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RESUMO 

Nas últimas décadas, o número de casos de obesidade no Brasil aumentou 

de 30% para 56% da população, promovendo um crescimento semelhante nas 

condições patológicas associadas, como Diabetes Mellitus Tipo 2 e Síndrome 

Metabólica. O consumo de dietas ocidentais, caracterizado por alimentos altamente 

processados, contendo alta quantidade de açúcares, sal, gordura e aditivos, está 

diretamente associado à prevalência de obesidade. Entre todos os aditivos 

alimentares, o citrato é predominante. O citrato é amplamente utilizado por ser 

considerado um produto natural, metabolizado pelo corpo e inerte. No entanto, o 

destino metabólico da sobrecarga de citrato alimentar é desconhecido. O objetivo 

desse trabalho foi analisar o efeito agudo do citrato no fígado de camundongos. 

Foram utilizados camundongos C57BL/6 tratados ou não com citrato, submetidos à 

dieta padrão ou hiperlipídica por 24h. Foi observado que o citrato: diminui a resposta 

insulinêmica, por aumentar a intolerância à glicose e diminuir a resposta de 

marcadores essenciais da sinalização da insulina, como AKT e mTOR; não modifica 

a expressão proteica de seu transportador, apesar de modular sua expressão 

gênica; altera o metabolismo de lipídeos, por aumentar a síntese e diminuir a 

oxidação de ácidos graxos; aumenta marcadores inflamatórios e diminui a 

expressão de reguladores metabólicos chave, como AMPK e SIRT1. Nossos 

resultados sugerem, portanto, que o consumo de citrato pode predispor 

camundongos a alterações metabólicas que contribuem para o desenvolvimento de 

resistência insulínica e inflamação no fígado. Assim, o consumo elevado de citrato, 

até então ignorado, pode corroborar com a alimentação contemporânea na epidemia 

de obesidade. 
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ABSTRACT 

In the last decades, the number of obesity cases in Brazil increased from 

30% to 56% of the population, promoting similar growth of the associated 

pathological conditions, such as Type 2 Diabetes Mellitus and Metabolic Syndrome. 

The consumption of western diets, characterized by highly processed foods 

containing high amounts of sugars, salt, fat and additives, is directly associated with 

the prevalence of obesity. Among all food additives, citrate is prevalent. Citrate is 

widely used as it is considered a natural product, metabolized by the body and inert. 

However, the metabolic destination of food citrate overload is unknown. The 

objective of this study was to analyze the acute effect of citrate on the liver of mice. 

C57BL/6 mice were treated with or without citrate, submitted to the standard or 

hyperlipidic diet for 24 h. It has been observed that citrate: decreases insulinemic 

response by increasing glucose intolerance and decreasing the response of essential 

markers of insulin signaling, such as AKT and mTOR; does not modify the protein 

expression of its transporter, despite of modifying its gene expression; alters the 

metabolism of lipids, by increasing the synthesis and decreasing the oxidation of fatty 

acids; increases inflammatory markers and decreases the expression of key 

metabolic regulators, such as AMPK and SIRT1. Our results suggest, therefore, that 

the consumption of citrate may predispose mice to metabolic alterations that 

contribute to the development of insulin resistance and inflammation in the liver. 

Thus, the high consumption of citrate, previously ignored, can corroborate with the 

contemporary diet for the obesity epidemic. 
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1 INTRODUÇÃO  

1.1 OBESIDADE 

Nos últimos 40 anos, o número de pessoas com sobrepeso e obesidade 

cresceu na população mundial, sendo que no Brasil passou de 30% para 56% da 

população (WHO, 2018) (Figura 1). Ainda, de forma importante, esse crescimento 

tem sido independente do gênero (POPKIN, 2013) e da posição sócio-econômica da 

população (MENDEZ; MONTEIRO; POPKIN, 2009). O excesso de peso e a 

obesidade têm sido apontados como uma pandemia moderna e com forte impacto 

sobre a saúde humana e a economia dos governos (WHO, 2018).  

 

Figura 1: Gráfico representativo do aumento da prevalência da população com sobrepeso no mundo, nos 
EUA e no Brasil nos últimos 40 anos. 

A obesidade é o resultado de um desequilíbrio por um longo período de 

tempo entre uma elevada ingestão e um reduzido gasto energético, onde o 

excedente de energia fornecido ao corpo será estocado principalmente como 

gordura no tecido adiposo. O acúmulo de gordura pode levar a mudanças 

metabólicas no indivíduo que facilitam o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares, hepáticas, dislipidêmicas, do sistema reprodutor, relacionadas ao 

desenvolvimento de diferentes tipos de câncer, ligadas à resistência à insulina, 

síndrome metabólica e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (KERSHAW; FLIER, 2004; 
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ABRAHAMIAN; KAUTZKY-WILLER, 2016; GONZÁLEZ, 2017; LENGYEL et al., 

2018; REPOUSI et al., 2018).  

O aumento no número de pessoas obesas está ligado à transição nutricional 

que a humanidade vem sofrendo, passando de uma alimentação baseada em caça, 

alimentos vegetais coletáveis e uma dieta variada para uma dieta rica em gordura, 

açúcar, alimentos altamente processados, refinados, sal e conservantes, além de 

um baixo consumo de fibras (POPKIN; ADAIR; NG, 2013; NEYRINCK et al., 2018). 

Estudos mostram que a dieta hiperlipídica leva a várias alterações em metabólitos 

importantes envolvidos no metabolismo de energia, carboidratos, nucleotídeos, 

lipídios e aminoácidos em adipócitos (CUMMINS et al., 2014) e em outros tipos 

celulares. Dessa forma, as alterações metabólicas provenientes da alta ingestão de 

sal, açúcar e gordura já são bem conhecidas e elucidadas na literatura. Porém, 

sobre o efeito dos aditivos e conservantes utilizados pela a indústria alimentícia, 

ainda há poucos estudos (CORDAIN et al., 2005; LIPSKI, 2010).  

Dentre esses, um dos aditivos mais utilizados é o citrato, um íon 

quimicamente estável de boa absorção e metabolização que tem como função 

ajustar o pH, ser agente quelante e aromatizador (PAULA NETO et al., 2017). Além 

disso é considerado um produto natural por ser um metabólito comum ao 

metabolismo oxidativo e de elevada síntese endógena dentre os eucariotos 

(U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2018). Tanto o citrato endógeno 

quanto o exógeno podem ser completamente metabolizados e servem como fonte 

de energia. Sabe-se que 65-90% desse citrato é filtrado e reabsorvido pelos 

glomérulos renais e somente 10% desse citrato é excretado na urina (FIUME et al, 

2014). 

A quantidade de citrato adicionado aos alimentos pela indústria alimentícia é 

de cerca de 500 mg/ pessoa por dia. Esta quantidade existe naturalmente em 60 mL 

de suco de laranja e não constitui um acréscimo significativo à carga corporal total. 

Embora os dados sobre os efeitos agudos e crônicos do citrato de sódio, citrato de 

cálcio e citrato de potássio administrados por via oral sejam limitados, nenhum efeito 

biológico dessas substâncias causa preocupação com a segurança já que as 

agências reguladoras as consideram moléculas GRAS (Geralmente Reconhecidas 
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como Seguras), usadas em quantidades razoáveis e de acordo com tolerâncias e 

limitações prescritas (PAULA NETO et al., 2017; U.S. FOOD AND DRUG 

ADMINISTRATION, 2018). Contudo, dados do nosso grupo de pesquisa indicam 

que o consumo de citrato pode ser um agente causal de complicações associadas à 

obesidade (LEANDRO et al., 2016). 

1.2 ALTERAÇÕES METABÓLICAS ASSOCIADAS À OBESIDADE 

A visão tradicional do tecido adiposo como reservatório passivo para 

armazenamento de energia mudou a partir da identificação deste como um 

importante local para o metabolismo de esteroides sexuais (SIITERI, 1987) e 

produção de adipsina - fator endócrino - regulado negativamente na obesidade em 

roedores (FLIER et al., 1987). A subsequente identificação e caracterização da 

leptina, confirmou a atuação do tecido adiposo como órgão endócrino (ZHANG et al., 

1994). Sabe-se agora que o tecido adiposo expressa e secreta uma variedade de 

peptídeos bioativos, conhecidos como adipocinas, que atuam tanto no nível local 

(autócrino/parácrino) como sistêmico (KERSHAW; FLIER, 2004), enfatizando a 

importância das consequências metabólicas provenientes ao seu excesso. 

A hiperplasia dos adipócitos, muito além da sua capacidade de depositar e 

mobilizar triglicerídeos, retinóides e colesterol, levará ao aumento da síntese e 

liberação de uma variedade de peptídeos e não-peptídeos incluindo adiponectina, 

resistina, leptina, fator de necrose tumoral alfa (TNF α), interleucina 6 (IL-6), proteína 

quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) e proteína ativadora do plasminogênio (PAI) 

(ALVAREZ-LLAMAS et al., 2007; WOZNIAK et al., 2009) .  

O aumento da produção de leptina e outras proteínas reguladoras do 

metabolismo glicolítico, por exemplo, somado à ação da insulina na obesidade, 

pode, dentre outros, promover uma resistência celular às ações desses hormônios 

nos tecidos. A inflamação direta e indiretamente influenciada pelos adipócitos, 

consequência do aumento de fatores como TNF α e IL-6, poderão modular 

negativamente a sinalização de leptina e insulina, além de estimular o fígado a 

produzir proteínas inflamatórias de fase aguda (LAZAR, 2005; NELSON & COX, 

2008). 
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Além do tecido adiposo, o fígado também possui o seu metabolismo alterado 

numa situação de excesso energético, pois é um órgão metabólico chave na 

homeostase energética do corpo (RUI, 2014). A nível do metabolismo de 

macromoléculas, ele atua como um coletor/distribuidor conectado metabolicamente 

a vários tecidos, incluindo trato gastrointestinal, músculo esquelético e tecido 

adiposo, de elevada capacidade lipolítica/lipogênica, glicolítica/gliconeogênica e 

glicogenogênica/glicogenolítica.  

A digestão das macromoléculas do alimento no trato gastrointestinal gera 

glicose, ácidos graxos (AG) e aminoácidos. Os AGs incorporados ao sistema 

linfático atingem o fígado via circulação sistêmica, já a glicose e os aminoácidos são 

absorvidos pela circulação mesentérica e transportados para o fígado através do 

sistema porta-hepático. No estado pós-prandial, a glicose é inicialmente armazenada 

em glicogênio e o excedente é convertido em AG ou aminoácidos. Nos hepatócitos, 

os AG livres são esterificados com glicerol-3-fosfato (G3P) para gerar triglicerídeos 

(TAG). O TAG é armazenado em gotículas lipídicas ou secretado na circulação 

como partículas de lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL). Os aminoácidos 

são usados para sintetizar proteínas, glicose e/ou outras moléculas bioativas, ou 

metabolizados para fornecer energia. Durante o jejum e o exercício, o fígado fornece 

a glicose e os corpos cetônicos resultantes da β-oxidação como metabólicos 

essenciais para a sobrevivência dos tecidos extra-hepáticos (RUI, 2014). 

O metabolismo energético do fígado é rigidamente controlado pois deste 

depende a homeostase das moléculas energéticas circulantes, tanto o 

armazenamento (quando há excedente) como a mobilização (quando há carência). 

Múltiplos sinais neuronais, hormonais e nutricionais já foram identificados na 

regulação do metabolismo de glicose, lipídios e aminoácidos no fígado. Dessa 

forma, a disfunção da sinalização e do metabolismo hepático decorrente da elevada 

ingestão energética pode predispor ou causar, por exemplo, a doença hepática 

gordurosa não alcoólica (DHGNA) e/ou DM2 (RUI, 2014). 

A obesidade está altamente associada à resistência à insulina já que, em 

indivíduos obesos, a perturbação do metabolismo de glicose e lipídios no fígado é 

um componente crítico para essa patogenia (CUMMINS et al., 2014; ENGIN, 2017; 
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GEISLER; RENQUIST, 2017; HEYMSFIELD; WADDEN, 2017; MARTINEZ; LEONE; 

CHANG, 2017; MOYER et al., 2017; POLOZ; STAMBOLIC, 2015; POPKIN; ADAIR; 

NG, 2013; REDDY; RAO, 2006). Nesse trabalho, avaliou-se os mecanismos 

moleculares iniciais para o desenvolvimento de resistência à insulina relacionados à 

alta ingestão de alimentos com alta carga calórica, focando principalmente nos 

marcadores ligados à DM2. 

1.3 RESISTÊNCIA À INSULINA E DIABETES MELLITUS TIPO 2 

Na evolução do DM2, cada um dos mecanismos básicos decorrentes 

apresenta um padrão específico, possivelmente tendo início até dez anos antes do 

diagnóstico. Envolve um grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos que se 

caracterizam por alterações do metabolismo de carboidratos, proteínas e lipídios, 

associadas a elevada concentração de glicose plasmática. É uma condição que se 

instala na decorrência de desajustes que envolvem processos de resistência 

insulínica, defeitos na secreção e ação da insulina e falta de inibição da produção 

hepática de glicose (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011). Tanto a 

resistência à insulina quanto a deficiência insulínica apresentam uma curva 

ascendente nas fases iniciais do processo que evoluem em compasso com o 

progressivo aumento da resistência à insulina. As células β pancreáticas tentam 

compensar com um aumento inicial na secreção de insulina 

(SAAD, MACIEL E MENDONÇA, 2007), mantendo assim os níveis plasmáticos de 

glicose. Com o progresso da doença ocorrem alterações funcionais acentuadas e os 

pacientes apresentam diminuição na secreção de insulina e eventualmente 

apresentam perda da massa total de células β pancreáticas (TAKIISHI et al., 2012). 

Os mecanismos envolvidos na patogenia do DM2 podem ser precipitados pela 

presença de certos fatores como a predisposição genética, a obesidade, o 

sedentarismo, a elevação de AG livres e citocinas pró-inflamatórias. (TAKIISHI et al., 

2012). 

A resistência à insulina caracteriza-se por uma série de alterações em vários 

estágios da via de transmissão do sinal insulínico. A via de sinalização da insulina é 

realizada através do eixo da Fosfatidilinositol-3-cinase/ Proteína cinase B/ proteína 

de mamíferos alvo da rapamicina (PI3K/AKT/mTOR) (Figura 2), que desempenha 
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um papel importante na regulação do metabolismo, regulando glicose-6-fosfatase 

(G6Pase), fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK), frutose-2,6-bifosfatase 

(F2,6BPase), coativador 1-alfa do receptor ativado pelo proliferador de peroxissoma 

(PGC-1α) e a proteína de ligação de elemento regulador de esterol 1 (SREBP-1) 

(ERSAHIN; TUNCBAG; CETIN-ATALAY, 2015).  

 

Figura 2: Sinalização do receptor de insulina. Na sinalização do receptor de insulina há interação com o seu 
substrato que promoverá uma a ativação da via metabólica da PI3K e da MAPK. Adaptado de (POLOZ; 
STAMBOLIC, 2015).  
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 Quando os receptores de insulina são ativados, eles fosforilam o substrato do 

receptor de insulina (IRS), que então se liga à proteína PI3K, ativando moléculas 

como proteína cinase C (PKC), AKT e o substrato de AKT de 160kDa (AS160). Isso 

leva à translocação do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) nos tecidos muscular 

e adiposo, aumentando a captação de glicose, e regulando o metabolismo da 

glicose (ERSAHIN; TUNCBAG; CETIN-ATALAY, 2015). 

A AKT desempenha um papel essencial em muitos processos fisiológicos 

básicos, como crescimento celular, metabolismo e sobrevivência; sua desregulação 

contribui criticamente para várias anormalidades patológicas, incluindo câncer e 

DM2 (MANNING; TOKER, 2017). Uma vez ativada, a AKT exerce seu efeito por 

meio da fosforilação de várias proteínas citoplasmáticas, sendo uma das principais a 

serina/treonina cinase mTOR. Esta detecta níveis de nutrientes, presença de fatores 

de crescimento e estado de energia celular, e modula vários processos anabólicos e 

catabólicos para manter o metabolismo e o crescimento celular (HATANO et al., 

2015). A proteína mTOR interage com uma série de proteínas formando dois 

complexos distintos, mTORC1 e mTORC2. O complexo mTORC1 está ligado a 

ativação da proteína ribossomal S6 cinase (S6K), indução da biogênese lipídica 

ativando os fatores de transcrição como SREBP-1 e pelo receptor alfa do 

proliferador ativado de peroxissomo (PPAR), inibição da autofagia pela cinase 

ativadora de autofagia semelhante à Unc-51 (ULK1) e transcrição. O complexo 

mTORC2 está mais ligado a ativação dos receptores de insulina (IR) e à fatores de 

crescimento semelhantes à insulina (IGF1) além da manutenção do citoesqueleto de 

actina (ARDESTANI et al., 2017). Nesse segundo complexo proteico, uma de suas 

sub-unidades componentes se chama RICTOR, que está diretamente ligado a 

fosforilação de AKT no resíduo de serina 473 (YUAN et al., 2018).  

Estudos in vivo em modelos de doenças como obesidade e diabetes sugerem 

que a via mTORC2 é crítica para a homeostase adequada da glicose e regulação 

metabólica no organismo (CYBULSKI et al., 2009; HAGIWARA et al., 2012; 

KLEINERT et al., 2016; KUMAR et al., 2010; LEE; JUNG; GUERTIN, 2017; TANG et 

al., 2016; YUAN et al., 2012). Em camundongos RICTOR knockouts, a perda de 

mTORC2 funcional no tecido adiposo, fígado e músculo altera profundamente o 

metabolismo autônomo e sistêmico da célula, bem como as comunicações cruzadas 



30 

 

de órgãos (CYBULSKI et al., 2009; HAGIWARA et al., 2012; KLEINERT et al., 2016; 

KUMAR et al., 2010; LEE; JUNG; GUERTIN, 2017; SATO et al., 2014; TANG et al., 

2016; YUAN et al., 2012). Esses estudos mostraram a importância de mTORC2 na 

homeostase da glicose, ativando a captação de glicose, regulando positivamente a 

glicólise e suprimindo a gliconeogênese hepática e, assim, tornando o mTORC2 um 

alvo terapêutico para a obesidade e a DM2 (LAMMING et al., 2012; LEE; JUNG; 

GUERTIN, 2017; SATO et al., 2014). 

Entre as alterações relacionadas à resistência à insulina destaca-se a 

redução da atividade cinásica do IR e a redução da fosforilação dos seus substratos, 

tanto do substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) quanto do substrato do receptor 

de insulina 2 (IRS-2). Por consequência, a atividade da PI3K também será afetada. 

Há redução também da transdução de sinal que resulta na translocação dos 

transportadores de glicose denominados de GLUTs (particularmente GLUT4), assim 

como da atividade de diversas vias e enzimas intracelulares. Por outro lado, diversos 

estudos têm demonstrado que a ativação da via da MAPK (Mitogen-Activated 

Protein Kinase) pela insulina não está reduzida na resistência à insulina, podendo, 

até mesmo, estar aumentada (SAAD, MACIEL E MENDONÇA, 2007). Ou seja, a 

resistência à insulina não é um quadro uniforme, mas sim um mosaico de diferentes 

alterações metabólicas celulares que atinge todo o organismo. A resistência à 

insulina em órgãos alvo clássicos, como fígado, músculo e tecido adiposo, se 

somaria a resistência à insulina encontrada em outros tecidos como, por exemplo, 

na própria célula β pancreática e no sistema nervoso central. 

1.4 CITRATO E METABOLISMO ENERGÉTICO DA CÉLULA 

Como já foi falado anteriormente, o citrato é o principal aditivo utilizado pela 

indústria alimentícia por sua versatilidade e por ser uma molécula já presente no 

metabolismo do organismo. Apesar disso, não há muitos estudos que mostrem o 

impacto de sua ingestão sobre a saúde. Por muitos anos, o citrato foi associado a 

um papel essencialmente bioenergético no metabolismo celular por ser um substrato 

importante utilizado pelas mitocôndrias e, ao ser externalizado no citoplasma, por 

ser um dos principais substratos para a síntese de AG. O nível de citrato dentro das 

células exerce função correguladora chave das vias envolvidas na produção de 
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energia, porque inibe ou ativa importantes enzimas estratégicas da glicólise, do ciclo 

do Ácido Cítrico, da gliconeogênese e da lipogênese (IACOBAZZI; INFANTINO, 

2014) (Figura 3).  

 

Figura 3: Esquema metabólico das possíveis origens e destinos do citrato na célula. O citrato mitocondrial 
pode ser gerado pelo metabolismo da glicose- via glicólise e conversão do piruvato formado em Acetil-CoA 
pelo complexo PDH, um dos substratos da citrato sintase (CS), ou pelo metabolismo da glutamina 
mitocondrial, que após ser desaminada à α-cetoglutarato será convertido em isocitrato pela ação da 
isocitrato desidrogenase (IDH) e posteriormente em citrato. O citrato citosólico pode ter como origem o 
citrato mitocondrial ou o metabolismo da glutamina citoplasmática. Esse citrato citosólico será convertido à 
Acetil-CoA pela ATP: citrato liase (ACLY) que é destinado para a via da síntese de ácido graxos, para a via do 
mevalonato ou para reações de acetilação. Siglas: ACLY – ATP: citrato liase; ACC 1 – Acetil-CoA carboxilase; 
AG – Ácidos graxos; α-KG – α-cetoglutarato; ECM - Matriz extracelular; FASN – Ácidos graxos sintase; FFP, 
Farnesil-pirofosfato; GG-PP - Geranil-pirofosfato; GLS1, glutaminase citosólica; GLS2, glutaminase 
mitocondrial; HMGCR - HMG-CoA Redutase; IDH 1 – Isocitrato desidrogenase citosólica; IDH 2 – isocitrato 
desidrogenase mitocondrial; PDH – complexo piruvato desidrogenase. Adaptado de (ZAIDI; SWINNEN; 
SMANS, 2012). 
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Porém o citrato também está envolvido em processos inflamatórios, câncer, 

homeostase óssea, secreção de insulina, distúrbios neurológicos, doença gordurosa 

hepática não-alcóolica (DGHNA), além de ser doador essencial de grupos Acetil-

CoA para a acetilação de proteínas e ácidos nucléicos (FLAMEZ et al., 2002; 

IACOBAZZI; INFANTINO, 2014; LEANDRO et al., 2016; MYCIELSKA et al., 2018; 

PIETROCOLA et al., 2015; SALMINEN et al., 2015).  

1.4.1 TRANSPORTE DE CITRATO 

A concentração do citrato plasmático é mantida constante nos animais, 

correspondendo em humanos, a valores entre 100-150 µM. A exposição a condições 

que tendem a aumentar ou diminuir o citrato plasmático, além dessa faixa normal, 

desencadeará respostas fisiológicas, endócrinas e metabólicas que restauram e 

mantêm a concentração normal de citrato plasmático. Se a concentração de citrato 

no plasma é sustentada numa concentração diminuída ou aumentada para além do 

intervalo normal, existe hipocitricemia ou hipercitricemia que é indicativa de um 

estado fisiopatológico (COSTELLO; FRANKLIN, 2016). 

É evidente que existe um equilíbrio entre o citrato que entra e o citrato que é 

removido da circulação, o que resulta na manutenção da concentração de citrato no 

plasma. As visões predominantes ao longo do tempo incluíram o citrato dietético 

como fonte exógena, o osso como reservatório de citrato e o metabolismo 

celular/tecidual como fonte endógena de novo de citrato plasmático. Considera-se 

que a remoção de citrato da circulação resulta da sua excreção urinária, da sua 

deposição no osso e da sua captação e metabolismo por várias células/tecidos 

(COSTELLO; FRANKLIN, 2016) (Figura 4). 
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Figura 4: Esquema das diferentes formas de utilização do citrato em diferentes células. A - Metabolismo 
celular típico do citrato através do ciclo do Ácido Cítrico; B - Metabolismo do citrato para a lipogêneses e 
proliferação celular, onde o citrato proveniente do ciclo do ácido cítrico é externalizado pela proteína 
transportadora de citrato mitocondrial (CTP) para o citoplasma celular onde poderá ser convertido de AcCOA 
e OAA pela ACLY, precursores para a síntese de ácidos graxos; C- Metabolismo do citrato em células 
especializadas na produção de citrato, como por exemplo células do tecido ósseo, onde o aumento dos níveis 
intracelulares de aspartato, através do ASTR, podem levar ao aumento das concentrações de OAA 
mitocondrial, pelo reação catalisada pela MAAT, convertendo aspartato em OAA. O aumento das 
concentrações de OAA acionará o ciclo do Ácido Cítrico, aumentando assim as concentrações de citrato 
através da ação da CS. O ciclo pode ser interrompido pala presença de Zn na mitocôndria, tendo sua 
concentração aumentada por seu transportador ZIP, que impede a ação da aconitase. O aumento da 
concentração mitocondrial de citrato levará a sua externalização pelo CTP para o citosol que será utilizado 
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para manter a homeostase de citrato no plasma. Siglas: AcCOA – Acetil-CoA; ACLY – ATP: citrato liase; ASP – 
Aspartato; ASTR – Transportador de aspartato; αKG – α Cetoglutarato; CS – Citrato sintase; CTP – 
Transportador de citrato; Fum – Fumarato; Isocit – Isocitrato; MAAT – Aspartato aminotransferase 
mitocondrial; MDH – Malato desidrogenase; OAA – Oxalacetato; Succ – Succinato; Zn – Zinco; ZIP – 
Transportador de Zinco. Adaptado de (COSTELLO; FRANKLIN, 2016). 

O citrato ingerido é absorvido do trato digestivo para a circulação porta-

hepática e, finalmente, para a circulação sistêmica. Quando disponível, é uma 

importante fonte de citrato no plasma, no entanto, o citrato dietético não é 

necessário para a manutenção da concentração normal de citrato plasmático 

(COSTELLO; FRANKLIN, 2016). 

Desde a primeira identificação em 1941 (DICKENS; DICKENS, 1941), foi 

estabelecido que os ossos em vertebrados fixam 90% do citrato total no corpo, 

constituindo assim um importante reservatório de citrato. O citrato liberado pelos 

ossos no plasma durante a reabsorção óssea é a principal fonte de citrato para 

manter a concentração plasmática normal (COSTELLO et al., 2014). Como a 

membrana plasmática das células é altamente impermeável ao citrato, é necessário 

transportadores específicos para a captação celular e para sua homeostase. 

A família de carreadores Slc13 compreende cinco membros, sendo que três 

destes [Slc13a2 (NaDC1), Slc13a3 (NaDC3) e Slc13a5 (NaCT)] cotransportam di- e 

tricarboxilatos com múltiplos íons de sódio nas células. Os transportadores de 

sulfato acoplados a sódio 1 e 2 (NaS1 e NaS2), respectivamente codificados por 

SLC13A1 e SLC13A4, não são considerados transportadores principais de 

dicarboxilatos e tricarboxilatos. O transportador de citrato acoplado a sódio (NaCT) e 

transportadores de dicarboxilato acoplados a sódio 1 e 3 (NaDC1 e NaDC3) são 

responsáveis pelo transporte de intermediários aniônicos celulares, como citrato e 

succinato, do sangue para as células, onde esses intermediários podem servir como 

fontes de energia ou moléculas de sinalização intracelular (PAJOR, 2007, 2014). 

Em humanos, a expressão de Slc13a5 é principalmente restrita ao fígado, 

cérebro e glândulas salivares, e o NaCT transporta principalmente citrato para esses 

tecidos. Os Slc13a2 e Slc13a3 são expressos no rim e intestino para regular 

excreção e absorção de citrato, respectivamente, mas a expressão desses dois 

transportadores também é detectável em outros tecidos. Ao contrário do NaCT, o 

NaDC1 e o NaDC3 têm uma maior afinidade pelo succinato em relação ao citrato de 
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trianiônico. O Slc13a5 é o transportador de citrato predominantemente expresso no 

fígado humano (MEDSKER et al., 2016). 

O camundongo knockout para corpo inteiro de Slc13a5 demonstrou promover 

um fenótipo metabólico positivo aumentando a responsividade hepática à insulina e 

reduzindo a carga lipídica hepática por meio do aumento da β-oxidação celular e da 

redução da lipogênese de novo (DNL) em hepatócitos isolados (POOLSRI et al., 

2018). Dessa forma, a inibição da captação de citrato hepático pela inibição de 

Slc13a5 poderia beneficiar pacientes com doenças metabólicas, reduzindo o fluxo 

de citrato para o fígado e, presumivelmente, exercendo os benefícios metabólicos 

através da modificação de metabólitos intracelulares (ROGERS; ROGINA, 2015; 

ROGINA, 2017; WILLMES et al., 2017; WILLMES; BIRKENFELD, 2013; WILLMES; 

HELFAND; BIRKENFELD, 2016). 

A inibição da recaptação de citrato renal através do bloqueio de NaDC1 e 

NaDC3 aumentaria a excreção renal de citrato com o potencial de prevenir cálculos 

renais, uma vez que esses são frequentemente associados a reduções na produção 

de citrato urinário. A terapia atual para reincidência de cálculos renais é a 

administração oral de citrato (HUARD et al., 2015, 2016).  

Além dos transportadores de membrana plasmática, há proteínas 

transportadoras presentes na membrana interna da mitocôndria, o sistema de CIC, 

que desempenha um papel importante na síntese de ácidos graxos, na 

gliconeogênese e na transferência de equivalentes redutores através da membrana 

mitocondrial interna (PALMIERI et al., 2015). De acordo com dados publicados 

anteriormente sobre a proteína isolada do fígado de rato e reconstituídos em 

lipossomas (BISACCIA et al., 1990; KAPLAN et al., 1990; XU et al., 1995), o CIC 

catalisa o fluxo de citrato, junto com um próton, da matriz para o citosol em uma 

troca eletroneutra por outro tricarboxilato-H+, malato ou fosfoenolpiruvato (PEP) 

(BISACCIA et al., 1993). O mecanismo de transporte proposto é sequencial, o que 

implica na presença obrigatória de um contra-substrato para o fluxo de citrato. O 

cotransporte de citrato/malato atende a importantes demandas metabólicas 

(PALMIERI; PIERRI, 2010) (Figura 5). 
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Figura 5: Representação esquemática das vias metabólicas que se relacionam com citrato e seu 
transportador mitocondrial. Em uma condição energética normal numa célula, a glicose é convertida em 
piruvato, pelo processo da glicólise no citoplasma celular. Esse piruvato é transportado para dentro da 
matrix mitocondrial através de seu transportador de membrana, decarboxilado a Acetil-CoA e condensado 
ao OAA, substrato do ciclo do Ácido Cítrico, e convertidos à citrato. O citrato mitocondrial pode ser 
externalizado para o citosol através de seu transportador de membrana. O citrato citosólico é um inibidor 
alostérico da enzima PFK-1, uma das enzimas controladoras da glicólise, e um ativador da ACC, ligada a DNL. 
O citrato citosólico é dissociado em Acetil-CoA e OAA e o Acetil-CoA poderá ser utilizado para síntese de 
colesterol e síntese de ácidos graxos, carboxilando-o em Malonil-CoA, pela ação da ACC, que, além de ser um 
inibidor do transportador de membrana de ácidos graxos (CPT1) e consequentemente da β-oxidação, ainda é 
substrato para a FASN na via de lipogênese de novo. Siglas ACC - Acetil-CoA carboxilase; CPT 1 – 
transportador de carnitina-palmitoil 1; CPT 2 – Transportador de carnitina-palmitoil 2; DNL – Via de 
lipogênese de novo; FASN – ácido graxo sintase; IMS – Membrana interna mitocondrial; OAA – oxalacetato; 
OMM – Membrana externa mitocondrial; PFK 1 – fosfofrutocinase 1. Adaptado de (GIUDETTI et al., 2016). 

Em condições de privação de glicose, as células respondem ao estímulo com 

citocinas pró-inflamatórias, promovendo um novo mecanismo de controle pós-

traducional da atividade da CIC que influencia a taxa do fluxo de citrato. O CIC é 
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mais acetilado em macrófagos ativados cultivados na ausência de glicose em 

comparação àqueles cultivados em glicose normal. A acetilação aumenta a taxa de 

fluxo de citrato das mitocôndrias em troca de malato citosólico garantindo assim a 

produção de NADPH. De fato, em células ativadas tratadas com o inibidor de CIC, 

há um forte acúmulo citosólico de malato, indicando que na ausência de glicose, o 

malato citosólico é rapidamente consumido para produzir NADPH (PALMIERI et al., 

2015). 

1.4.2 CITRATO E GLICÓLISE 

O citrato se encontra numa etapa crítica de uma encruzilhada do metabolismo 

intermediário de células de mamíferos. Sua síntese é a primeira reação do ciclo do 

Ácido Cítrico na matriz mitocondrial, que é a principal via de oxidação de compostos 

de dois carbonos produzidos a partir da degradação de carboidratos, gorduras e 

aminoácidos. Na presença de oxigênio, o ciclo do Ácido Cítrico, converte os 

compostos de dois carbonos em CO2 e H2O com a produção de FADH2 e NADH/H+, 

a partir dos quais a fosforilação oxidativa acoplada da membrana interna das 

mitocôndrias produzem ATP. O citrato é formado pela condensação de acetil-

coenzima A (Acetil-CoA) e oxaloacetato (OAA), e a reação é catalisada pela citrato 

sintase (CS) da matriz mitocondrial (FREZZA, 2017; IACOBAZZI; INFANTINO, 

2014). 

Na presença de aconitase, o citrato se equilibra com cis-aconitato e isocitrato, 

uma molécula que é transformada em α-cetoglutarato através da ação da isocitrato 

desidrogenase. Posteriormente há decarboxilação oxidativa do α-cetoglutarato à 

succinil-CoA pela ação da α-cetoglutarato desidrogenase, liberando então CO2 e 

NADH/H+. Assim como acetil-CoA, o succinil-CoA perderá sua ligação tioéster com a 

Coenzima A para a formação de uma molécula de GTP, através da enzima 

succinil-CoA sintetase. O succinato formado a partir do succinil-CoA é oxidado a 

fumarato pela flavoproteína succinato desidrogenase, liberando uma molécula de 

FADH2. A hidratação reversível do fumarato em L-malato é catalisada pela fumarase 

(fumarato hidratase). Por fim, a molécula de L-malato será oxidada em OAA pela 

L-malato desidrogenase, liberando NADH/H+ (NELSON; COX, 2008) (Figura 6). 
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Figura 6: Representação esquemática do ciclo do Ácido Cítrico, que ocorre no interior na membrana interna 
mitocondrial. O Oxaloacetato e acetil-CoA, pela ação da citrato sintase, são convertidos em citrato. O citrato, 
pela ação da enzima aconitase, é convertido em isocitrato. O isocitrato, através da isocitrato desidrogenase, 
é convertido em α-cetoglutarato, liberando uma molécula de NADP+. α-cetoglutarato então é convertido em 
Succinil-CoA pela α-cetoglutarato desidrogenase, liberando uma molécula de NADH e CO2. A succinil-CoA é 
convertida em succinato pela succinato-CoA ligase, liberando uma molécula de trifosfato (ATP/GTP). O 
succinato, através da succinato desidrogenase, é convertido em fumarato, liberando uma molécula de 
FADH2, e esse fumarato é convertido em malato pela fumarato hidratase. Por fim o malato é convertido em 
oxaloacetato pela malato desidrogenase liberando uma molécula de NADH. Adaptado de (RAIMUNDO; 
BAYSAL; SHADEL, 2011). 

O citrato citosólico também desempenha um papel fundamental na regulação 

da glicólise: inibe a reação que transforma a frutose-6-fosfato (F6P) em frutose-1,6-

bisfosfato (F1,6BP). Essa reação, catalisada pela fosfofrutocinase 1 (PFK-1), é a 

segunda reação irreversível da glicólise, denominada etapa limitante para o controle 

da via (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002). Esta enzima alostérica e tetramérica é 

um ponto de verificação do estado energético, o marca-passo da glicólise. É inibida 

por ATP e citrato (ZANCAN et al., 2008) Um nível elevado de citrato citosólico 

significa que os precursores biossintéticos são abundantes e, portanto, a glicose 

adicional não deve ser degradada para este fim. A inibição da PFK-1 pelo citrato 

permite a regulação precisa da glicólise, levando à produção de ATP. Quando o 
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citrato inibe a PFK-1, o catabolismo da glicose é interrompido, resultando em uma 

desaceleração do ciclo do Ácido Cítrico. Por outro lado, a utilização de glicose para 

o anabolismo do glicogênio é aumentada (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002). 

Além de inibir a glicólise pela modulação alostérica negativa da PFK-1, o 

citrato também modula a atividade da fosfofrutocinase 2 (PFK-2) (CHESNEY, 2006), 

uma enzima bifuncional que interconverte a F6P em frutose 2,6-bisfosfato (F2,6BP) 

que, por sua vez, é um poderoso ativador alostérico da PFK-1.  

 Ao diminuir o nível de F1,6BP, um ativador alostérico da piruvato cinase (PK), 

o citrato indiretamente também inibe a PK, outra enzima limitante da glicólise 

(YALCIN et al., 2009). O ciclo do Ácido Cítrico é inibido por citrato ao nível do 

complexo da piruvato desidrogenase (PDH) (TAYLOR; HALPERIN, 1973) e 

succinato desidrogenase (SDH) (HILLAR; LOTT; LENNOX, 1975), e assim estimula 

as vias de consumo de ATP, como a gliconeogênese e a síntese lipídica. 

1.4.3 CITRATO E METABOLISMO DE LIPÍDEOS 

O citrato transportado para o meio extra-mitocondrial pelo CIC (IACOBAZZI; 

INFANTINO, 2014) serve como substrato para a síntese de AG e esterol pela 

formação de acetil-CoA e OAA catalisado pela ATP:citrato liase (ACLY). Acetil-CoA 

é um metabólito importante que ocupa uma posição crítica em múltiplos processos, 

como intermediário metabólito, precursor de reações anabólicas, regulador 

alostérico de atividades enzimáticas e um determinante chave da acetilação de 

proteínas (CHOUDHARY et al., 2014; PIETROCOLA et al., 2015). É uma molécula 

derivada do piruvato glicolítico que entra no ciclo do Ácido Cítrico através da PDH, 

ou o produto final da β-oxidação ou ainda oriundo da carboxilação redutiva da 

glutamina, especialmente quando a glicólise é bloqueada em condições de hipóxia 

(CHRISTIAN et al., 2014; YANG et al., 2015). Ainda, é precursor chave da síntese 

lipídica e é o único doador de grupos acetil para as reações de acetilação de modo 

geral (WEINERT et al., 2014).  

A etapa de limitação da velocidade da lipogênese é catalisada pela acetil-CoA 

carboxilase (ACC), uma enzima dependente de biotina que irreversivelmente 

carboxila acetil-CoA à malonil-CoA (BROWNSEY et al., 2006) que, por um lado 
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induz a biossíntese de AG, através da ACC 1, ACC 2 e ácido graxo sintase (FASN), 

e por outro, inibe o transporte mitocondrial de AG pela carnitina palmitoiltransferase 

1 (CPT 1) (PAUMEN et al., 1997) e, consequentemente, a β-oxidação. A reação 

reversa (isto é, a decarboxilação de malonil-CoA a acetil-CoA), que é catalisada pela 

malonil-CoA decarboxilase (MLYCD), não apenas inibe a lipogênese, mas também 

estimula a captação mitocondrial de AG livres para β-oxidação aliviando a inibição 

mediada por malonil-CoA sobre a CPT 1 (KOVES et al., 2008). Ambos malonil-CoA 

e NADPH são usados como precursores para sintetizar o ácido palmítico (um AG de 

16 carbonos) pela FASN (RUI, 2014). 

O ácido palmítico é alongado pelos membros da família da elongase acil-CoA 

(Elovl) no retículo endoplasmático para gerar outros ácidos graxos de cadeia longa 

(LCFA). LCFAs são dessaturados por dessaturases de estearoil-CoA (SCDs), 

enzimas de membrana de retículo endoplasmático, para formar LCFAs mono e poli-

insaturados (RUI, 2014).  

A exportação de citrato das mitocôndrias cria a necessidade de 

reabastecimento anaplerótico de intermediários do ciclo do Ácido Cítrico que 

regeneram o OAA, significando que a disponibilidade extracelular de glutamina e o 

fluxo metabólico através da glutaminólise também influenciam a abundância relativa 

de acetil-CoA mitocondrial e citosólico (GIUDETTI et al., 2016).  

O gradiente de concentração de acetil-CoA através da membrana 

mitocondrial interna é influenciado não apenas pela taxa de síntese e consumo de 

acetil-CoA no citosol e nas mitocôndrias, mas também pela atividade do CIC. Este 

pode ser aumentado por fatores de transcrição pró-inflamatórios como o fator 

nuclear kappa B (NF-kB) e o transdutor de sinal e ativador da transcrição 1 (STAT1), 

além da ACLY, que é regulada por vários transdutores de sinal (LEE; SHAH; 

WELLEN, 2013) (INFANTINO et al., 2014).  

1.4.4 CITRATO E INFLAMAÇÃO 

Vários estudos demonstram que as células imunológicas são adaptadas para 

usar diferentes fontes de nutrientes. A glicose contribui para 60% das necessidades 

energéticas de uma célula imune, sendo os 40% restantes são atendidos pela 
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glutamina. Os macrófagos consomem quantidades muito elevadas de glicose, 

embora apenas 10% sejam oxidados, enquanto a glutamina é oxidada a altas taxas. 

Ambos os substratos energéticos podem produzir grandes quantidades de NADPH 

através de diferentes vias geradoras de NADPH. Quando a glutamina é usada para 

produzir novos aminoácidos em períodos de síntese ativa e secreção, a glicose é 

desviada para a via das Pentose Fosfato (PPP) para a síntese de NADPH (COSTA 

ROSA et al., 1995; NEWSHOLME, 2001; O’NEILL; GRAHAME HARDIE, 2013). Por 

outro lado, uma proporção considerável de NADPH é produzida via metabolismo da 

glutamina quando a glicose-fosfato desidrogenase é inibida em macrófagos por 

adrenalina, ou durante períodos de pinocitose e fagocitose ativas, nos quais o 

carbono da glicose pode ser desviado para a síntese lipídica (COSTA ROSA et al., 

1995; NEWSHOLME, 2001).  

A resposta inflamatória é desafiada nutricionalmente em condições de baixa 

disponibilidade de glicose, uma vez que a demanda celular de NADPH não pode ser 

sustentada pela PPP (COSTA ROSA et al., 1995; NEWSHOLME, 2001; O’NEILL; 

GRAHAME HARDIE, 2013). Fontes alternativas de NADPH requerem altos níveis 

citosólicos de citrato. De fato, esse intermediário do ciclo do Ácido Cítrico pode ser 

convertido em malato, que é substrato da enzima málica para produzir NADPH, ou 

pode ser substrato direto da isocitrato desidrogenase 1 (IDH 1) dependente de 

NADP+, embora sua expressão seja suprimida sob desafio pró-inflamatório 

(HASEEB; MAKKI; HAQQI, 2014). Em ambos os casos, a produção de NADPH 

torna-se mais dependente do fluxo de citrato das mitocôndrias. 

Além disso, o citrato, também modula a função dos macrófagos, pois, quando 

é exportado pelo CIC da mitocôndria para o citosol, é clivado pela ACLY em acetil-

CoA e OAA. O acetil-CoA fornece carbonos para a síntese de AG para atender a 

demanda por lipídios no estado pró-inflamatório (KAPLAN et al., 1990). O segundo 

produto do metabolismo do citrato, OAA, é reduzido pelo NADH para formar malato, 

e o malato é decarboxilado e oxidado para formar piruvato pela enzima málica. Isso 

produz o NADPH, que é usado para gerar espécies reativas de oxigênio (ROS) pela 

NADPH oxidase (BISACCIA et al., 1990; PALMIERI, 2004). 
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O estudo de LEANDRO et al., (2016) sugeriu que o citrato exógeno, 

proveniente da alimentação, pode tornar o tecido adiposo mais propenso a 

desenvolver inflamação. Além disso, já foi demonstrado que o metabolismo do 

citrato contribui para a atividade pró-inflamatória dos macrófagos em resposta ao 

lipopolissacarídeo (LPS) através do seu papel nas concentrações de acetil-CoA 

citosólico (IACOBAZZI; INFANTINO, 2014; INFANTINO et al., 2013). Além disso, a 

acetilação e inibição do transportador de citrato mitocondrial diminui fortemente a 

resposta inflamatória induzida por LPS (PALMIERI et al., 2015). O citrato exógeno 

também leva a um aumento da resposta inflamatória de monócitos ativada por LPS 

(ASHBROOK et al., 2015). 

1.5 JUSTIFICATIVA 

Como comentado ao longo do texto, as alterações do padrão alimentar 

saudável para um padrão alimentar industrializado que oferece alimentos 

hipercalóricos e ricos em aditivos, pode promover obesidade e resistência à insulina. 

No entanto, são alterações metabólicas de início tênue e que levam muito tempo 

para se estabelecer, para somente então serem diagnosticadas. Porém, é fato que 

por terem início e desenvolvimento lentos, algumas dessas alterações, se forem 

previamente identificadas, podem antecipar o diagnóstico e facilitar o tratamento. 

Visando isso e sabendo que o citrato citosólico é uma interseção das vias 

metabólicas de glicose e de lipídeos, estabelecemos nossa pergunta principal: 

Estaria o citrato dietético modulando o metabolismo hepático e contribuindo com a 

instalação do processo de resistência à insulina em modelos experimentais de 

camundongos C57BL/6 submetidos a um dia de dieta hipercalórica? 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

• Avaliar o efeito do citrato na sinalização e regulação de vias metabólicas no 

fígado de camundongos alimentados com dieta padrão ou hipercalórica 

suplementada ou não com citrato e o seu efeito sobre a biologia celular. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Avaliar o efeito do citrato sobre sinalização insulínica em fígados de 

camundongos; 

• Estudar o efeito do citrato sobre à inflamação e metabolismo de lipídeos no 

fígado; 

• Avaliar os possíveis fatores de transcrição e reguladores do metabolismo 

celular modulados por citrato; 

• Avaliar o efeito do citrato na polarização de macrófagos em cultura de células. 
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3 METODOLOGIA 

3.1. ANIMAIS E DIETA 

Foram utilizados 44 camundongos (Mus musculus), da linhagem CL57BL/6 

com 21- 28 dias de idade, pesando aproximadamente 20g, procedentes da Colônia 

de Fundação de Camundongos e Ratos, do CEMIB, da Unicamp. Após um período 

de adaptação de sete dias, onde os animais foram separados em gaiolas individuas 

e alimentados a base de ração comum e água filtrada, os animais foram submetidos 

à uma dieta pelo período de 24h divididos em 4 grupos em diferentes condições, 

onde: o Grupo Controle (Chow) recebeu 5 gramas de ração padrão com 3,1 kcal por 

grama de ração; o Grupo Hipercalórica recebeu 3 gramas de ração High Fat High 

Sucrose Low Fiber (HFHSLF) com 5,5 kcal por grama de ração; o Grupo Citrato 

Controle, recebeu 5 gramas de ração padrão com 3,1 kcal por grama de ração com 

um adicional de 40mg de citrato de sódio por grama de ração; e o Grupo Citrato 

Hipercalórica, recebeu 3 gramas de ração High Fat High Sucrose Low Fiber 

(HFHSLF) com 5,5 kcal por grama de ração com um adicional 67mg de citrato de 

sódio por grama de ração. A quantidade de citrato utilizada em cada grupo foi 

calculada a partir da média do consumo de cada grupo (Chow e HFHSLF) para que, 

ao final do experimento, ambos os grupos tivessem o mesmo consumo de citrato. A 

ração padrão utilizada foi AIN 93M da Pragsoluções Biociência (Jaú, São Paulo) que 

contém em 1Kg de ração: 140g de caseína, 465,7g de amido de milho, 155g de 

amido dextrinizado, 100g sacarose, 40g óleo de soja, 50g de fibras (celulose 

microcristalina), 35g Mix Mineral (357g/Kg mx carbonato de cálcio anidro, 250g/Kg 

mx fosfato de potássio monobásico, 74g/Kg mx cloreto de sódio, 46,6g/Kg mx sulfato 

de potássio, 28g/Kg mx citrato de potássio, tri-potássio, monohidratado, 24g/Kg mx 

óxido de magnésio, 6,06g/Kg mx citrato de ferro, 1,65g/Kg mx carbonato de zinco, 

630mg/Kg mx carbonato de manganês, 300mg/Kg mx carbonato de cobre, 10mg/Kg 

mx iodato de potássio, 103mg/Kg mx selenato de sódio anidro, 8mg/Kg mx 

paramolibinato de amônia 4 hidratado, 1,45g/Kg mx metassilicato de sódio 9 

hidratado, 275mg/Kg mx sulfato de cromo e potássio 12 hidratado, 81,5mg/Kg mx 

ácido bórico, 63,,5mg/Kg mx fluoreto de sódio, 31,8mg/Kg mx carbonato de níquel, 

17,4mg/Kg mx cloreto de lítio, 6,6mg/Kg mx de vanadato de amônia e 209,81g/Kg 

mx de sacarose), 10g Mix Vitamínico (3g/Kg mx ácido nicotínico, 1,6g/Kg mx de 
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pantotenato Ca, 700mg/Kg mx piridoxina, 600mg/Kg mx de tiamina, 600mg/Kg mx 

de riboflavina, 200mg/Kg mx de ácido fólico, 20mg/Kg mx de d-biotina, 2,5g/Kg mx 

de vitamina B12, 15g/Kg mx de Vitamina E (500IU/g), 800mg/Kg mx de Vitamina A 

(500.000IU/g), 250mg/Kg mx de Vitamina D3 (400.000 IU/g), 750mg/Kg mx de 

Vitamina K e 974,7g/Kg mix de sacarose), 1,8g L-cistina, 2,5g bitartarato de colina e 

8mg de tertil-butil-hidroquinona; A ração hiperlipídica utilizada foi formulada com 

base em LAVIGNE et al., 2001 e confeccionada pela Pragsoluções Biociência (Jaú, 

São Paulo) que contém em 1Kg de ração: 200g de caseína, 268,9g sacarose, 198g 

óleo de milho, 50g celulose, 198g de gordura, 67g Mix Mineral (500g/Kg mx 

carbonato de cálcio anidro, 74g/Kg mx cloreto de sódio, 52g/Kg mx sulfato de 

potássio, 220g/Kg mx citrato de potássio, tri-potássio, monohidratado, 24g/Kg mx 

óxido de magnésio, 6g/Kg mx citrato de ferro, 1,6g/Kg mx carbonato de zinco, 

350mg/Kg mx carbonato de manganês, 300mg/Kg mx carbonato de cobre, 10mg/Kg 

mx iodato de potássio, 100mg/Kg mx selenato de sódio anidro, 550mg/Kg mx sulfato 

de cromo e potássio 12 hidratado e 118g/Kg mx de sacarose), 14g Mix Vitamínico 

(3g/Kg mx ácido nicotínico, 1,6g/Kg mx de pantotenato Ca, 700mg/Kg mx piridoxina, 

600mg/Kg mx de tiamina, 600mg/Kg mx de riboflavina, 200mg/Kg mx de ácido fólico, 

20mg/Kg mx de d-biotina, 1mg/Kg mx de vitamina B12, 20g/Kg mx de Vitamina E 

(250IU/mg), 1,6g/Kg mx de Vitamina A (250.000IU/mg), 250mg/Kg mx de Vitamina 

D3 (400.000 IU/g), 5mg/Kg mx de Vitamina K e 972,9g/Kg mix de sacarose), 1,8g L-

cistina, 2g bitartarato de colina e 8mg de tertil-butil-hidroquinona. Todos os 

camundongos foram ambientados em gaiolas, comportando apenas um indivíduo, 

com temperatura controlada (20-24 °C) e umidade relativa do ar de 55% ± 15%, ciclo 

claro/escuro (12/12h) e acesso ad libitum a bebida e ração. Após o período de 

tratamento foram quantificados a ingestão de ração e o peso corporal dos 

camundongos, na sequência esses animais foram submetidos em jejum por 6h para 

posterior teste de tolerância oral à glicose e eutanásia. Alguns animais (n=6 por 

grupo) receberam uma injeção com 2 U/kg de insulina 30min antes da eutanásia. A 

eutanásia ocorreu por sobredose anestésica (Isoflurano inalável). Todos os 

procedimentos envolvendo animais seguiram os preceitos aprovados pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais, protocolo número 090/16. 
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3.2 AMOSTRAS DE SANGUE 

Após as 24h de dieta, os animais foram colocados um jejum de 6 horas onde 

ração foi removida e a maravalha foi trocada. Para as aferições de glicemia foi 

realizada a coleta de sangue por secção da extremidade distal caudal e aferição em 

um glicosímetro One Touch Ultra Mini  (Roche). Para as demais aferições, as 

amostras de sangue foram coletadas após anestesia e através de punção cardíaca 

com seringas de 1mL com agulhas de 1,20mm por 40mm. Após a coleta, os 

eppendorfs foram centrifugados a 6000 rpm por 10 minutos para a obtenção do 

plasma ou soro.  

3.3 TESTE DE TOLERÂNCIA A GLICOSE 

Após o período de jejum, a glicemia foi aferida e, logo em seguida, os animais 

receberam, via oral (gavagem), uma solução de 2 gramas de glicose por quilograma 

de peso. A glicemia foi então monitorada nos tempos 15, 30, 60 e 120 minutos após 

a aplicação da solução. 

3.4 AMOSTRAS DE TECIDO 

 Após a eutanásia, as amostras de fígado, tecido adiposo branco epididimal, 

tecido adiposo branco inguinal, tecido adiposo marrom, coração, intestino grosso e 

delgado e músculo foram coletadas. O fígado desses animais foi macerado 

manualmente em nitrogênio líquido, armazenado em criotubos em freezer a -80ºC 

para a posterior análise de triglicerídeos hepáticos, PCR e Immunoblotting. 

3.5 QUANTIFICAÇÃO DE TRIGLICERÍDEOS HEPÁTICOS 

A quantificação de triglicerídeos hepáticos foi realizada com o sobrenadante 

obtido a partir de 50 miligramas do tecido pulverizado solubilizado em álcool 

isopropílico, centrifugado à 2.000G por 10min. A dosagem foi aferida usando o kit 

Triglicérides Monoreagente (Bioclin, Ref K117). 
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3.6 PCR  

As reações de PCR em tempo real foram feitas no 7500 Real Time PCR 

System (Applied Biosystems™). Foram realizadas reações de etapa única pelos 

sistemas de SYBR® Green e TaqMan®. 

3.6.1 EXTRAÇÃO DE RNA 

A extração do RNA total das amostras foi realizada com o reagente comercial 

a base de etanol e tiocianato de guanidina (TRIzol®Reagent - Life Technologies) 

seguindo as instruções do fabricante com poucas modificações (200 mg 

tecido/500µL de Trizol); ao final da extração as amostras foram ressuspendidas em 

50 µl de água para biologia molecular. Para a determinação da concentração e da 

pureza do RNA foi utilizado o espectrofotômetro Picodrop (PICOPET01, Picodrop 

Technologies), a partir da absorbância a 260 nm, e razões 280/260 nm e 260/230 

nm, respectivamente. 

3.6.2 SÍNTESE DE cDNA 

A síntese do cDNA foi realizada utilizando o kit RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit (Molecular Biology/ThermoFisher Scientific, Ref #K1622), a partir de 

140 ng de RNA total, acrescido de dNTP Mix (100 mM); Random Primers (10x RT), 

Transcriptase Reversa MultiScribe (50U/µL). As amostras foram incubadas por 90 

min a 37°C para síntese do cDNA, armazenadas em freezer à -20ºC para a posterior 

análise por PCR Real time quantitativo (q-RT PCR). 

3.6.3 q-RT PCR 

Para as reações em etapa única utilizando o sistema TaqMan® foi utilizado o 

kit TaqMan® Universal Master Mix II, da Applied Biosystems™. Para as reações em 

etapa única utilizando o sistema SYBR® GreenER foi utilizado o kit GoTaq® qPCR 

Master Mix, da Promega. 

Foram desenhados os prímers para SYBR® GreenER para Mus musculus, 

sintetizados pela empresa Exxtend. Os seguintes genes foram selecionados: 

Acetil-CoA carboxilase 1 (ACC 1), Acetil-CoA carboxilase 2 (ACC 2), ATP:Citrato 
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Liase (ACLY), Arginase 1 (Arg 1), Transportador carnitinapalmitoil 1 alfa (CPT 1α), 

Proteína de resposta precoce ao crescimento 2 (EGR2), Elongase acil-CoA (Elovl), 

Módulo semelhante a EGF contendo um hormônio parecido à mucina 1 (EMR 1-

F4/80), Ácido graxo sintase (FASN), Receptor 2 do peptídeo N-formil (FPR2), 

Família transportadora de soluto 13 membro 5 (Transportador de citrato dependente 

de sódio) (Slc13a5/mINDY), Receptor X do fígado (LXR), Fosfoenolpiruvato 

carboxicinase (PEPCK), Coativador do receptor ativado por proliferador de 

peroxissomo gama 1-alpha (PGC-1α), Receptor ativado por proliferador de 

peroxissoma alfa (PPARα), Estearoil-CoA desaturase 1 (SCD 1), Sirtuína 1 (SIRT 1) 

e Proteína de ligação a elemento regulatório de esterol 1c (SREBP-1c) (Tabela 1). 

Os prímers utilizados para TaqMan® foram Interleucina 6 (IL-6), receptor de 

macrófagos com estrutura colagenosa (MARCO) e receptor de manose do tipo C-1 

(MRC 1) (Tabela 2). O gene para Ciclofilina A (CFA) foi utilizado para a 

normalização na sonda SYBR® GreenER enquanto o gene HPRT foi utilizado para a 

normalização para a sonda TaqMan®, necessária para utilização do método de 

expressão relativa por ∆∆CT (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). 
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 Tabela 1: Lista de prímers dos genes de interesse, para a sonda Sybr® Green, utilizados no ensaio de q-RT 
PCR. 

Tabela 2: Lista de prímers dos genes de interesse, para a sonda TaqMan®, utilizados no ensaio de q-RT PCR 

Gene ID  Tamanho do Amplicon (bp) 

HPRT Mm03024075_m1 131 

IL 6 Mm00446190_m1 78 

Marco Mm00440265_m1 75 

MRC 1 Mm01329362_m1 147 

3.7 IMMUNOBLOTTING 

As amostras de fígado dos camundongos foram lisadas em tampão RIPA 

(150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7,5, Glicerol 10%, 5 mM EGTA, 0,5 mM EDTA, 

2 mM Na3VO4, 50 mM NaF, triton1%, SDS 0,1%, 80 mM β- glicerofosfato, 

5 mM NaPPi, 1 mM PMSF) na presença de inibidores de proteases com um tempo 

de uma hora de incubação. Após a homogeneização, as amostras foram 

centrifugadas a 8.000 x g, por 15 minutos, à 4ºC e o sobrenadante foi coletado e o 

pellet contendo os restos celulares foi descartado. 

Proteína Sequência 
Tamanho do 

Amplicon 
(bp) 

 
Forward Reverse 

 ACC 1 CCGAGAAAGCAGGGGATCTG TACCCGACGCATGGTTTTCA 91 

ACC 2  CACCCAACTCTGAAGGGGAC CCAGGGTGCCATGATTTCCT 75 

ACLY TGGATGCCACAGCTGACTAC GGTTCAGCAAGGTCAGCTTC 150 

ARG 1 CCTCGAGGAGGGGTAGAGAAA GGTCTCTCACGTCATACTCTGTTT 91 

Ciclo Filina A CAGACGCCACTGTCGCTTT TGTCTTTGGAACTTTGTCTGCAA 133 

CPT 1a TGGACCCAAATTGCAGTGGT CTCCCACCAGTCACTCACATAA 73 

EGR2 GTGGCGGGAGATGGCATGAT TCGGATACGGGAGATCCAGG 70 

Elov 1 CCATGTCTTCCACCACTCGG GGAGCCCATTCCTCCTGG 76 

EMR 1 (F4/80) CCGTCAGGTACGGGATGAAT AGAAGTCTGGGAATGGGAGC 73 

FASN  CCATGGCAGCTGTTGGTTTG GTGTCCTCAGAGTTGTGGCA 88 

FPR2 CCAGTGATTCAAGCACCAGTT TCACAGACTTCATGGGGCCTT 71 

mINDY (SLC13a5) TCTTTTCTCCCTCCAGTCAGTC GCACACCTGGCAAACTTGT 151 

LXR ACTTTGCCAAACAGCTCCCT AGCATGACCTCGATTGCAGA 88 

PEPCK GGGTGGAAGGTCGAATGTGT AGCCCTTAAGTTGCCTTGGG 72 

PGC-1a CTCTGGAACTGCAGGCCTAA CAAGAGGGCTTCAGCTTTGG 96 

PPAR a GCAACAACCCGCCTTTTGTC TTGGCCACAAGCGTCTTCTC 70 

SCD 1 CACCTGCCTCTTCGGGATTTT GGCCCATTCGTACACGTCA 166 

SIRT 1 GCGGCTTGAGGGTAATCAAT GACAAGACGTCATCTTCAGAGTC 96 

SREBP-1c GGAGCCATGGATTGCACATT GGCCCGGGAAGTCACTGT 70 



50 

 

A concentração de proteína das amostras foi avaliada pelo método do ácido 

bicinchonínico conforme a descrição do fabricante (Pierce BCA Protein Assay Kit – 

ThermoScientific, EUA). A quantidade de proteína das amostras foi analisada por 

leitura de espectrometria com comprimento de onda de 562nm. Todas as amostras 

foram testadas e comparadas com curva padrão de BSA. 

Separação das proteínas por SDS-PAGE: As proteínas foram desnaturas a 

100°C por 10 minutos em tampão de amostra TEX (Tris-HCl 0,5 M, glicerol, SDS e 

azul de bromofenol 0,05%) e β-mercaptoetanol 15%. Após esse procedimento, o 

equivalente a 20 µg de proteínas foi aplicado no gel de poliacrilamida (3,6% para 

retenção e 7,5 - 9% para separação das proteínas) e as proteínas foram separadas 

por eletroforese por cerca de 2h a 120 V. 

3.7.1 WESTERN BLOT 

As proteínas separadas por eletroforese foram eletrotransferidas para 

membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF) (Immobilon-P TransferMembrane 

EMD, Millipore, EUA). A voltagem foi regulada para 30V overnight. Ao final da 

transferência, as membranas foram coradas com Ponceau S e, em seguida, 

bloqueadas com leite desnatado 5% p/v em TBS-T (TBS: 50 mM Tris-HCl, 150 mM 

NaCl; Tween: 0,1% v/v) por 1 hora sob agitação lenta. Posteriormente, as 

membranas foram incubadas com os anticorpos primários (Tabela 3), conforme 

orientações dos fabricantes, diluídos em TBS-T suplementados com albumina sérica 

bovina (0,5% p/v e azida 0,002%) e mantidos sob agitação a 4°C overnight. As 

membranas foram, em seguida, incubadas com os seus respectivos anticorpos 

secundários diluídos em 5% leite desnatado em TBS-T por 1 hora sob agitação 

lenta. Após este período, o sistema foi revelado com o kit Chemiluminescent HRP 

Substrate (Millipore, EUA).  
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Tabela 3: Lista de anticorpos primários utilizados no trabalho. 

Anticorpo  Fabricante Código Diluição 

Anti-ACLY Abcam ab40793 1:1000 
Anti-pACLY Abcam ab46796 1:1000 

Anti-Β-Actina Cell Signaling #4967 1:1000 
Anti-AKT Cell Signaling #9272 1:1000 

Anti-pAKT (Ser 473) Cell Signaling #9271 1:1000 
Anti-pAKT (Thr308) Cell Signaling #9275 1:1000 

Anti-AMPK Cell Signaling #2532 1:1000 
Anti-pAMPK Cell Signaling #2535 1:1000 
Anti-ERK 1/2 Cell Signaling #4695 1:1000 

Anti-pERK 1/2  Cell Signaling #9106 1:1000 
Anti-mTOR Cell Signaling #2972 1:1000 

Anti-pmTOR Cell Signaling #2971 1:1000 
Anti-PEPCK SCBT sc-32879 1:1000 
Anti-PGC1α SCBT sc-5816 1:1000 
Anti-SCD 1  Cell Signaling #2794S 1:1000 

Anti-SLC13A5/mINDY Thermo PA5-42526 1:1000 
Anti-TNF-α Abcam ab1793 1:1000 
Anti-Mouse Jackson Laboratories 155-035-146 1:10000 

Anti-Rabbit Jackson Laboratories 111-035-144 1:20000 

3.8. CULTURA DE CÉLULAS 

A linhagem celular J774, macrófagos de murino, foi gentilmente cedida pelo 

Prof Leonardo Nimrichter (IMPG- UFRJ) e foi mantida em meio DMEM 

suplementado com 10% de FBS e bicarbonato de sódio (3,7 g/L), pH 7,4 e 

acondicionadas em estufa a 37ºC com 5% de CO2. O crescimento celular foi 

devidamente acompanhado por meio de observação em microscópio invertido. Para 

os ensaios, as células foram semeadas em placas de cultura de 6 poços, numa 

concentração de 1 x 105 células por poço, até atingirem cerca de 85% de 

confluência. Posteriormente, as células foram tratadas com citrato de sódio, em uma 

concentração de 2mM, por 24h, e foram mantidas na estufa nas mesmas condições 

de incubação. O mRNA dessas células foi extraído, o cDNA foi sintetizado e as 

análises por qPCR foram realizadas seguindo o protocolo acima descrito. 
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3.9. TRATAMENTO ESTATÍSTICO 

Todos os resultados foram expressos como média ± erro-padrão. A análise 

dos dados foi realizada usando o software Prism (v. 7.0, GraphPad Software Inc. 

CA, USA). Os valores para cada grupo foram comparados por testes t-Student 

pareados ou não pareados, ou por análise de variância (ANOVA). As diferenças 

foram consideradas estatisticamente significativas com intervalo de confiança de 

95% (p<0,05). 
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4 RESULTADOS 

Camundongos C57BL/6 (44 animais; n = 10-12 animais/grupo) foram 

submetidos à dieta padrão (Chow) ou HFHSLF suplementada ou não com citrato 

(Chow+Cit e HFHSLF+Cit) durante 24h. Após o tratamento, os animais foram 

pesados assim como a quantidade de ração ingerida antes de realizar o oGTT. Não 

foi observada variação no peso dos animais em nenhum dos grupos (Figura 7A). A 

ingestão de alimento dos grupos que receberam a dieta HFHSLF foi menor que a do 

grupo controle (Figura 7B), porém ao se converter para a quantidade de calorias de 

cada dieta, observou-se que a ingestão calórica foi equivalente (Figura 7C).  
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Figura 7: Gráfico comparativo da interferência da dieta sobre o peso dos animais (A); Comparação da 
quantidade de alimento ingerido pelos animais após 24h (B); Comparação da quantidade de calorias 
ingeridas por cada grupo de animal após 24h (C). A identificação dos grupos se dá de forma que a barra azul 
representa os animais que receberam a dieta Chow, a barra vermelha representa os animais que receberam 
a dieta Chow+Citrato, a barra verde representa os animais que receberam a dieta HFHSLF e a barra roxa 
representa os animais que receberam a dieta HFHSLF+Citrato. Valores representam média ± erro padrão 
(n=10-12). * Diferença significativa (p<0,05); médias comparadas por ANOVA de uma via seguido de Pós-
teste de Turkey. 

Seguindo o protocolo descrito em Metodologia, após 6h de jejum, os animais 

foram submetidos ao oGTT, fazendo uma aferição da glicemia de jejum desses 

animais, submetendo-os a uma dose de 5 mg de glicose por quilo de animal e 

aferindo sua glicemia em tempos subsequentes. Observou-se que, comparados ao 

grupo Chow, a dieta HFHSLF promoveu um aumento da área sobre a curva 

glicêmica dos animais, assim como a presença do citrato (Figura 8A). Ao avaliar a 

área sobre a curva de cada grupo, observou-se um aumento significativo 

comparando o grupo controle com o grupo HFHSLF e esse aumento foi exacerbado 

com a presença do citrato (Figura 8B).  
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Figura 8: Teste de Tolerância a Glicose. (A) Valores de glicemia ao longo do tempo, aferindo em 0, 15, 30, 60 
e 120 minutos após a gavagem com 5 mg de glicose/kg de peso corporal; (B) Área sob as curvas. A 
identificação dos grupos se dá de forma que a barra azul representa os animais que receberam a dieta Chow, 
a barra vermelha representa os animais que receberam a dieta Chow+Citrato, a barra verde representa os 
animais que receberam a dieta HFHSLF e a barra roxa representa os animais que receberam a dieta 
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HFHSLF+Citrato. Valores representam média ± erro padrão (n=10-12). * Diferença significativa (p<0,05) entre 
os valores ponto a ponto do controle (Chow) e os demais grupos. Médias comparadas por teste t de Student 
ou ANOVA de uma via seguido de Pós-teste de Turkey, quando oportuno. 

Com os dados obtidos no oGTT, decidimos analisar o perfil de resposta da via 

de sinalização da insulina através da técnica de Immunoblotting (Figura 9A). Para 

isso, foram utilizadas alíquotas de tecido hepático desses animais que receberam ou 

não uma injeção intraperitoneal de insulina 30 min antes da eutanásia. Então, foi 

iniciada a análise através da proteína AKT, que desempenha um papel essencial em 

muitos processos fisiológicos básicos e sua desregulação contribui criticamente para 

várias anormalidades patológicas, uma das quais a DM2 (MANNING; TOKER, 

2017). A via canônica que leva à ativação da AKT é iniciada pela estimulação dos 

receptores tirosina-cinases (RTK), ou receptores acoplados à proteína G (GPCR), 

levando ao recrutamento, na membrana plasmática, e ativação de uma ou mais 

isoformas de proteínas da família PI3K. A ativação de PI3K resulta na fosforilação de 

dois resíduos-chave em AKT. Primeiro, no resíduo T308 em sua ativação no núcleo 

catalítico dessa proteína cinase, e, segundo, no resíduo S473, em um motivo 

hidrofóbico C-terminal (MANNING; TOKER, 2017). A fosforilação do resíduo T308 

de AKT é um marcador da ativação da cascata de sinalização da insulina.  

Observou-se que, os dois grupos de animais que receberam a dieta com 

citrato obtiveram uma diminuição de mais de vinte vezes, quando comparados ao 

controle, na fosforilação da AKT no resíduo T308 (Figura 9A e 9B). Contudo, é 

perceptível que, sem o estímulo da insulina, o grupo Chow+Cit teve um pequeno 

aumento da fosforilação de AKT em T308 (Figura 9A e 9B). Por outro lado, a 

fosforilação desse resíduo estimulada por insulina foi menos intensa, quando 

comparada ao grupo Chow (Figura 9A e 9B). Para o grupo HFHSLF, observamos 

uma pequena diminuição da fosforilação estimulada por insulina de T308 da AKT, 

quando também comparado ao Chow (Figura 9A e 9B). A combinação HFHSLF+Cit 

intensificou a diminuição da fosforilação de T308, comparada ao grupo HFHSLF 

(Figura 9A e 9B). Porém, não foi observado o aumento da fosforilação 

independente de insulina deste resíduo, como descrito acima para o grupo 

Chow+Cit. De toda forma, esses resultados indicam que a presença de citrato na 

dieta per se afeta a fosforilação de T308 da AKT estimulada por insulina. Esse efeito 

é similar ao efeito promovido pela dieta HFHSLF, porém mais intenso. Assim, esse 
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primeiro resultado sugere que a presença de citrato na dieta desencadeia uma 

intolerância à glicose envolvendo uma ineficiência na sinalização insulínica. 

Uma das proteínas sequenciais na cascata de sinalização da insulina é a 

mTOR. Essa proteína é considerada um sensor nutricional, respondendo à presença 

de fatores de crescimento e ao estado energético celular, modulando vários 

processos anabólicos e catabólicos para manter a homeostase metabólica e o 

crescimento celular (HATANO et al., 2015). mTOR interage com uma série de 

proteínas formando dois complexos distintos, mTORC1 e mTORC2. O primeiro 

complexo é fosforilado e ativado por AKT, normalmente após a fosforilação desta 

última em T308. Uma vez ativado, mTORC1 apresenta um papel importante no 

feedback negativo da via de sinalização de insulina. Em nossos resultados, 

observamos que a presença de citrato na dieta Chow levou a uma diminuição da 

fosforilação estimulada por insulina de mTOR no resíduo S2448 (Figura 9A e 9C). 

Adicionalmente, a dieta HFHSLF promoveu o mesmo efeito, diminuindo a 

fosforilação de mTOR no estado não estimulado por insulina (comparar Chow e 

HFHSLF sem insulina) e impedindo que esse hormônio promova a fosforilação de 

S2448 de mTOR quando os animais foram alimentados com dieta HFHSLF 

(Figura 9A e 9C). Para o grupo alimentado com dieta HFHSLF, o citrato não alterou 

o padrão de resposta de fosforilação de mTOR, como observado no grupo Chow 

(Figura 9A e 9C). Esses resultados sugerem que citrato e HFHSLF são capazes de 

interferir com a fosforilação (e ativação) de mTOR, sem que um interfira com o efeito 

do outro.  

A fosforilação de mTOR em S2448 ocorre em ambos os complexos, mTORC1 

e mTORC2, não diferenciando o efeito observado. Dessa forma, decidimos avaliar a 

fosforilação de RICTOR no resíduo T1135. RICTOR é um componente regulatório 

de mTORC2, sendo sua fosforilação mediada por mTORC1. Mais uma vez, nossos 

dados mostram que a presença de citrato na dieta Chow diminui a fosforilação de 

RICTOR promovida por insulina (Figura 9A e 9D). Curiosamente, observamos um 

aumento dessa fosforilação no grupo HFHSLF, quando comparado ao Chow 

(Figura 9A e 9D). Ainda, a dieta HFHSLF não afetou a fosforilação de RICTOR 

mediada por insulina (Figura 9A e 9D). Porém, o citrato foi capaz de diminuir a 
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fosforilação de RICTOR mediada por insulina também no grupo HFHSLF 

(Figura 9A e 9D). 

A fosforilação de AKT em S473 aumenta a ativação desta enzima. Dentre os 

mediadores desta fosforilação, está o mTORC2. Nossos resultados mostram que o 

citrato foi capaz de afetar a fosforilação de AKT em S473 de forma similar ao que foi 

observado em T308 (Figura 9A e 9E), reforçando a sugestão de que o citrato 

interfere com diversos aspectos da sinalização insulínica. Esses resultados também 

sugerem um mecanismo para os efeitos do citrato sobre a tolerância à glicose 

mostrada na Figura 8. 
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Figura 9: Análise do perfil proteico referente a cascata de sinalização da insulina após um dia de dieta na 
presença ou ausência de citrato. (A) Imagens representativas do perfil de resposta das proteínas da via de 
sinalização da insulina por immunoblotting; (B) Quantificação do perfil de fosforilação de AKT (T308); (C) 
Quantificação do perfil de fosforilação de mTOR (S2448); (D) Quantificação do perfil de fosforilação de 
RICTOR (T1135); (E) Quantificação do perfil de fosforilação de AKT (S473). A identificação dos grupos se dá de 
forma que a barra azul representa os animais que receberam a dieta Chow, a barra vermelha representa os 
animais que receberam a dieta Chow+Citrato, a barra verde representa os animais que receberam a dieta 
HFHSLF e a barra roxa representa os animais que receberam a dieta HFHSLF+Citrato. As barras tracejadas 
representam os grupos de suas respectivas dietas que receberam insulina 30min antes da eutanásia 
enquanto que as barras preenchidas representam os animais que receberam uma solução salina antes da 
eutanásia. Valores representam média ± erro padrão (n=10-12). 

Uma vez que a captação de citrato pela célula depende da expressão de seu 

transportador na membrana plasmática, avaliamos se a ingestão de citrato alteraria 

a expressão de SLC13A5/mINDY. Os resultados obtidos por Immunobloting e por 

qRT-PCR são conflitantes. A expressão da proteína SLC13A5 não é afetada pela 

presença de citrato na dieta Chow (Figuras 10A e 10B). No entanto, a dieta 

HFHSLF diminui levemente os níveis de proteína, quando comparados ao controle 

Chow (Figuras 10A e 10B). Entretanto, a presença de citrato na dieta HFHSLF leva 
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a um aumento dos níveis dessa proteína (Figuras 10A e 10B). Por outro lado, os 

níveis de mRNA de mINDY aumentam significativamente nos grupos Chow+Cit e 

HFHSLF, quando comparados a Chow (Figura 10C). Enquanto que a expressão do 

mRNA de mINDY no grupo HFHSLF+Cit diminui, quando comparado ao grupo 

HFHSLF, não sendo diferentes dos níveis de Chow (Figura 10C). Assim, 

aparentemente, podemos inferir que a presença de citrato na dieta HFHSLF previne 

os efeitos dessa dieta sobre a expressão de mRNA de mINDY. Essa discrepância de 

resultados comparando a expressão da proteína e de seu mRNA sugerem que 

exista uma regulação da degradação do transportador de citrato pela presença deste 

aditivo na dieta. 

 

 

Figura 10: Análise do transportador de citrato na membrana plasmática após um dia de dieta. (A) Imagens 
representativas do perfil de resposta do transportador de citrato da membrana plasmática SLC13A5 por 
immunoblotting; (B) Quantificação do Immunobloting apresentado no painel A; (C) Quantificação do nível de 
expressão de mRNA do gene mINDY por qRT-PCR. A identificação dos grupos se dá de forma que a barra azul 
representa os animais que receberam a dieta Chow, a barra vermelha representa os animais que receberam 
a dieta Chow+Citrato, a barra verde representa os animais que receberam a dieta HFHSLF e a barra roxa 
representa os animais que receberam a dieta HFHSLF+Citrato. Valores representam média ± erro padrão 
(n=10-12). * Diferença significativa (p<0,05) entre os valores demarcados e quando sem marcação, referente 
ao controle de seu respectivo grupo (com ou sem citrato). Médias comparadas por ANOVA de uma via 
seguido de Pós-teste de Turkey. 
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Como o citrato citoplasmático pode se tornar substrato tanto para a via de 

síntese lipídica quanto para a via gliconeogênica, analisou-se a expressão da 

enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPCK). Observou-se que na presença do 

citrato o nível de expressão dessa enzima diminui pela metade, tanto no 

immunoblotting (Figura 11A e 11B) quanto por qRT-PCR (Figura 11C) indicando 

que, apesar do citrato ser um dos precursores para a via gliconeogênica, 

aparentemente ele não está sendo direcionado para essa via, podendo assim estar 

direcionado para a via lipogênica. 
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Figura 11: Análise do nível de expressão de fatores ligados a via da gliconeogênese após um dia de dieta, na 
presença ou ausência de citrato. (A) Imagens representativas do perfil de resposta da enzima PEPCK por 
immunoblotting; (B) Quantificação do Immunoblotting apresentado no painel A; (C) Quantificação do nível 
de expressão de mRNA do gene da PEPCK por qRT-PCR. A identificação dos grupos se dá de forma que a 
barra azul representa os animais que receberam a dieta Chow, a barra vermelha representa os animais que 
receberam a dieta Chow+Citrato, a barra verde representa os animais que receberam a dieta HFHSLF e a 
barra roxa representa os animais que receberam a dieta HFHSLF+Citrato. Valores representam média ± erro 
padrão (n=10-12). * Diferença significativa (p<0,05) entre os valores demarcados e quando sem marcação, 
referente ao controle de seu respectivo grupo (com ou sem citrato). Médias comparadas por ANOVA de uma 
via seguido de Pós-teste de Turkey. 

Como um dos fatores que podem corroborar para a resistência à insulina é 

o acúmulo de gordura hepática, foi analisado se 24 h seria tempo suficiente para ter 

um acúmulo de gordura no fígado e como o metabolismo lipídico estaria sendo 

modulado pelo citrato. Observou-se um aumento do acúmulo de TAG nos animais 

que foram submetidos à dieta HFHSLF independe da presença ou ausência do 

citrato, mostrando que, a princípio, o mesmo não estaria aumentando o acúmulo de 

gordura no fígado após um dia de dieta (Figura 12). 
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Figura 12: Análise da interferência da dieta e do citrato na quantidade de triglicerídeos hepáticos. A 
identificação dos grupos se dá de forma que a barra azul representa os animais que receberam a dieta Chow, 
a barra vermelha representa os animais que receberam a dieta Chow+Citrato, a barra verde representa os 
animais que receberam a dieta HFHSLF e a barra roxa representa os animais que receberam a dieta 
HFHSLF+Citrato. Valores representam média ± erro padrão (n=10-12). * Diferença significativa (p<0,05) entre 
os valores ponto a ponto do controle (Chow) e os demais grupos; médias comparadas por ANOVA de uma via 
seguido de Pós-teste de Turkey. 

Apesar do citrato ingerido não interferir com o acúmulo de lipídeos no fígado 

dos animais utilizados nesta Dissertação, decidimos avaliar algumas enzimas 

ligadas ao metabolismo lipídico uma vez que essa via é afetada em situações de 

resistência à insulina. No citosol, o citrato é substrato da enzima ACLY, que o 

converte em Acetil-CoA e OAA. Essa enzima é regulada positivamente após 

fosforilação no resíduo S455. Nossos resultados mostram que a presença de citrato 

per se na dieta Chow leva a um aumento da fosforilação de ACLY em S455 de 

forma independente de insulina, um estímulo normalmente relacionado à fosforilação 

de ACLY (Figura 13A e 13B). Esse efeito do citrato não é aditivo ao efeito da 

insulina, já que os níveis de fosforilação de ACLY em S455 estimulada pelo 

hormônio não é afetada pela presença de citrato na dieta Chow (Figura 13A e 13B). 

Curiosamente, esse efeito do citrato sobre a fosforilação de ACLY em S455 não 

ocorre quando os animais recebem dieta HFHSLF (Figura 13A e 13B). A dieta 

HFHSLF per se leva a um pequeno aumento da fosforilação não estimulada por 

insulina de ACLY em S455 (Figura 13A e 13B). Entretanto, a fosforilação desta 

enzima estimulada por insulina não é afetada pela dieta HFHSLF ou pela presença 

de citrato nessa dieta (Figura 13A e 13B). Apesar de não observarmos qualquer 
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alteração nos níveis de ACLY total em qualquer dos grupos testados (Figura 13A), 

avaliando a expressão de mRNA para ACLY observamos uma diminuição de 50% 

no grupo HFHSLF+Cit, quando comparado a HFHSLF (Figura 13C). Não houve 

alteração da expressão de mRNA de ACLY nos outros grupos (Figura 13C). Ainda 

utilizando a técnica de qRT-PCR, avaliamos os níveis de mRNA de ACC1, ACC2 e 

CPT1, enzimas relacionadas ao metabolismo lipídico. Observamos que a presença 

de citrato na dieta Chow aumenta a expressão das duas isoformas de ACC, ACC1 e 

ACC2 (Figura 13C). O mesmo acontece quando os animais são alimentados com a 

dieta HFHSLF, comparando ao Chow (Figura 13C). Entretanto, o grupo 

HFHSLF+Cit apresentou níveis de mRNA para ACC1 e ACC2 mais baixos que o 

grupo HFHSLF e similares ao grupo Chow (Figura 13C). Esse efeito é similar ao 

que foi observado para os níveis de mRNA de mINDY, apresentados da Figura 10C. 

Já a expressão de CPT1 não é afetada por citrato em qualquer das condições 

testadas, sendo afetada apenas pela dieta HFHSLF, comparada ao grupo Chow 

(Figura 13C).  
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Figura 13: Análise do nível de expressão de enzimas chaves na via da lipogênese após um dia de dieta, na 
presença ou ausência de citrato. (A) Imagens representativas do perfil de resposta da enzima ACLY por 
immunoblotting; (B) Quantificação do perfil de resposta das enzimas ACLY no immunoblotting; 
(C) Quantificação do nível de expressão de mRNA dos genes da ACLY, ACC 1, ACC 2 e CPT1α por qRT-PCR. A 
identificação dos grupos se dá de forma que a barra azul representa os animais que receberam a dieta Chow, 
a barra vermelha representa os animais que receberam a dieta Chow+Citrato, a barra verde representa os 
animais que receberam a dieta HFHSLF e a barra roxa representa os animais que receberam a dieta 
HFHSLF+Citrato. As barras tracejadas representam os grupos de suas respectivas dietas que receberam 
insulina 30min antes da eutanásia enquanto que as barras preenchidas representam os animais que 
receberam uma solução salina antes da eutanásia. Valores representam média ± erro padrão (n=10-12). 
* Diferença significativa (p<0,05) entre os valores demarcados e quando sem marcação, referente ao 
controle de seu respectivo grupo (com ou sem citrato). Médias comparadas por ANOVA de uma via com pós-
teste de Tukey. 
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Além dessas enzimas, verificou-se por qRT-PCR o nível de expressão das 

enzimas ácido graxo sintase (FASN), elongase (Elovl1) e esteroil-CoA desaturase 

(SCD1). A presença de citrato na dieta Chow eleva os níveis de mRNA para as três 

enzimas (Figura 14A). Além disso, a dieta HFHSLF per se eleva os níveis de mRNA 

para Elovl1, quando comparado a Chow (Figura 14A). Fora esses efeitos, nenhuma 

outra alteração é observada nos níveis de mRNA para estas três enzimas. 

Adicionalmente, o efeito do citrato sobre a expressão de SCD1 foi confirmado por 

immunobloting, reforçando o efeito do citrato sobre a expressão desta enzima 

(Figura 14B e 14C). 
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Figura 14: Análise do nível de expressão de enzimas chaves na via da lipogênese após um dia de dieta, na 
presença ou ausência de citrato. (A) Quantificação do nível de expressão de mRNA dos genes da FASN, Elovl1 
e SCD1 por qRT-PCR. (B) Imagens representativas do perfil de resposta da enzima SCD 1 por immunoblotting; 
(C) Quantificação do perfil de resposta da enzima SCD1; A identificação dos grupos se dá de forma que a 
barra azul representa os animais que receberam a dieta Chow, a barra vermelha representa os animais que 
receberam a dieta Chow+Citrato, a barra verde representa os animais que receberam a dieta HFHSLF e a 
barra roxa representa os animais que receberam a dieta HFHSLF+Citrato. Valores representam média ± erro 
padrão (n=10-12). * Diferença significativa (p<0,05) entre os valores demarcados e quando sem marcação, 
referente ao controle de seu respectivo grupo (com ou sem citrato). Médias comparadas por ANOVA de uma 
via com pós-teste de Tukey. 

Como o aumento da síntese de lipídeos está relacionada ao acúmulo de 

gordura e esse acúmulo pode gerar uma inflamação tecidual, verificou-se o perfil 

inflamatório do fígado desses camundongos. A análise por immunoblotting mostrou 

que a presença de citrato aumenta o nível de expressão do marcador inflamatório 

TNFα tanto na dieta Chow quanto na dieta HFHSLF (Figura 15A e 15B). Além disso 

por qRT-PCR, observou-se que o citrato também promove a elevação dos níveis de 

IL-6 no grupo Chow (Figura 15C). A dieta HFHSLF também foi capaz de promover a 

elevação dos níveis de IL-6 quando comparados a Chow, e nesse caso, a adição de 

citrato a essa dieta não adicionou efeito (Figura 15C). Aparentemente, não houve 
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alteração no número de células de Kupfer em qualquer dos tratamentos, como pode 

ser observado pela expressão de mRNA para o marcador de macrófagos EMR1 

(Figura 15C). Porém, ao analisar a polarização dessas células, observou-se que o 

citrato aumenta, independentemente da dieta, a expressão de MARCO, um 

marcador de macrófagos tipo M1, ao mesmo tempo que diminui a expressão de 

MRC1, marcador de macrófagos tipo M2. A dieta HFHSLF também promoveu a 

diminuição da expressão de MRC1, porém, sem afetar a expressão de MARCO 

(Figura 15C). 
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Figura 15: Análise do perfil inflamatório na presença do citrato após um dia de dieta, na presença ou 
ausência de citrato. (A)  Imagens representativas do perfil de resposta do marcador inflamatório TNFα por 
immunoblotting; (B) Quantificação do perfil de resposta do marcador inflamatório TNFα; (C) Quantificação 
do nível de expressão de mRNA dos genes da IL-6, EMR1, MARCO e MRC1 por qRT-PCR. A identificação dos 
grupos se dá de forma que a barra azul representa os animais que receberam a dieta Chow, a barra vermelha 
representa os animais que receberam a dieta Chow+Citrato, a barra verde representa os animais que 
receberam a dieta HFHSLF e a barra roxa representa os animais que receberam a dieta HFHSLF+Citrato. 
Valores representam média ± erro padrão (n=10-12). * Diferença significativa (p<0,05) entre os valores 
demarcados e quando sem marcação, referente ao controle de seu respectivo grupo (com ou sem citrato). 
Médias comparadas por ANOVA de uma via com pós-teste de Tukey. 

As análises acima mostradas foram realizadas com um homogeneizado 

total dos fígados dos animais, o qual inclui hepatócitos, células de Kupffer 

(macrófagos residentes no fígado) e células endoteliais. Visando avaliar o efeito do 

citrato somente sobre os macrófagos, realizou-se o ensaio com macrófagos 

imortalizados de camundongo (linhagem J774). Não observamos diferença 

significativa no nível de expressão de nenhum dos marcadores de polarização de 

macrófagos na presença de citrato (Figura 16) quando as células J774 foram 

incubadas durante 24 h na presença de 2 mM de citrato. 
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Figura 16: Análise por q-RT PCR de marcadores de polarização de macrófagos em cultura de célula J774. As 
barras azuis representam o grupo controle de células 24h com o meio em adição de nenhum composto 
enquanto que as barras vermelhas representam as células que foram submetidas ao tratamento de 24h de 
2mM de citrato de sódio. * Diferença significativa (p<0,05) entre os valores. Médias comparadas por ANOVA 
de duas vias com pós-teste de Tukey. 

Além da via da AKT/mTOR, outra via que pode ser influenciada pela 

sinalização da insulina é a via das cinases reguladas por sinais extracelulares 

(ERK/MAPK). Como foi visto que o citrato aumenta a curva glicêmica nos grupos 

tratados com citrato, analisou-se o efeito do citrato sobre a via de ERK, através da 

fosforilação de ERK1/2 em T202 e Y204. Observou-se que a presença de citrato 

diminui a fosforilação de ERK1/2 em T202/Y204 tanto no grupo Chow quanto no 

grupo HFHSLF (Figura 17A e 17B). Vale notar que a dieta HFHSLF per se levou a 

uma menor fosforilação de ERK1/2 em T202/Y204, mas não afetou o efeito do 

citrato sobre essa fosforilação (Figura 17A e 17B). 
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Figura 17: Análise da resposta de reguladores metabólicos na presença do citrato em ambas as dietas após 
um dia de dieta. (A) Imagens representativas do perfil de resposta de ERK 1/2 (T202/Y204) por 
immunoblotting; (B) Quantificação do perfil de resposta de ERK 1/2 (T202/Y204) no immunoblotting. A 
identificação dos grupos se dá de forma que a barra azul representa os animais que receberam a dieta Chow, 
a barra vermelha representa os animais que receberam a dieta Chow+Citrato, a barra verde representa os 
animais que receberam a dieta HFHSLF e a barra roxa representa os animais que receberam a dieta 
HFHSLF+Citrato. Valores representam média ± erro padrão (n=10-12).  

Na sequência, avaliamos a fosforilação da proteína cinase ativada por 

adenosina monofosfato (AMPK), um importante sensor energético celular. 

Observou-se que, assim como os efeitos observados para ERK1/2, o citrato diminui 

a fosforilação de AMPK em T172 em relação ao grupo controle em ambas as dietas 

em cerca de 60% (Figura 18A e 18B). 
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Figura 18: Análise da resposta de reguladores metabólicos na presença do citrato em ambas as dietas após 
um dia de dieta. (A) Imagens representativas do perfil de resposta de AMPK (T172) por immunoblotting; 
(B) Quantificação do perfil de resposta de AMPK (T172) no immunoblotting. A identificação dos grupos se dá 
de forma que a barra azul representa os animais que receberam a dieta Chow, a barra vermelha representa 
os animais que receberam a dieta Chow+Citrato, a barra verde representa os animais que receberam a dieta 
HFHSLF e a barra roxa representa os animais que receberam a dieta HFHSLF+Citrato. Valores representam 
média ± erro padrão (n=10-12). 

Outro regulador metabólico, que se relaciona com AMPK, é a sirtuína 1 

(SIRT1), que também é estimulada por um desbalanço energético. Pode-se observar 

que o citrato diminui a expressão de mRNA de SIRT1 em ambas as dietas 

(Figura 19).  
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Figura 19: Quantificação do nível de expressão de mRNA do gene da SIRT1 por qRT-PCR. A identificação dos 
grupos se dá de forma que a barra azul representa os animais que receberam a dieta Chow, a barra vermelha 
representa os animais que receberam a dieta Chow+Citrato, a barra verde representa os animais que 
receberam a dieta HFHSLF e a barra roxa representa os animais que receberam a dieta HFHSLF+Citrato. 
Valores representam média ± erro padrão (n=10-12). * Diferença significativa (p<0,05) entre os valores 
demarcados e quando sem marcação, referente ao controle de seu respectivo grupo (com ou sem citrato). 
Médias comparadas por ANOVA de uma via seguido de Pós-teste de Turkey. 

Outros fatores que são modulados pela SIRT1 são PGC1α e PPARα, ligados 

a biogênese mitocondrial, e SREBP1c, ligada ao metabolismo de lipídeos. A 

expressão de mRNA para PGC1 segue um padrão muito parecido com SIRT1, 

sendo diminuído pela presença de citrato em ambas as dietas (Figura 20C). 

Entretanto, PGC1 sofre forte modulação de sua expressão por insulina. Por esse 

motivo, avaliamos os níveis desta proteína através de immunoblotting comparando 

os animais que receberam ou não insulina previamente à eutanásia. Podemos 

observar que a insulina aumenta a expressão desta proteína, sendo esse efeito 

diminuído quando o citrato encontra-se presente em ambas as dietas (Figura 20A e 

20B). Vale notar que a dieta HFHSLF per se leva a uma diminuição da expressão de 

PGC1 estimulada por insulina (Figura 20A e 20B), um indicativo de resistência ao 

hormônio. A expressão de PPAR também é parecida com a expressão de SIRT1, 

porém com algumas peculiaridades. No caso do PPAR, a dieta HFHSLF per se 

leva a um aumento da expressão desta proteína, o que é revertido pela presença de 

citrato nesta dieta (Figura 20D). O mesmo ocorre com o SREBP1c, que tem sua 
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expressão diminuída por citrato em ambas as dietas e aumentada pelo dia HFHSLF 

per se (Figura 20E). Ao analisarmos o fator receptor X hepático (LXR), que regula a 

expressão de SREBP-1c, não observamos alteração em sua expressão nos grupos 

tratados com citrato, apenas no grupo HFHSLF (Figura 20F), o que mostra que a 

expressão de SREBP-1c está sendo modulada por outro fator. 
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Figura 20: Análise da resposta de reguladores metabólicos após um dia de dieta, na presença ou ausência de 
citrato. (A) Imagens representativas de PGC1α por immunoblotting; (B) Quantificação do perfil de resposta 
do regulador metabólico PGC 1α no immunoblotting; (C) Quantificação do nível de expressão de mRNA do 
gene da PGC1α por qRT-PCR; (D) Quantificação do nível de expressão de mRNA do gene da PPARα por qRT-
PCR; (E) Quantificação do nível de expressão de mRNA do gene da SREBP1c por qRT-PCR; (F) Quantificação 
do nível de expressão de mRNA do gene da LXR por qRT-PCR. A identificação dos grupos se dá de forma que 
a barra azul representa os animais que receberam a dieta Chow, a barra vermelha representa os animais que 
receberam a dieta Chow+Citrato, a barra verde representa os animais que receberam a dieta HFHSLF e a 
barra roxa representa os animais que receberam a dieta HFHSLF+Citrato. As barras tracejadas representam 
os grupos de suas respectivas dietas que receberam insulina 30min antes da eutanásia enquanto que as 
barras preenchidas representam os animais que receberam uma solução salina antes da eutanásia. 
* Diferença significativa (p<0,05) entre os valores demarcados e quando sem marcação, referente ao 
controle de seu respectivo grupo (com ou sem citrato). Médias comparadas por ANOVA de duas vias com 
pós-teste de Tukey. 
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5 DISCUSSÃO  

A humanidade tem enfrentado uma transição nutricional caracterizada pelo 

aumento dos quadros de sobrepeso e obesidade. Nas últimas décadas, o número de 

obesos adultos praticamente dobrou e, no último censo da OMS, cerca de um terço 

da população adulta mundial foi considerada composta por indivíduos com 

sobrepeso e 11% foram considerados indivíduos com obesidade (POPKIN; ADAIR; 

NG, 2013; WHO, 2018). Um dos agravantes para a ascensão da obesidade é a 

chamada “dieta ocidental”, que é caracterizada por ser uma dieta rica em gordura, 

açúcares, alimentos altamente processados, refinados, alto teor de sal, baixo 

consumo de fibras e contendo aditivos alimentares (POPKIN; ADAIR; NG, 2013; 

NEYRINCK et al., 2018). Dentre os aditivos, o citrato é o mais utilizado. Ele é um 

bom conservante alimentar e foi o primeiro a ser produzido biotecnologicamente em 

larga escala (EVANS; DE CHALLEMAISON; COX, 2010; PAULA NETO et al., 2017; 

YOSHIKAWA; SAITO; SAKURAGAWA, 2011). 

Apesar do citrato ser considerado um aditivo inerte, ele também é um 

importante metabólito de processos bioenergéticos. O citrato está presente no Ciclo 

do Ácido Cítrico onde, em situações de baixa energética, é isomerado em isocitrato 

para dar fluxo ao ciclo e gerar potencial redutor para a produção de ATP 

(RAIMUNDO; BAYSAL; SHADEL, 2011). Em estado de excesso de energia, como 

após a alimentação, o excesso de citrato na mitocôndria é externalizado para o 

citoplasma através do transportador CIC (PALMIERI et al., 2015). O citrato citosólico 

será metabolizado em acetil-CoA pela ACLY e segue para a síntese de ácidos 

graxos e a de colesterol através da via do mevalonato. O citrato citosólico é, 

portanto, um substrato fundamental para a síntese endógena de AG e colesterol 

(IACOBAZZI; INFANTINO, 2014).  

Estudos recentes sugerem que o metabolismo do citrato está envolvido em 

diversos outros processos além do metabolismo energético, tais como: inflamação, 

câncer, DGHNA, secreção de insulina, resistência à insulina e acetilação de histonas 

(FLAMEZ et al., 2002; IACOBAZZI; INFANTINO, 2014; LEANDRO et al., 2016; 

MYCIELSKA et al., 2018; PIETROCOLA et al., 2015; SALMINEN et al., 2015). No 
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entanto, ainda não está muito claro como o citrato exógeno é metabolizado e se ele 

pode contribuir diretamente para esses processos. 

Durante a execução dessa dissertação, procurou-se testar a hipótese de que 

o citrato exógeno poderia contribuir para o estabelecimento das alterações 

metabólicas associadas a DM2, como os mecanismos moleculares iniciais para o 

desenvolvimento de resistência à insulina e/ou a um acúmulo de gordura no fígado. 

Camundongos CL57BL/6 receberam suas respectivas dietas contendo ou não 

citrato por 24 h. Estes animais não apresentaram ganho de peso, o que já era 

esperado, considerando o tempo de tratamento e que o acúmulo de gordura 

proveniente da dieta é um processo que leva tempo para ser percebido. Porém, 

nossos resultados já demonstraram um aumento nos níveis de glicose plasmática no 

grupo HFHSLF, com tratamento de citrato e o co-tratamento acentua esse aumento 

(Figura 8). O oGTT aponta para alguma resistência insulinêmica, indicando que o 

citrato pode estar interferindo nessa resposta. 

Com base na resposta do oGTT, analisamos se o citrato poderia interferir na 

resposta insulínica desses animais. Para isso, verificou-se o padrão de resposta das 

principais proteínas reguladoras dessa via, como AKT, mTOR e RICTOR. Como já 

foi dito anteriormente, a fosforilação do resíduo T308 de AKT é um marcador da 

ativação da cascata de sinalização da insulina e o aumento na fosforilação em seu 

estado basal, com o tratamento com citrato, nos indica que o citrato está modulando 

essa via. Contudo, ao avaliar a fosforilação desta proteína estimulada por insulina, 

observamos claramente uma redução na fosforilação do resíduo T308 quando os 

animais foram alimentados com citrato. Este resultado nos indica que a cascata de 

sinalização insulínica está comprometida pelo citrato.  

Em sequência, avaliamos o efeito do citrato sobre a proteína mTOR. 

Observamos que este diminuiu a fosforilação de mTOR em S2448 estimulada ou 

não por insulina no grupo Chow, contudo aumentou sua fosforilação no grupo 

HFHSLF+Cit quando estimulado com insulina. Uma possível explicação para este 

resultado dá-se ao fato de mTOR não ser modulado somente pelo eixo PI3K/AKT; 

outros estímulos celulares podem fosforilar e ativar essa proteína, como por exemplo 
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um processo inflamatório ou um desequilíbrio energético celular 

(TUO; XIANG, 2018).  

A fosforilação basal em T1135 de RICTOR apresenta um aumento quando 

comparamos os resultados dos animais alimentados com dieta Chow e HFHSLF. 

Observamos que o citrato promove um aumento na fosforilação de RICTOR em 

T1135 sem o estímulo insulínico em ambas as dietas, contudo a fosforilação 

estimulada pela a insulina no grupo Chow+Cit é menor do que comparada ao grupo 

Chow. Estudos com câncer sugerem que tanto a glicose quanto o acetato podem 

ativar mTORC2, complexo que possui como uma de suas subunidades RICTOR, 

através da produção de Acetil-CoA (MASUI et al., 2015). Tanto a dieta HFHSLF 

quanto o citrato promovem um aumento das concentrações intracelulares de Acetil-

CoA, podendo assim justificar o aumento da fosforilação basal de RICTOR. A 

diminuição da fosforilação de RICTOR nos grupos Chow+Cit e HFHSLF+Cit 

estimulados com insulina nos sugere que a sinalização insulínica está comprometida 

na presença de citrato. 

Adicionalmente, avaliamos o efeito do citrato sobre a fosforilação de outro 

resíduo da proteína AKT. Nossos resultados mostram que o citrato estimulou a 

fosforilação de AKT em S473 no grupo Chow+Cit sem estímulo de insulina; porém, 

ao ser estimulado com insulina, sua resposta foi menor (Chow x Chow+Cit). Nos 

animais alimentados com a dieta HFHSLF, este efeito do citrato foi abolido 

(Figura 9A). Sob condições hiperinsulinêmicas, a inibição por feedback de IRS1 

(através da fosforilação de resíduos de serina neste substrato) resulta na 

desensibilização crônica da transdução de sinal da insulina e contribui para o estado 

de resistência à insulina. ERK1/2, PDK1 através da ativação de isoformas 

específicas de PKC (ex.: PKCz), mTORC1 e p70S6K, ativados por AKT, dentre 

outros, promovem fosforilações em diferentes resíduos de serina do IRS1 

amplificando assim o loop de feedback negativo da cascata de sinalização da 

insulina (RHODES et al., 2013). Nossos dados mostram que o citrato promove um 

aumento na fosforilação de AKT em ambos os resíduos (T308 e S473) nos animais 

alimentados com a dieta Chow. Esse efeito é perdido na dieta HFHSLF. Contudo, 

quando avaliamos os feitos do citrato no fígado destes animais após o estímulo com 

insulina, observamos que o citrato bloqueia o efeito da insulina sobre a fosforilação 
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destas proteínas. De maneira geral, estes resultados são desfeitos na dieta HFHSLF 

na presença ou não de citrato. Assim, podemos concluir que o citrato está 

promovendo um quadro de resistência à insulina.  

Não se tem descrito na literatura se o citrato exógeno promoveria o aumento 

na expressão de seu transportador específico de membrana plasmática. Sobre esse 

ponto de vista, não foi observado uma ligação entre concentração do substrato com 

a expressão de seu transportador. Observamos que existe um aumento de 

expressão do transportador especifico de citrato SLC13A5 no HFHSLF+Cit, contudo 

o citrato e a dieta individualmente não possuem efeito na expressão dessa proteína. 

Enquanto que o citrato e a dieta HFHS aumentam o nível de expressão de mRNA 

desse transportador, a dieta HFHSLF+Cit não altera seu nível de expressão quando 

comparado ao grupo Chow. A diferença nos resultados encontrados na expressão 

da proteína e de seu mRNA nos sugere que exista uma regulação da degradação do 

transportador de citrato pela presença deste aditivo na dieta.  

Quando há um aumento do aporte de citrato para o meio intracelular, vias 

como a gliconeogênese, lipogênese e síntese de colesterol serão estimuladas, pelo 

aumento das concentrações citoplasmáticas de acetil-CoA e OAA, além de levar à 

inibição da glicólise (Figura 21). Sabe-se que, numa condição de resistência à 

insulina fatores como: o aumento do suprimento de precursores glicogênicos para o 

fígado (glicerol, aminoácidos, AG livres), o aumento do conteúdo lipídico hepático, 

citocinas e adipocinas e a diminuição da sinalização do receptor de insulina nos 

hepatócitos contribuem para a aumento da gliconeogênese (LIN; ACCILI, 2011). 

Assim, analisamos se o citrato exógeno aumentaria a expressão de PEPCK, enzima 

importante ligada à via gliconeogênica. Surpreendentemente, tanto na dieta Chow 

quanto na dieta HFHSLF, a presença de citrato diminuiu a expressão tanto da 

proteína quanto no mRNA de PEPCK. Apesar do citrato ser um dos precursores 

para a via gliconeogênica, aparentemente ele não está sendo direcionado para essa 

via, podendo assim estar direcionado para a via lipogênica. 
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Figura 21: Representação esquemática de vias metabólicas afetadas por moléculas de citrato intracelular. 
Adaptado de (WILLMES; BIRKENFELD, 2013) 

Quando os carboidratos são abundantes, o fígado não utiliza apenas a glicose 

como combustível metabólico, mas também converte a glicose em AG. Os 

hepatócitos também podem obter esses AG da corrente sanguínea, que são 

liberados pelo tecido adiposo, ou absorvidos pela digestão dos alimentos no trato 

gastrointestinal (RUI, 2014). Como um dos fatores que podem corroborar para a 

resistência à insulina é o acúmulo de gordura hepática, foi analisado se 24 h seria 

tempo suficiente para se observar um acúmulo de gordura no fígado. Nossos dados 

mostram que somente houve aumento significativo no acúmulo de TAG nos animais 

submetidos à dieta HFHSLF independe da presença ou ausência do citrato, 

mostrando que, um dia de dieta suplementada com citrato não é o suficiente para 

promover o acúmulo de gordura no fígado dos animais (Figura 12). Contudo, 

acreditamos que o citrato possa auxiliar no processo de ganho de peso e acúmulo 
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de gorduras no fígado de indivíduos que se alimentam majoritariamente com uma 

dieta “ocidental”. Assim, analisamos as principais enzimas do metabolismo de 

lipídios. Observamos que a fosforilação basal de ACLY em S455 foi aumentada pelo 

citrato nos animais alimentados com a dieta padrão (Chow x Chow+Cit). Por outro 

lado, observamos o citrato não promove mudanças na fosforilação desta enzima nos 

animais alimentados com HFHSLF e também não é capaz de interferir na 

fosforilação da ACLY S455 induzida por insulina (Figura 13A). Por PCR, 

observamos uma redução na expressão da enzima na condição HFHSLF+Cit, se 

comparada as outras condições, o que não se traduz no perfil de expressão da 

proteína observado no immunobloting. Assim, nossos resultados indicam que, em 24 

h, o efeito principal do citrato é alterar o padrão de fosforilação, e acreditamos de 

atividade, da ACLY. 

A etapa limitante da lipogênese é catalisada pela ACC que carboxila Acetil-

CoA à Malonil-CoA (BROWNSEY et al., 2006). Por outro lado, Malonil-CoA inibe o 

transporte mitocondrial de AG pela CPT1. Nossos resultados indicam que o citrato é 

modulador positivo da expressão de ACC2, mas não altera a expressão de ACC1 e 

de CPT1. A dieta HFHSLF, por sua vez, promove aumento na expressão de ACC1, 

ACC2 e CPT1, enquanto o citrato promove uma reversão deste estímulo 

(HFHSLF x HFHSLF + Cit) (Figura 13D). É descrito que a forma ativa de ACC é sua 

forma defosforilada e que o citrato é um ativador dessa enzima (BROWNSEY et al., 

2006). As carnitina aciltransferases catalisam a transferência de CoA entre o 

grupamento acil e a carnitina e são cruciais no catabolismo de AG, pois as 

moléculas de acil-CoA são incapazes de atravessar a membrana mitocondrial 

interna e têm que ser convertidos no respectivo éster de carnitina por CPT1, 

localizado dentro da membrana mitocondrial externa (VIOLANTE et al., 2013). 

Apesar do citrato estar aumentando a síntese de AG, ele não interfere na expressão 

de CPT1, nos indicando que, a princípio, ele não está modulando a β-oxidação. 

A enzima FASN sintetiza moléculas de AG de cadeia curta (SCFA) 

(STRABLE; NTAMBI, 2010) que são alongadas por membros da família da elongase 

acil-CoA (Elovl) no retículo endoplasmático para gerar LCFAs. Sua deleção protege 

contra esteatose hepática e inflamação hepática em camundongos alimentados com 

dieta rica em gordura aterogênica (AHFD) e a superexpressão hepática de Elovl 
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aumenta a fibrose hepática induzida por AHFD (MATSUZAKA et al., 2012). O 

aumento de expressão de mRNA de FASN no grupo Chow+Cit, nos indica que o 

citrato estimula a síntese de ácidos graxos, contudo não foi visto alteração de sua 

expressão nos grupos HFHSLF e HFHSLF+Cit. Com uma maior síntese de AG, a 

análise seguinte foi em relação ao aumento da cadeia de AG e foi observado que a 

dieta HFHSLF aumenta a expressão de Elovl1 assim como o citrato (Figura 14).  

As LCFAs podem ser dessaturadas pelas estearoil-CoA dessaturases (SCD), 

enzimas de membrana do retículo endoplasmático, para formar AG 

monoinsaturados (MUFA) e AG poliinsaturados (PUFA). Os produtos da SCD1 são 

importantes reguladores do metabolismo da glicose e lipídios no fígado 

(MIYAZAKI et al., 2007) e o knockout global de SCD1 protege contra a obesidade 

(AGIUS, 2008; BEDNARSKI et al., 2016; COHEN et al., 2002). No grupo Chow+Cit, 

o marcador SCD1 está muito expresso, o que nos indica que estes animais possuem 

a via da lipogênese de novo aumentado. Estudos sugerem que a SCD1 

desempenha um papel crucial na regulação da homeostase metabólica e lipídica e 

demonstraram que a mutação do gene SCD1 e/ou sua deficiência prejudica a 

produção de TAG constitutiva induzida por dieta, aumenta a sensibilidade à insulina, 

reduz a adiposidade visceral e aumenta a resistência à obesidade induzida por dieta 

(ALJOHANI; SYED; NTAMBI, 2017; BEDNARSKI et al., 2016; CHEN et al., 2008, 

2004, 2005; DRAGOS et al., 2017; GREEN et al., 2005; XU; SEYFERT; SHEN, 

2017). A alimentação de dietas ricas em carboidratos está associada à regulação 

positiva da expressão de mRNA da SCD1 hepática. Além disso, níveis elevados de 

TAG em jejum e pós-prandial, em modelos de roedores, podem levar ao aumento 

significativo na via da lipogênese de novo, a qual converte o excesso de 

carboidratos em lipídios para armazenamento como AG e TAG (Figura 22) 

(CHEN et al., 2004, 2005; COHEN et al., 2002). 
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Figura 22: Via da síntese de novo de ácidos graxos saturados e monoinsaturados e regulação de genes 
lipogênicos por fatores de transcrição (LXR, SREBP-1c e ChREBP). Siglas: ACLY, ATP-citrato liase; ACC, acetil-
CoA carboxilase; FASN, ácido graxo sintase; ELOVL6, membro da família de alongamento de AG de cadeia 
longa 6 (elongase 6); SCD, estearoil-CoA dessaturase; LXR, receptor de fígado X; SREBP-1c, proteína de 
ligação ao elemento regulador do esterol 1c; ChREBP, proteína de ligação ao elemento de resposta a 
carboidratos. Adaptado de (STRABLE; NTAMBI, 2010) 

O aumento da síntese de AG hepática pode atuar como um indutor de 

sistemas de oxidação de AG que geram espécies reativas de oxigênio (ROS), 

resultando em estresse oxidativo (FAN et al., 1996; REDDY; RAO, 2006). O estresse 

oxidativo causa a liberação de várias citocinas, incluindo TNF-α, e interleucinas 

pelas células de Kupffer (CHUNYUE YIN, KIMBERLEY J. EVASON, 2010). Essa 

liberação de citocinas e interleucinas pode levar polarização dos macrófagos 

associados a produção de citocinas pró-inflamatórias, chamados M1, que está 

relacionado ao aumento de ROS e ao estabelecimento de resistência à insulina. A 
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possível resistência insulínica está associada com concentrações maiores de TNFα 

no tecido hepático, podendo assim contribuir para a instalação de um ambiente 

inflamatório (LABONTE; TOSELLO-TRAMPONT; HAHN, 2014). Este cenário sugere 

que há um desequilíbrio na polarização de macrófagos, levando a uma polarização 

maior de M1 do que M2. Além disso, a sinalização da insulina no hipotálamo 

estimula a produção de IL-6 no fígado, e esta, por sua vez, suprime a 

gliconeogênese por ativar moléculas que se ligam ao promotor de enzimas dessa via 

(INOUE et al., 2006; RAMADOSS et al., 2009).  

Nossos resultados confirmam os dados acima descritos e incluem o citrato 

como um modulador do processo inflamatório. A presença do citrato em ambas as 

dietas aumentou a expressão de TNFα e IL-6. O aumento desses marcadores é um 

indicativo de uma resposta inflamatória, portanto realizamos o ensaio utilizando o 

marcador EMR1, que é um marcador de macrófagos. Não se observou aumento no 

número desses macrófagos, porém sua polarização foi alterada pela presença do 

citrato, aumentando a polarização para M1 e diminuindo a polarização para M2. 

Dada a incerteza se era o citrato que estava modulando a polarização desses 

macrófagos, realizou-se um teste com a linhagem celular J774. Nossos ensaios in 

vitro não mostraram nenhum tipo de polarização desses macrófagos induzida por 

citrato na concentração (2 mM) e tempo (24 h) testados. Não podemos concluir de 

maneira decisiva se os citrato não é, diretamente, um indutor da polarização de 

macrófagos. Serão necessários experimentos adicionais variando a dose e o tempo 

de incubação e, até mesmo, a linhagem celular utilizada para concluirmos algo sobre 

este aspecto. Adicionalmente, o estudo de LEANDRO et al., (2016) sugere que o 

citrato exógeno pode tornar o tecido adiposo mais propenso a desenvolver 

inflamação e já foi demonstrado que o metabolismo do citrato pode contribuir para a 

atividade pró-inflamatória dos macrófagos em resposta ao LPS através do seu papel 

nas concentrações de acetil-CoA citosólico (IACOBAZZI; INFANTINO, 2014; 

INFANTINO et al., 2013). Porém as análises desses estudos mostram que o citrato, 

no metabolismo hepático a curto prazo, não modula a polarização dos macrófagos e 

que essa resposta inflamatória encontrada pode ser de tecidos extra-hepáticos. 
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Pontos de regulação cruzada entre a vias metabólicas são comuns e esses 

pontos de integração atuam tanto para regular diretamente os componentes da via 

quanto para convergir na regulação de alvos controlados por outras vias. Embora 

seja plausível que a sinalização PI3K-AKT cruze com todas as principais vias de 

transdução de sinal nas células em um ou mais pontos, a diversidade e a 

complexidade dos mecanismos de cross-talk são exemplificadas por aqueles com as 

vias RAS-ERK e AMPK (MANNING; TOKER, 2017). De fato, existe uma relação 

particularmente íntima entre as vias PI3K-AKT e RAS-ERK, onde os inibidores de 

uma via geralmente ativam a outra. Um dos primeiros substratos da AKT 

identificados foi a proteína cinase RAF que é ativada pelo RAS e inicia uma cascata 

de cinases que culmina com a ativação de ERK. 

Como foi observado anteriormente, o citrato diminui a ativação de proteínas 

como AKT, mTOR e RICTOR estimulada por insulina, que fazem parte de uma via 

metabólica que interage e possui o mesmo sinal de origem da via de ERK. Nosso 

estudo mostra que o citrato também diminui a ativação de ERK1/2 em ambas as 

dietas e que a dieta HFHSLF per se também diminui sua fosforilação, porém sem 

afetar o efeito proveniente do citrato, mais um indicativo que a sinalização insulínica 

está comprometida. 

Com a observação que a sinalização da insulina está comprometida nessas 

células, é possível que haja um desbalanço energético e a principal proteína 

relacionada a esse desequilíbrio é a AMPK. Essa enzima é sensível ao balanço 

energético celular e é ativada pelo aumento na razão AMP/ATP-ADP/ATP de uma 

célula. Quando ativada, inicia eventos metabólicos e genéticos que restauram os 

níveis de ATP, estimulando processos que geram ATP (por exemplo, oxidação de 

AG) e inibindo outros que consomem ATP, mas não são necessários para a 

sobrevivência (por exemplo, síntese de TAG e proteínas e a proliferação celular). 

Além disso, AMPK ativada promove mudanças na biogênese e função mitocondrial 

que poderiam aumentar mais cronicamente a capacidade de uma célula de gerar 

ATP e diminuir o estresse oxidativo (HARDIE, 2011, 2018; HARDIE; ASHFORD, 

2014). 
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O citrato diminuiu a ativação de AMPK por diminuir sua fosforilação (Figura 

17A). Isso pode ser explicado por AMPK ser um sensor energético celular. Com o 

aumento das concentrações de citrato no meio intracelular, as vias anabólicas 

estarão estimuladas para armazenar essa energia potencial proveniente do citrato. 

Altas concentrações de ATP no meio inibem alostericamente a ativação de AMPK e 

auxiliam a atividade das fosfatases que desfosforilam a AMPK ativada 

(HARDIE, 2014).  

Avaliamos nesta Dissertação alguns possíveis transdutores de sinais e fatores 

de transcrição que poderiam estar envolvidos na regulação das vias metabólicas 

moduladas por citrato. Neste contexto, sabe-se que a insulina estimula indiretamente 

a expressão de SREBP-1, por ativar mTORC1, e LXR, aumentando a fosforilação de 

fator estimulador 1 prévio (USF-1 - Upstream stimulatory factor 1), e estimula a 

expressão de FASN e G3P aciltransferase mitocondrial (mGPAT) (LI; BROWN; 

GOLDSTEIN, 2010; WONG et al., 2009). LXR são receptores nucleares e são 

ativados por metabólitos do colesterol regulando a expressão de genes envolvidos 

no metabolismo de AG e colesterol (GREEN et al., 2005). O LXR se liga diretamente 

ao promotor e aumenta a expressão do SREBP-1c (REPA et al., 2000; SCHULTZ et 

al., 2000), um fator de transcrição relacionado a síntese de lipídeos e de PFK-2, que 

estimula a glicólise (ZHAO et al., 2012). Por sua vez, SREBPs são fatores de 

transcrição que estão criticamente envolvidos na regulação da síntese de lipídios e, 

entre os membros dessa família, o SREBP-1c é o que é mais expresso no fígado e é 

responsável pela regulação da síntese hepática de TAG. Após ativada, o SREBP-1c 

se liga e ativa genes lipogênicos, como FASN, ACC1 e SCD1, para estimular a 

lipogênese hepática (WALKER; NÄÄR, 2012). Além disso, SREBPs são proteínas 

integrais da membrana do retículo endoplasmático que são translocados para o 

complexo de Golgi e clivados sequencialmente por proteases para liberar SREBPs 

transcricionalmente ativos (HORTON; GOLDSTEIN; BROWN, 2002). A ativação do 

SREBP está sujeita a modificações pós-traducionais, como por exemplo, acetilação 

e fosforilação. AMPK fosforila SREBP-1c em S372 e inibe as clivagens proteolíticas 

e a translocação nuclear de SREBP-1c, suprimindo assim a lipogênese hepática (LI 

et al., 2011). Adicionalmente, a SIRT1 desacetila e inibe a SREBP-1c, suprimindo a 

lipogênese no fígado (DING; BAO; DENG, 2017; KEMPER; CHOI; KIM, 2013; 

PONUGOTI et al., 2010). A desacetilação de SREBP-1c pela SIRT1 promove a 
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ubiquitinação, a degradação proteosomal e diminui sua estabilidade e ocupação nos 

genes lipogênicos (PONUGOTI et al., 2010; WALKER; NÄÄR, 2012).  

Neste trabalho, de maneira geral, observamos uma redução na expressão 

destes fatores de transcrição modulada por citrato. SREBP1c e SIRT1 estão 

significativamente menos expressas nos grupos Chow+Cit e HFHSLF+Cit. Esta 

modulação negativa exercida pelo citrato pode indicar que, após o tempo de 

tratamento (24 h) e as 6 h de jejum, o citrato de alguma forma está diminuindo a 

lipogênese ou perdendo sua capacidade de regulação destes genes. Quando 

avaliamos o fator LXR, não foi observado alteração em sua expressão nos grupos 

tratados com citrato, apenas no grupo HFHSLF, se comparado ao grupo Chow, 

observamos um ligeiro aumento na sua expressão (Figura 20). É preciso lembrar 

que foi feito um tratamento agudo de citrato e que as condições analisadas são 

respostas pontuais e não crônicas e, para que seja possível observar se a 

administração de citrato contínuo modula o metabolismo de forma crônica, são 

necessários tratamentos de médio e longo prazo. 

As sirtuínas são um grupo de desacetilases dependentes de NAD+ altamente 

conservadas que desempenham funções importantes em numerosos processos 

biológicos. Entre as sete sirtuínas de mamíferos, a sirtuína 1 (SIRT1) é a mais 

extensamente estudada e está envolvida em doenças como DGHNA e DGHA. A 

SIRT1 desempenha papel benéfico na regulação do metabolismo lipídico hepático, 

controlando o estresse oxidativo e mediando a inflamação hepática através da 

desacetilação de alguns reguladores transcricionais (DING; BAO; DENG, 2017). 

Evidências crescentes demonstraram que a SIRT1 atua como um importante sensor 

metabólico/energético, que diretamente acopla o status metabólico celular (via 

relação intracelular NAD+/NADH), à atividade transcricional e/ou expressão gênica 

de vários fatores cruciais de transcrição além de coativadores de transcrição que 

estão envolvidos na homeostase metabólica. Estes incluem ChREBP, SREBP-1c, 

PPAR α, PGC1α e NF-κB (DING; BAO; DENG, 2017; KEMPER; CHOI; KIM, 2013) 

(Figura 23). 
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Figura 23: Representação esquemática da ação de SIRT 1 sobre o metabolismo de lipídeos. Adaptado de 
(DING; BAO; DENG, 2017) 

SIRT, AMPK e mTOR são considerados sensores de energia molecular e 

muitos reguladores transcricionais gliconeogênicos são substratos de dessas 

moléculas. A PGC1α é uma proteína que possui sua capacidade de ativar genes 

gliconeogênicos diminuída quando acetilada (LERIN et al., 2006). SIRT1 desacetila 

a PGC1α, ativando assim a gliconeogênese (RODGERS et al., 2005). Assim, em 

resposta a condições de baixa energética, como o jejum e restrição calórica, a 

SIRT1 é induzida, interagindo e desacetilando PGC1α, controlando as vias 

gliconeogênica e glicolítica no fígado (RODGERS et al., 2005, RODGERS & 

PUIGSERVER, 2007). A PGC1α é um coativador de PPARα bem caracterizado que 

promove a β-oxidação (VEGA; HUSS; KELLY, 2000) e SIRT1 também interage 

fisicamente com o PPARα, promovendo a atividade transcricional de PPARα no 

fígado (PURUSHOTHAM et al., 2009). 
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Os produtos da FASN servem como ligantes endógenos para o PPARα, um 

dos principais reguladores da β-oxidação de AG tanto nas mitocôndrias quanto nos 

peroxissomos (KERSTEN et al., 1999). A expressão do PPARα no fígado é maior no 

estado de jejum, e sua deleção diminui a oxidação do AG hepático em jejum e 

exacerba a esteatose hepática induzida pelo jejum, hipoglicemia, hipocetonemia e 

hipotermia (KERSTEN et al., 1999; LEONE; WEINHEIMER; KELLY, 1999).  

Quando avaliamos as expressões de PGC1α e PPAR observamos que, por 

immunoblotting, os níveis proteicos de PGC1α estão reduzidos nos grupos que 

receberam a administração de citrato, mostrando que a resposta a esse marcador 

está comprometida pelo citrato. A menor expressão do gene de PGC1α condiz com 

o immunoblotting e também com a menor expressão de PPARα (Figura 20), ambos 

indicando uma diminuição na biogênese mitocondrial.  

Os dados obtidos neste trabalho mostraram que, embora um tratamento 

agudo com citrato dietético não tenha impacto sobre o ganho de peso em 

camundongos C57BL/6, é provável que o mesmo possa estar atuando como um 

agente facilitador do desenvolvimento da obesidade. Para isso, os resultados 

indicam que o citrato pode estar sinalizando de duas formas diferentes dentro da 

célula: aumentando a lipogênese celular com o consequente acúmulo de gordura, 

levando a um processo inflamatório local que desencadeia uma resposta molecular 

semelhante à resistência à insulina; e promovendo a acetilação de proteínas por 

aumentar a disponibilidade de Acetil-CoA intracelular per se e por reduzir a 

expressão de deacetilases como a SIRT1 (Figura 24). No entanto, estudos de 

médio e longo prazo são necessários para confirmar essas hipóteses.  
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Figura 24: Representação esquemática do efeito do citrato no metabolismo do fígado dos camundongos após 
1 dia de dieta. 
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6 CONCLUSÃO 

As alterações metabólicas oriundas da ingestão de citrato num curto período 

de tempo de tratamento são diversas e dissociadas da dieta hipercalórica. 

Aparentemente, os parâmetros modulados pelo citrato, principalmente aqueles 

relacionados ao desenvolvimento da resistência à insulina, podem ser exacerbados 

pela dieta hipercalórica. O tratamento agudo com esse aditivo alimentar já mostrou 

ser potencializador da resposta inflamatória e promotor de intolerância à glicose 

frente a dieta, mostrando a importância do citrato no cenário da alimentação 

contemporânea.  

 

7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

Esse estudo foi baseado nos efeitos de um tratamento agudo do citrato e as 

condições analisadas são respostas pontuais e não crônicas. Apesar disso, mostrar 

o potencial do citrato como iniciador do desenvolvimento de resistência à insulina e 

como facilitador do aparecimento dos efeitos já descritos para dieta hipercalórica, foi 

de extrema importância. Dentro deste contexto, é importante avaliar se a 

administração contínua de citrato sustenta a modulação do metabolismo em 

tratamentos de médio e longo prazo. Para isso, serão utilizados camundongos 

C57BL/6 machos, alimentados com uma dieta normal ou dieta hiperlipídica 

suplementados ou não com citrato. Estes camundongos serão mantidos em dieta 

por médio prazo (12 semanas de dieta) ou por um prazo longo (20 semanas de 

dieta) em suas respectivas dietas. Serão avaliados parâmetros como: de tolerância à 

glicose; bioquímicos e imunológicos analisando marcadores de glicólise, 

gliconeogênese, metabolismo de lipídeos, genes ligados a respostas anti- e pró-

inflamatórias, relacionadas com o transporte de citrato e reguladores metabólicos. 

Além disso é importante a utilização células das linhagens de células hepáticas e 

adipócitos para a comparação do efeito do citrato no metabolismo in vivo e in vitro.  
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