades
que se projetam para o lumen (11). Através dessas microvilosidades a célula-L é
capaz de identificar a presenca de nutrientes nesta regido e transformar essa
informacdo em um estimulo & secrecdo de peptidios, como o GLP-1. Uma vez
exocitado, tal horménio se difunde pela lamina basal até a lamina prépria cujo

transporte para a circulagdo portal se d& por meio do fluxo sanguineo (12).

2.1.3. Estimulo e regulacdo da secrecéo

Apo6s uma refeicdo, a presenca dos nutrientes no duodeno ativa uma alga
neuroenddcrina proximal-distal, que estimula a secrecdo de GLP-1 a partir das
células-L no ileo e colon. Sabe-se que, em roedores, a liberagdo de GIP pelas
células-K ativa aferéncias vagais as quais posteriormente causam a liberagdo de
GLP-1. O fluxo de nutrientes para se¢des mais distais do intestino levam a interac&o
direta destes com as células-L, relacdo esta que também estimula a secrecdo de
GLP-1(13).

Os receptores de GLP-1 (GLP-1Rs) s&o vastamente expressos no TGIl, em
ilhotas pancreéticas e em outros 6rgdos periféricos(10). O estimulo aos GLP-1Rs
resulta em um aumento de adenosina monofosfato ciclica (AMPc) intracelular e da
concentracdo de célcio, que nas células-B é um sinal para a exocitose de insulina
previamente sintetizada(14).

A principal produgéo e secrecdo local de GLP-1 é regulada em parte pelo
sistema nervoso através do sistema colinérgico e receptores M1 e M2; além disso, a
estimulacdo adrenérgica também desempenha certo papel. Receptores de GLP-1
(GLP-1Rs) estao presentes no SNC(15).
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Estimulo por nutrientes

H& muito se sabe que a secre¢do de peptideos de regulacdo do apetite é
parcialmente dependente da energia total, do consumo e pode ser afetada por
diferentes tipos de dietas(16).

Um estudo investigou os efeitos de trés dietas (rica em sacarose, rica em
amido e rica em lipidios) sobre a glicemia, lipidemia e resposta hormonal em
mulheres nunca-obesas e ex-obesas. A area sob a curva (AUC) do GLP-1 mostrou-
se maior durante a dieta rica em gordura e mais baixa durante a dieta rica em amido
e sacarose(17). Portanto, a gordura parece ser um estimulador mais potente de

GLP-1 que o carboidrato, sem diferenga entre os tipos de carboidrato usados.

Em roedores, Yoder et al(18), observaram que além de ser mais estimulada
por lipidios, a secrecdo de GLP-1 também € dose-dependente. Em quatro modelos
de dietas com concentra¢cbes lipidicas diferentes, verificou-se que o pico de
estimulacéo foi 10 vezes maior do que o jejum para niveis de GLP-1 e 4 vezes maior

que os niveis de jejum para GIP em resposta a dieta mais concentrada em lipidios.

Alguns estudos mostram que o estimulo & secrecdo de GLP-1 pode ser maior
dependendo dos diferentes tipos de lipidios administrados (19,20,21,22). De acordo
com Radulescu et al (19), a secre¢do de insulina estimulada pela ingestdao de
gorduras (banha, 6leo de cartamo e azeite de oliva) pode ser mediada por um
aumento na concentracdo de GLP-1. Este peptidio evidenciou um acréscimo maior
ainda quando estimulado por uma dieta com alta concentragédo de azeite de oliva,

rico em &cidos graxos monoinsaturados (MUFA’s).

Além disso, a presenca de receptores especificos para é&cidos graxos
insaturados de cadeia longa, como o receptor GPR120, promove a secrecao de
GLP-1 in vitro e in vivo, fato que, em ambos, acarreta no aumento da insulina
circulante (23). Outro experimento realizado em cultura celular evidenciou o papel da
Proteina Kinase-C ¢ na sinalizacdo dos &cidos graxos insaturados de cadeia longa, o
que estimularia a secrecdo de GLP-1, resultando em uma maior resposta

insulinica(20).
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Rocca et al, 2001 testaram os efeitos de uma dieta rica em MUFAs e outra
rica em gordura saturada no que tange a tolerancia glicémica e a secre¢éo de GLP-1
pela célula-L em ratos Zucker. O grupo que recebeu dieta rica em MUFAs
apresentou melhora na tolerancia glicémica, o que pode ter ocorrido em virtude do
aumento da secrecdo de GLP-1. Uma possivel explicagdo para a maior resposta
secretoria de GLP-1 induzida por MUFAs, quando comparado a glicose, é de que
ocorre uma estimulagcdo das células-L através de mecanismos indiretos, ja que a
glicose é rapidamente absorvida nas regides proximais do TGI, assim ndo alcancaria
as por¢des mais distais em altas concentragfes, onde hd maior nimero de células-
L(24).

Um efeito diferencial de gorduras saturadas e monoinsaturadas na secrecao
pés-prandial de GLP-1 em sujeitos saudaveis e pacientes diabéticos ja foi
observada(21,22). Os MUFAs parecem, portanto, ser potentes estimuladores da
secrecao de GLP-1, tanto em enterdcitos cultivados de ratos quanto in vivo, j& que

possuem estrutura de cadeia longa (25).

Outros secretagogos

Além da estimulacdo Iluminal por nutrientes, um nudmero adicional de
peptideos intestinais e neurotransmissores, bem como horménios sistémicos,
parecem modular a secre¢cdo de GLP-1(13).

Estes incluem somatostatina, através de feedback negativo com GLP-1;
GABA, aumentando a liberacdo de GLP-1 e agonistas a e B-adrenérgicos, os quais,
respectivamente, inibem e estimulam a secrecdo de GLP-1 através das céluas-L
intestinais de ratos perfundidos.

A leptina também apresenta certo papel no estimulo a liberacdo de GLP-1 em
humanos e roedores, efeito este, abolido na presenca de resisténcia a leptina em
ratos obesos. A insulina parece ser um importante secretagogo de GLP-1, ja que em
situacao de resisténcia insulinica e obesidade e DM2 os niveis de GLP-1 encontram-

se reduzidos(13).
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2.1.4. Degradagéo

A degradacéo de GLP-1 ocorre devido a acdo da enzima dipeptidil peptidase
IV (DPP-IV), que se expressa ndo s6 na borda em escova dos enterécitos, mas
também nas células endoteliais que revestem os vasos capilares da lamina prépria.
Ademais, esta enzima também é responséavel pelo metabolismo extremamente
rapido de GLP-1, resultando em uma meia-vida no plasma de 2-1 min, produzindo
uma taxa de depuracdo metabdlica superior ao quadrado da cardiaca. O metabdlito
também é rapidamente eliminado, principalmente nos rins, com meia-vida de 4-5
min(26).

Devido a degradacdo extensiva, a concentracdo plasmética do horménio
intacto € muito baixa podendo ndo aumentar significativamente em resposta a
pequenas refeicbes. A determinagdo da concentragdo do metabdlito, que serd muito

maior, pode revelar que houve estimulagéo das células-L(27).

2.1.5 Acéo

Fome e Saciedade

Os neurdnios responsaveis pela expressdo do pré-proglucagon estdo
localizados no tronco cerebral, desenvolvendo um papel na regulacéo da ingestéo
alimentar. Tem-se demonstrado que tais neurdnios projetam-se em areas
hipotalamicas, as quais ja se sabe estarem envolvidas tanto na regulacdo da

ingestdo alimentar quanto hidrica (28-31).

Mecanismos Centrais

Através de sua acdo no SNC, o GLP-1 provoca um aumento da temperatura,
juntamente com a secre¢cdo de hormdnios hipofisérios, incluindo horménio
estimulador da tire6ide, hormdnio luteinizante, e vasopressina. Em camundongos

com mutagdo do receptor para GLP-1 (GLP-1R-/-), a principal funcdo do eixo
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hipotalamo-hipo6fise-adrenal (HHA) é preservada, embora haja um aumento nas
concentragdes de corticosteréides em resposta ao estresse(32).
A administracdo intracerebroventricular de GLP-1 possui um efeito

anorexigeno, suprimindo o consumo energético em ratos (33-36).
Mecanismos Periféricos

Sabe-se que a administracdo periférica de receptores antagonistas de GLP-1
inibe o esvaziamento géstrico(37) e suprime a ingestdo alimentar tanto em ratos(38)
quanto em humanos (39-42).

O GLP-1 periférico também esta relacionado & saciedade, uma vez que a
administracdo exégena de GLP-1 reduz o volume da refeicdo em ratos®® e em
primatas ndo-humanos(43). Em seres humanos, a administracdo oral de analogos
de GLP-1 ocasiona aumento de seus niveis circulantes, mantendo-os em variacdes
fisiologicamente normais, inibindo a alimentacdo e promovendo aumento da
saciedade(44).

A administracdo intravenosa de GLP-1 ocasionou um aumento da sensagao
de saciedade e plenitude, além de atenuar a fome e a vontade de comer, bem como
reduziu significativamente o consumo de alimentos por meio da inibicdo do
esvaziamento gastrico, resultando na reducdo do peso corporal em humanos
saudéaveis(39).

Em um estudo conduzido por seis semanas verificou-se um decréscimo de
cerca de 15% na ingestdo alimentar e redugédo do IMC em pacientes com DM2
submetidos & infusdo subcutdnea continua ou inje¢Bes subcutaneas de GLP-1,
quatro vezes ao dia antes das refeicbes, comparando a infusdo de soro
fisiologico(45).

Poucos trabalhos acerca do papel fisioldgico do GLP-1 periférico na
saciedade foram conduzidos, estudos adicionais sdo necessérios para analisar o
papel e/ou o comportamento do GLP-1 na obesidade. Entretanto, um estudo mostra

que reduzida concentragédo de GLP-1 foi observada em individuos obesos(7).
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Secrecdo de Insulina e Células-B Pancreaticas

Sao muitas as acdes periféricas do GLP-1. Além do seu efeito incretina,
também exerce um papel protetor e proliferativo para as células-f pancreaticas em
roedores (46-49).

O efeito agudo de agonista de receptor de GLP-1 nas células-f promove o
aumento da liberagdo de insulina glicose-dependente, seguido por um aumento da
biossintese deste hormbdnio por meio da estimulacdo da transcricAo do seu
gene(50). Embora sejam necessarios maiores esclarecimentos sobre o0s
mecanismos responsaveis por tais efeitos, acredita-se que sdo mediados por AMP-c,
proteinas transportadoras de glicose, atividade dos canais de potassio e célcio e
proteinas kinase(51).

Em individuos saudaveis, a infusdo do antagonista de receptor de GLP-1,
durante o teste de tolerancia a glicose, aumentou a area sobre a curva (AUC) e o
pico poés-prandial dos niveis glicémicos. Em pacientes diabéticos, o efeito desta
incretina parece encontrar-se perdido ou diminuido(42).

A administracdo parenteral de GLP-1 em pacientes diabéticos mostrou uma
pronunciada resposta insulinica, todavia, o padrdo secretorio de GLP-1 no DM 2

ainda nao esta completamente elucidado(43).
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2.2 Peptideo YY (PYY)

O peptideo YY (PYY) é um polipeptidio secretado por células enteroendécrinas
do tipo L, principalmente a partir do ileo e do co6lon(1l). Em 1980, Tatemoto e Mutt
isolaram o PYY pela primeira vez, a partir da mucosa intestinal de porcos(52). Sua
nomenclatura se deve a presenca do aminoacido tirosina (abreviagdo: Y) em ambas
as extremidades N- e C-terminal da cadeia linear de 36 aminoacidos que forma sua
estrutura, sendo que sua extremidade C-terminal possui a tirosina ligada a um grupo
-NH2, formando uma amida C-terminal(53) . Em 1988, Tatemoto et al. isolaram e
identificaram a seqiéncia de aminoacidos do PYY humano(54). As estruturas
diferem nos amino&cidos das posi¢des 3, com substituicdo de alanina por isoleucina,

e 18, com substituicdo de serina por asparagina.

2.2.1 Sintese e estrutura molecular

O PYY pertence a familia de peptideos que inclui neuropeptideo Y (NPY) e
polipeptideo pancreatico (PP), chamada de familia PP-fold. Essa denominagéo se
d& porque a cadeia de amino4cidos dos peptideos dobra sobre si mesma, formando

uma curva acentuada, semelhante a letra U(55).

A estrutura dos membros da familia PP-fold caracteriza-se pela presenca de
uma hélice de prolina, formada por residuos de prolina nas posicdes 2, 5 e 8, ligada
a extremidade N-terminal. A hélice de prolina & conectada, por uma regido chamada
de giro B, a uma a-hélice anfipatica(56), que por sua vez é seguida por residuos
configurados em curva flexivel, ligados a extremidade C-terminal(57) (Figura3).
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a hélice

Hélice dz prolina

Curva [unmada pelus
residuos 33-30.

Figura 3. Imagem representativa da estrutura do PYY humano.

As formas moleculares ativas circulantes de PYY s&o: PYY1.36 € PYY3.35 (58).
O PYY 3-36 se origina da acdo da enzima dipeptidil peptidase - IV (DPP-1V), que
cliva o dipeptideo tirosina-prolina (Tyr-Pro) da extremidade N-terminal do PYYi.36
(14) , a qual constitui a forma predominante no periodo pés-prandial(59)(60).

2.2.2 Estimulo e Regulacdo da Secrecéao

Os efeitos desses peptideos se dao via receptores do tipo Y, pertencentes a
familia dos receptores acoplados a proteina G,dos quais cinco subtipos foram
clonados em mamiferos: Y1, Y2, Y4, Y5 e y6(61). Em primatas, o gene que codifica
0 y6 é considerado um pseudo-gene, uma vez que nédo leva a expresséao de proteina
funcional(62). Os subtipos de receptores Y possuem diferentes graus de afinidade
com PYY, NPY e PP: Y1 tem como ligantes mais potentes as formas néo clivadas de

NPY e PYY; Y2 possui maior afinidade por formas clivadas de NPY e PYY, que
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possuem somente a extremidade C-terminal; Y4 tem como ligante mais potente o
PP; e Y5 possui maior afinidade por NPY(62).

Os niveis circulantes de PYY s&o baixos no jejum, elevando-se apds ingestdo
alimentar, atingindo picos geralmente entre 60 e 120 minutos(63, 64, 65), podendo
se manter elevados por até cinco horas(66). Essa mudanca pés-prandial indica que
0 PYY pode agir como um sinal de saciedade(67). No periodo pos-prandial, a forma

PYY 336 predomina, representando 54% dos niveis circulantes de PYY(60).

Mesmo antes de chegarem as partes mais distais do intestino, onde as
células éntero-enddcrinas contendo PYY estdo presentes em maior quantidade, os
nutrientes ja provocam a liberac@o desse peptideo na circulacdo(68), indicando que
durante a alimentacdo, a secrecdo de PYY pode ser também regulada por
mecanismos neurais, através do nervo vago, por mecanismos humorais, via
liberacdo de CCK(61), ou ainda por mecanismos de transdugdo sensorial, com
participagdo de receptores gustativos presentes nas células éntero-enddcrinas, 0s
quais sdo ativados por contato direto com nutrientes(62). Distensdo géstrica(69),
consumo hidrico(70), alimentacdo simulada(71l) e adocantes artificiais n&o

caldricos(72) néo alteram a secrecdo de PYY.

Estimulo por Diferentes Nutrientes

A composicgéo da dieta e os tipos de macronutrientes influenciam a secregao
de PYY de maneiras diferentes, tendo lipideos e proteinas efeitos mais

pronunciados do que carboidratos (63).

Um estudo em roedores comparou o consumo de: sacarose, glicose e frutose
adicionada a agua disponivel para consumo diario. Os dois primeiros apresentaram
niveis plasmaticos de PYY maiores apds 24 horas, quando comparados ao grupo
controle. Apés uma semana, ndo houve diferenga entre os grupos, mas ao final de
duas semanas, todos 0s grupos apresentaram niveis plasméticos de PYY menores

que o controle, sem diferengas entre si(73).
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Em humanos, infusdes intra-gastricas de solu¢des contendo glicose ou
frutose (diluidas em quantidades ajustadas para intensidade de dogura em relagéo a
sacarose) elevaram os niveis plasméticos de PYY total, em comparagdo com 0s
niveis de jejum, apos 28 minutos para infusdo de glicose e apds 38 minutos da
infus@o de frutose. Porém, em 120 minutos, a resposta secretoria de PYY foi maior
somente para glicose. As solugbes foram preparadas para se igualarem em
intensidade de dogura e, portanto, ndo foram isocaléricas, ja& que o poder de dogura
da glicose € menor que o da frutose, o que pode dificultar a interpretacdo desses
resultados(72), visto que, as preparagdes de maior volume, podem promover um

aumento precoce nos niveis de PYY(61).

Lipideos sdo os mais potentes estimuladores da secrecdo de PYY(74). O
comprimento da cadeia dos &cidos graxos parece ser crucial para esse efeito, sendo
que &cidos graxos de cadeia longa promovem maior resposta secretéria quando
comparados com &cidos graxos de cadeia média(60). Poucos estudos avaliaram até
o momento a influéncia do grau de saturacdo de lipideos na secrec¢éo do PYY. H&
discordancia na literatura em relagdo a existéncia de diferencas na capacidade
estimulatéria de gordura saturada e monoinsaturada na secrecdo do PYY(75, 76).
Um estudo mostrou que a secrecdo de PYY é estimulada de maneira similar tanto
por sobrecarga de acidos graxos saturados como por Aacidos graxos
monoinsaturados(76), enquanto outro estudo mostrou que a secrecdo de PYY é

estimulada de maneira mais potente por acidos graxos monoinsaturados .

2.2.3 Agéo

3.3.1- Fome e Saciedade

A administracdo de PYY pode resultar em alteragbes no comportamento

alimentar, causando tanto efeitos orexigenos quanto anorexigenos(77).
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Mecanismos Centrais

Administradas centralmente, as duas formas de PYY podem levar a efeitos
opostos, dependendo do sitio de administracdo. Em ratos alimentados, PYYi.3s
administrado no nucleo paraventricular levou a hiperfagia(78), efeito este, também
foi causado apdés administracdo intracerebroventricular de PYYi;3 em
camundongos(79) e de PYYss em ratos(80). Tal agdo orexigena de ambas as
formas do PYY, apdés serem administradas nessas regifes, pode ser atribuida a
ativacao de receptores Y1 e Y5, pois camundongos deficientes nos dois receptores
ndo apresentaram comportamento hiperfagico(81). Ap6s administragdo direta no
nucleo arqueado de ratos em jejum, o PYY3.36 levou a reducéo da ingestao alimentar
cumulativa de 2 horas(82), efeito provavelmente mediado por receptores Y2,

expressos em grande quantidade nesse nucleo hipotalamico(83).

Mecanismos Periféricos

Quando administrado perifericamente, a principal acdo do PYY é a reducgéo
da ingestdo alimentar(82). Inje¢des intraperitoniais de PYYs3s em roedores em
jejum(82) ou sem privacdo alimentar(84), logo antes do inicio da fase escura,
durante a qual os roedores exibem maior consumo(85), levaram a redugédo da

ingestdo alimentar cumulativa de até 24 horas.

Em camundongos apresentando obesidade induzida por dieta hiperlipidica,
infusdes subcutaneas diérias de PYYs36, durante 28 dias, provocaram reducéo da

ingestao alimentar cumulativa e do peso corporal(86).

A forma PYYi.3, que é orexigena quando administrada centralmente (87)
(78), apresenta efeito anorexigeno quando administrada perifericamente em
ratos(88) e em camundongos(89). Tal efeito pode se dar devido a converséo
periférica de PYYi1.3s em PYYsgss, pela acdo da DPP-IV(14). Em humanos, tanto
individuos obesos quanto eutroficos se mostram sensiveis ao efeito inibitério no

apetite causado pelo PYYs36 (82, 90). Em adultos eutroficos, PYYs36 reduziu a
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ingestédo caldrica, o tempo de duracao de uma refeicdo e a ingestédo de liquidos, de

maneira dose-dependente(64).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo principal

Avaliar os efeitos de sobrecargas orais de diferentes tipos de lipidios,
comparados a controle negativo (dgua) e positivo (glicose).na secrec¢éo de GLP-1 e
PYY.

3.2 Objetivos secundérios

0 Observar os picos de secre¢do do GLP-1 e PYY apds sobrecarga

oral de diferentes tipos de nutrientes;
0 Analisar a carga secretada (area sob a curva - AUC) da secrec¢ao
de GLP-1 e PYY apds sobrecarga oral de diferentes tipos de

nutrientes;

o Correlacionar as cargas secretadas do GLP-1 e PYY;

0 Determinar a proporgéo de secregdo GLP-1 e PYY ;
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4 Justificativa

Os mecanismos que regulam a secre¢cédo dos hormonios GLP-1 e PYY ainda

nao estado bem descritos.

Diferentes tipos de macronutrientes parecem estimular sua liberagdo. Héa
dados sobre o efeito estimulatorio de carboidratos e lipidios. Acidos graxos
saturados (SAT) e monoinsaturados (MUFAS) podem atuar de maneira distinta no

estimulo a secrecao da célula-L.

Devido ao fato destes peptidios estarem envolvidos no controle do apetite,
sua secrecao pode permitir uma melhor resposta a anormalidades metabdlicas, bem
como de mecanismos relacionados ao controle da ingestao alimentar, possibilitando

novas intervengdes em pacientes obesos e insulino-resistentes.
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Abstract

Aims: To evaluate the effects of an acute oral overload of different lipids, compared
to control in the release of GLP-1 and PYY. Material and Methods: We conducted a
controlled experimental study in Wistar rats, divided according to oral overload:
MUFA group (olive oil), SAT group (lard), GLUC group (glucose) and CONT group
(water), We evaluated active GLP-1 and PYY3.36 measures at the following times: 0O,
15, 30, 60, 90 and 120 minutes after the oral load and then area under the curve
(AUC). Statistical significance was determined as p < 0.05. Results: We found a
significant GLP-1 increase in the MUFA group at 30" when compared to its baseline
(p=0.01) and a higher GLP-1 secretion peak at 120" compared to CONT and GLUC
(p = 0.001). We demonstrated a PYY release peak in MUFA vs CONT at time 30’
(p=0.015) 60’ vs CONT and GLUC (p=0.019) and 120’ vs CONT and SAT (p=0.02).
PYY AUC was higher in the MUFA group when compared to CONT (p=0.04). A
strong correlation was seen between PYY and GLP-1 (r=0.57; p=
0.02).Conclusions: MUFAs promoted a slight but significant peak of GLP-1
compared to saturated fatty acid load. MUFAs also provoked an increase in PYY
release while saturated fat overload did not, which was more vigorous and sustained
than the GLP-1. The secretions of both peptides are correlated with each other,
indicating that they may be co-secreted after MUFA load. MUFA may have a unique
mechanism for GLP-1 and PYY release not seen with saturated fat overload in this
study.

KEYWORDS

GLP-1, PYY, insulin, glucose, monounsaturated fatty acids, saturated fatty acids.
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Introduction

According to the World Health Organization, there are 300 million obese
people worldwide(1). The prevalence of chronic diseases such as dyslipidemia,
hypertension and diabetes mellitus type 2 (DM2) has increased due to the increase

in obesity(2).

Peptides secreted by the gastrointestinal tract, such as glucagon-like peptide 1
(GLP-1) and peptide YY (PYY), play a fundamental role in controlling food intake,
sending satiety signals to the central nervous system (CNS), producing anorexic or
orexigenic responses. GLP-1 is produced by the pro-glucagon gene in the entero-
endocrine L-cells of the small bowel and colon in response to nutrients. It is a gut
hormone that exerts the known incretin effect stimulating the release of insulin in a
glucose-dependent manner. Subsequent investigations confirmed that GLP-1 is the
most important prandial hormone responsible for insulin secretion(3). Besides its
insulinotropic effects, it is well established that GLP-1 slows gastric emptying(4), and
also inhibits inappropriate glucagon release(5), stimulates beta cell proliferation and

differentiation in rats and in vitro(6, 7) and additionally improves satiety(8, 9).

Another peptide that plays an important role in controlling the satiety
mechanisms is peptide YY (PYY). PYY, like GLP-1, is also secreted by L-cells of the
distal ileum(10) in response to the amount of calories ingested. A truncated form,
PYY336 exerts anorectic action and is apparently mediated through the inhibitory
actions via NPY-2 receptors highly expressed in orexigenic NPY neurons in the
hypothalamic arcuate nucleus in the hypothalamus (11). The acute peripheral
administration of PYY3.36 resulted in a significant reduction of food intake and body

weight suggesting its potential therapeutic application for obesity treatment(12).

Mechanisms by which nutrients stimulate GLP-1 and PYY release have
not been completely elucidated. Macronutrients influence the release of these gut
peptides in different ways. Lipids are the most potent stimulators of their secretion
and the chain size of fatty acids appears to be crucial to this effect. Long chain fatty

acids can promote a greater secretory response when compared with medium-chain
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fatty acids(13). The effect of lipids in gut peptides secretion however is (ou has not
been completely) not completely understood, especially in respect of the effect of
monounsaturated and saturated fatty acids after an acute load in GLP-1, PYY and
insulin.

Moreover, this knowledge allows the development of new allies as therapeutic
tools in the treatment of obesity and its comorbidities, especially regarding food

intake and glycemic control.

The aim of the present study was to verify whether an oral macronutrient overload

may cause an effect on PYY, GLP-1 and insulin release.
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Materials and Methods
Study design

We conducted a controlled experiment with an acute overload of 2 different types of

fatty acids and compared to water and glucose overload.
Animals

A total of 44 male Wistar rats, weighing 200-300g, was included in this study.
Animals were randomized by body weight. Groups were determined according to their
macronutrient overload through gavage: CONT group (water as vehicle); GLUC group
(glucose 80%); SAT group (lard) and MUFA group (olive oil). All overloads were
isovolumetric (the total volume was calculated to occupy 80% of animal gastric
capacity) and isocaloric (MUFA, SAT and GLUC groups received a mean of
0.026Kcal/g per body weight) except in the CONT group.

Animals were kept in a 12/12hr light-dark cycle and fed with standard chow and
water ad libitum. The night before experimentation animals were kept in overnight
fasting (12 hour). After 12-hour overnight fasting, blood was collected from the retro-
orbital artery in a glass cannula directly to an eppendorf tube at baseline (0) and the

following time points: 15’, 30’, 60, 90" and 120 minutes after the load.

All experimental procedures were performed in accordance with institutional animal
welfare guidelines and approved by the Ethics Committee of Hospital de Clinicas de

Porto Alegre.
GLP-1, PYY, Insulin and Glucose measurements

GLP-1, PYY and Insulin were determined by Luminex® using Milliplex Rat Map
Gut Hormone Panel - 03 plex kits purchased from Linco® Research (purchased by
Millipore, Billerica, MA). During the blood collection an appropriate amount of
dipeptidyl-peptidase-4 inhibitor was added to stabilize GLP-1. Blood was mixed with
dipeptidyl-peptidase-4 inhibitor within less than 30 sec after collection. Then it was
immediately placed in an ice bath and centrifuged at 1000xg for 10 minutes, to

separate serum according to the manufacturer’s instructions. Capillary blood collected
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from the tail was used to determine glucose values by glucometer (Medisense Optium
Xceed Meter).

Statistics

A comparison of continuous variables and differences between groups was
performed by ANCOVA with Bonferroni correction. The area under the curve (AUC)
was determined by the trapezoidal method and analyzed by ANOVA with Tukey.
Correlations were performed by Pearson's correlation test. Statistical significance
was determined as p<0.05. Statistical analysis was performed using SPSS version
19.0 for Windows. The results were presented as mean and standard error for all

parameters
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Results

Table 1 shows baseline measures concerning body weight, insulin, glycemia,
GLP-1 and PYY levels. There was no difference among groups regarding weight,
fasting glycemia, fasting insulin, fasting GLP-1 and fasting PYY.

GLP-1

We verified that the MUFA group presented a slight but significant increased
peak secretion of GLP-1 at 30 minutes in relation to baseline and an increased
secretion at 120" minutes when compared to the CONT and GLUC groups
respectively; (p<0.001) (Figure 1b). When we evaluated the area under the curve
(AUC), meaning the whole secretion load in time, there were no differences between
groups (Figure 1a). There was also no change in GLP-1 secretion in relation to
baseline or to the SAT or GLUC or CONT groups.

PYY

In the MUFA group, PYY was significantly increased from baseline at 60
minutes (Fig 2b). PYY released response was also higher in the MUFA group than
CONT at time point 30’ (p=0.13). (Moreover, the MUFA group showed higher PYY
secretion when compared to the CONT and GLUC groups at time point 60’
(p=0.019). The area under the curve (AUC) was significant higher in the MUFA group
than in the CONT group (p=0.04) (Figure 2a). At time point 120’ the MUFA group
presented a higher PYY level than the CONT and SAT groups (p=0.02) (Figure 2b).

Insulin and Glucose

Insulin release was unchanged in MUFA and in the SAT and CONT groups.
Significantly augmented insulin secretion was seen only in the GLUC group at time
point 15 minutes (p= 0.003) (Figure 4b). As expected, the AUC of both glycemia and
insulinemia was significantly higher only in the GLUC group when compared to other
groups as well as their released loads (Figure 3a and 4a). Glycemic levels of the

GLUC group were higher at time points 15’, 30’, 60°, 90’ and 120’ compared to all



49

other groups. There was also a significant peak in glucose concentration at 60 and
120 minutes in the SAT group in relation to baseline. This was an expected result

since the GLUC group was the positive control (Figure 3b).
Correlations

A strong correlation was found between GLP-1 and PYY basal secretion levels
(p= 0.02). It was also observed that the correlation was maintained when post-
overload secretion was evaluated through area under the curve (AUCs) of GLP-1
and PYY (p<0.001) (Figure 6a e 6b).

PYY / GLP-1 secretion proportion

As to the release proportion of GLP-1/PYY, a sustained relation of 3.77 to 1

was seen during the 120 minute period (data not shown).
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Discussion
GLP-1

In the present study we found a slight peak of GLP-1 after monounsaturated
fatty acids (MUFASs) at time point 30’, which represents an increase of 1.3 times in
relation to baseline. This did not occur in the group that received saturated fatty acid
(SFA). The MUFA group also presented a higher release peak at time point 120’ in
relation to controls. The entire secreted load of GLP-1 did not differ among groups.

Only a few studies have assessed the use of monounsaturated fats in acute
GLP-1 secretion. In the study of Lakoubov et al, using intravenous and rectal infusion
of long chain fatty acids an augmentation of GLP-1 secretion was shown compared
to the use of short and medium chain fatty acids or vehicle, and this increase was
obtained at 60 minutes after the load(14). The GLP-1 range went from 2 up to 8
times above baseline. The present study is in accordance with this, however the
higher levels observed in the aforementioned study were probably due to the
administration mode and the type and dose of the macronutrient chosen. Yet, this 8-
fold increase may be closely related to monounsaturated fatty acids (long chain fatty
acids) administered through rectal administration, since the end of the small bowel
and colon is the area with the highest L-cell concentration. Therefore, the minor
increase found in our study may be due to the more physiological administration
route (oral) chosen, reinforcing the hypothesis that there is a possible association
between long-chain fatty acids and GLP-1 release by means of L-cell stimulation in

the distal ileum.

The impact of macronutrients on humans was also evaluated in terms of gut
peptide regulation and glycemic control, during six months by 3 different isocaloric
diets (MUFA; MUFA + low glycemic index diet and standard diet). MUFA, regardless
of glycemic index, was associated with augmented baseline levels of GLP-1 and
PYY, besides improved glycemic levels(15). Although we have developed an acute
experimental study in rats, our findings agree with this, since we reported an increase

of GLP-1 and PYY release mediated by MUFA. We can also speculate regarding
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allegedly approved glycemic response, which can be ascribed to the fact that the

MUFA group did not show a difference in its glucose levels during the experiment.

We found that although a huge amount of lipid overload was given, only a
slight peak of GLP-1 was elicited that was not sufficient to elicit further stimulus in
insulin secretion. The literature reports a more sustained peak in both healthy and
insulin resistant(27) humans and in rats after intravenous(14) and rectal(14) infusion
of MUFAs. However we did not find a study with an oral overload of MUFAs and
insulin response in rats. We believe that the MUFA effect in GLP-1 might not be
relevant for inducing an acute significant alteration in the glucose-insulin relation at

least in the time observed.

Mechanisms involved in the macronutrient stimulus for GLP-1 luminal
stimulation are still emerging. The presence of a G-protein-coupled receptor, named
GPR 120, is abundantly expressed in the intestine, functioning as a receptor for
unsaturated long-chain free fatty acids which indirectly can promote glucose-
stimulated insulin secretion by stimulating GLP-1 release. Free fatty acids (FFAS)
evoke a specific increase in the intracellular calcium concentration which increases
the phosphorylated kinase regulatory signal (ERK; p44/42), stimulating the release of
GLP-1. Apparent stimulatory activities were detected for free fatty acids with an
unsaturated chain length of Cis to Cx°. Besides that, some membrane transport
proteins associated with fatty acids, as well as intracelular fatty acids binding proteins
have been described that can modulate the Protein Kinase-C ¢ (PKC () activity in
oleic acid-induced GLP-1 secretion(16-18).

PYY

The MUFA group presented a substantially higher secretion load of PYY than
the SAT and CONT group. Our finding suggests that MUFAs may promote a more
vigorous and sustained release of PYY than GLP-1. This finding is in accordance
with previous studies (19)(20)(21), which describe the impact of macronutrients on
the secretory response of PYY, suggesting that lipids play a major role in stimulating

its release.
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Additional studies indicate that differences in the nature and degree of
saturation of fatty acids exert distinct effects on the secretory stimulus of PYY®9°, |t
was demonstrated that intraduodenal infusions of long-chain fatty acids (fish oil with
20-22 carbons and corn oil 18 carbons) elevate total PYY by 1.7 times when
compared to fasting levels (22). Similarly to corn oil, olive oil, used in our study as the
source of MUFA, is also a long-chain fatty acid as it is composed by 74% of
monounsaturated fatty acids with a chain length containing 18 to 24 carbons.
Therefore, the length of the chain may have an important role in the secretion

stimulus of PYY.

In another study it was shown that administration of corn oil into the duodenum
and ileum did not stimulate PYY release beyond baseline levels during 120 minutes.
On the other hand, oleic acid (MUFAS) produced significant secretory responses 60
minutes after its administration (23). In accordance with this finding, we evidenced
an increase of the stimulatory response of PYY induced by oleic acid. However, this
increase occurred at time point 30'. One of the possible causes concerning this
difference between findings may be the administration route, since we chose a more
physiological one.
Another consideration related to PYY release would be the vagal tone stimulation
and humoral stimulus through CCK release (24). However our findings do not indicate
a significant role for vagal tone stimulation of PYY release because the CONT group,
which was submitted to a similar gastric volume overload, did not show an increase

in PYY secretion in the period studied.

As both PYY and GLP-1 are secreted by intestinal L-Cells it is not surprising
that their secretion might be related to each other in vivo. Ballantynes et al.,
demonstrated that pharmacological infusions of GLP-1 can induce a decrease in
basal PYY levels in humans, suggesting that GLP-1 augmentation directly inhibits
PYY entero-endocrine L-cell secretion (25). Thus, GLP-1 would participate in a
biofeedback loop which auto-regulates intestine L-cells secretion and down-regulates
PYY release. In the present study, however, we did not confirm this finding, but we
found it interesting that there was a strong correlation between GLP-1 and PYY ,

indicating that both peptides may be co-secreted by L-cells and also that the
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proportion of secretion (PYY to GLP-1 3:1) was similar in the fasting state as well as
after MUFA overload. In this study it was impossible to define if any down-regulation

occurred because we did not infuse any of these peptides.

It should be noted that currently there are no studies focusing on the discovery
of specific receptors for long-chain fatty acids that can stimulate PYY release, such
as the GPR 120 for GLP-1 (18). Itis possible that PYY and GLP-1 are co-secreted by
entero-endocrine L-cells, but the assumption that this receptor may also be able to

increase PYY release may be considered in future studies.

Comparing glucose and insulin excursion between MUFA and SAT groups,
there was no significant change, but SAT increased baseline-related glucose levels
while MUFA did not.

If monounsaturated fatty acids have the ability to stimulate GLP-1 release (26)
then it is to be expected that it could indirectly stimulate the release of insulin in an
insulinotropic effect on the beta-cell, however it was not found in the present study.
On the other hand, the SAT group induced a slight increase in glucose concentration
which could not be explained by any down-regulation in insulin. We wondered
whether the stress in animals, caused by gavage and pain during eye blood
collection may have been more intense in some animals, and whether may have led
to the acute rise in the glucose level. However we cannot discharge an intrinsic effect

of saturated fat on glucose metabolism through a diverse mechanism.

In conclusion, we demonstrated that an oral overload of monounsaturated fat
does stimulate a slight secretory response of GLP-1 and a huge secretory response
in PYY in non-obese rats. Further studies are necessary to verify if these effects can
influence satiety, and also if they are impacted by a change from an insulin-sensitive

state to an insulin-resistant state.



54

AKNOWLEDGMENTS: This study was supported by Fundo de Incentivo a
Pesquisa-FIPE/HCPA. The authors also thank the Hospital de Clinicas de Porto

Alegre, Animal Experimentation Unit (UEA/HCPA), Marta Cioato and Fabiola Meyer.



Table 1. Baseline data expressed as mean + standard error.

CONT GLUC MUFA SAT p
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
Weight (g) 290,4 (+4,1) 290,5 (+5,5) 289,2 (+4,5) 286,9 (+35) 0,94
Glycemia (mg/dl) 103,9 (+6,2) 104,4 (+5,9) 103,3 (+5,9) 1016 (#5,9) 0,27
Insulinemia (pg/ml)  353,8(x89,1) 462,2(+89,1) 340,2(+88,9) 387,5(+89,3) 1,0
GLP-1 (pg/ml) 145,1 (+12,5) 141,6 (+12,5) 118,4 (+12,5) 1285 (+12,6) 0,28
PYY (pg/ml) 48,5 (+8,5) 55,7 (9,0) 35,5 (+8,5) 38,4 (9,0) 0,23
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Figure 1.a. Area under the curve of GLP-1
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Fig. 1a. The AUCy. 150 mins Of GLP-1 did not differ between groups. ANOVA
followed by Tukey post hoc, n = 9 per group. Values are mean = SE. F(3, 35) =
1.48, p=0.24.
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Figure 1.b. Secretory response of GLP-1 under overload.
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Figure 2a. Area under the curve of PYY.
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Fig. 2a: The AUC.120 mins Of PYY was different between MUFA and CONT groups
*p [10.05. ANOVA followed by Tukey post hoc, n = 9 per group. Values are
mean=SE. F(3,35) =3.12, p=0.04.
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Figure 2.b. Secretory response of PYY under overload.
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Figure 3a. Area under the curve of Glycemia
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Fig. 3a: The GLUC group presented gretear AUCq_120 mins OF glycemia in relation
to others groups. ANOVA followed by Tukey post hoc, n = 9 per group. Values
aremean= SE. ***p [10.001. F(3,35) = 18.89, p [10.001
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Figure 3b. Secretory response of glycemia under overload
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Figure 4.a. Area under the curve of Insulin.
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Fig. 4a: The GLUC group presented greater AUC,.;,0 mins O insulin in relation to
others groups. ANOVA followed by Tukey post hoc, n = 9 per group. Values are
mean£SE. F(3, 35) =12.31. ***p [J0.001.
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Figure 4b. Secretory response of insulin under overload
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Table 2.Peak secretion of PYY and GLP-1 expressed as means + standard error.

CONT GLUC MUFA SAT p
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
144,7 (+11,0) 170,1 (+18,6) 184,1 (+18,1) 158,7 (+16,1) 0,38

GLP-1 (pg/ml)

PYY (pg/ml) 46,6 (£6,7) 78,8 (222,9) 111,1 (£26,9) 57,5 (+6,3) 0,8
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Figure 5a. Correlation between the basal levels of GLP-1 and PYY.
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Fig.5a: Pearson correlation between GLP-1 and PYY at baseline indicate strong
correlation at global, r(34) = 0.57, p 110.001 There was no correlation when groups
were evaluated separately.



66

Figure 5b. Correlation between the AUC's of GLP-1 and PYY.
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Fig.5b: Pearson correlation between AUCy. 150 mins Of GLP-1 and PYY indicate regular
correlation at global r(34) = 0.39, p = 0.018. When the groups were evaluated
separately, the two variables were strongly correlated only in the GLUC group 1(7) =
0.75, p =0.02.
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7 Consideragdes Finais

O presente estudo demonstrou que sobrecarga oral de fontes de &cidos
graxos saturados e monoinsaturados pode estimular em diferentes graus a resposta
secretoria de GLP-1 e PYY em roedores. Tal nutriente promoveu um pico de
secrecdo do GLP-1 de forma rapida e no que diz respeito ao PYY, o pico foi mais
sustentado. Esse fato pode ocorrer devido a capacidade dos é&cidos graxos de
cadeia longa em estimular as células-L enteroenddcrinas no ileo distal. Os efeitos do
GLP-1 sobre a secrecdo de insulina em pacientes diabéticos e/ou insulino-
resistentes, bem como o seu papel e o do PYY nos mecanismos de controle do
apetite em pacientes portadores de excesso de peso, podem desempenhar um
importante papel no tratamento da obesidade e suas co-morbidades. No entanto,
estudos adicionais sdo necessérios afim de se avalir o efeito de fontes distintas de

lipideos da dieta sobre a secrecdo destes peptideos.
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7 ANEXOS

7.1 Fluxograma de Trabalho:
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