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RESUMO

A sindrome metabolica (SMet) é caracterizada pela associagdo de fatores potencialmente
prejudiciais que se reforgam mutualmente, como obesidade central, hipertensdo, diabetes
mellitus 2 e dislipidemias. Este cenario ¢ acompanhado pela producdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, agravado pela obesidade, que podem implicar desequilibrio entre as
reacdes de oxidacdo/redugdo (redox), culminando no estresse oxidativo e alteragdes
metabolicas. Dentre os antioxidantes, destaca-se a catalase, responsavel pela dismutacao do
perdxido de hidrogénio (H2O2) em agua e oxigénio. Este composto é um substrato em vias
como as relacionadas a lipolise, controle energético e inflamacdo. Assim, postula-se que a
modulacdo do eixo H:O>/catalase/equilibrio redox na SMet/obesidade, represente um
importante efeito terapéutico antiobesidade com importantes modificagdes sistémico-
hepéticas relacionadas a lipdlise. Diante disso, objetivou-se avaliar as a¢des antiobesidade e
lipoliticas sistémico-hepaticas, induzidas pelo 3-amino-1,2,4-triazole (ATZ), um reputado
inibidor da catalase, sobre o eixo H2O2/CAT/equilibrio redox, na SMet. Para tanto, utilizou-se
este em diferentes doses (125, 250 e 500 mg.kg™') na dieta de animais C57BL6 com SMet por
12 semanas. Os camundongos tratados apresentaram aumento da lipolise (p<0,001) e
diminui¢ao (p<0,001): no didmetro dos adipocitos; no peso corporal; na distribuicao de tecido
adiposo; no indice de adiposidade; na expressdo plasmatica de leptina; nos niveis plasmaticos
e hepdticos do colesterol total, triglicerideos e acidos graxos livres ndo esterificados; na
glicemia durante os teste de tolerancia a glicose, resisténcia a insulina e do piruvato; no indice
de avaliacdo indireta da resisténcia a insulina € nos niveis plasmaticos de insulina (p<0,01).
Diminuigdo (p<0,05) da expressdo gé€nica no figado para: receptor para a insulina; Glicose-6-
fosfatase (Go6Pase) e Glicoquinase (GCK). Aumento da expressdo génica para:
fosfoenolpiruvato carboxiquinase 2 (PcK2) (p<0,01); proteina translocase de acido graxo
(CD36/FAT) (p<0,001) e proteina ligadora de acidos graxos (aP2) (p<0,001). Além da
diminuicdo da atividade da catalase ¢ niveis das substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) (p<0,05). O ATZ mostra ser um potente indutor lipolitico capaz de promover um
importante efeito antiobesidade, ao diminuir o peso corporal, regular o balango lipidico entre
o plasma e o figado, melhorar o perfil glicémico e a sensibilidade a insulina, além de modular
o desequilibrio redox em animais com SMet induzida por dieta hiperlipidica.

Palavras-chave: Sindrome metabolica. Esteatose. 3-amino-1,2,4-triazole. Peroxido de
Hidrogénio. Catalase. Status Redox. Antiobesidade.



ABSTRACT

The metabolic syndrome (MetS) is characterized by an association of factors that reinforce
each other mutually; such as central obesity, hypertension, type 2 diabetes and dyslipidemias.
This scenario is associated to reactive species of oxygen and nitrogen production, aggravated
by obesity status, triggering imbalance between oxidation and reduction reactions (redox),
resulting in oxidative stress and metabolic disorders. Among the antioxidants, it is highlighted
the catalase role, responsible to hydrogen peroxide (H20>) dismutation into oxygen and water.
This compound is a substrate in lipolysis, energy control and inflammation. Thus, it is
believed that the modulation of the H>O»/catalase/redox balance-axis in MetS/Obesity, might
produce an important therapeutic effect antiobesity and metabolic-liver changes. The aim was
to evaluate effect antiobesity and the metabolic-liver changes induced by 3-amino-1,2,4-
triazole (ATZ), a reputed catalase inhibitor on the H202/catalase/redox balance-axis. For this,
it was used at different doses (125, 250 and 500 mg.kg™!) in C57BL6 MetS mice-diet induced
for 12 weeks. The ATZ-treated mice showed increased lipolysis (p<0.001) and decreased
(p<0.001) levels of: diameter of adipocytes, body weight; distribution of epididymal fat,
adiposity index; expression of plasma leptin ; plasma and liver total cholesterol (p<0.01;
ATZs00,p <0.001), triglycerides (,p<0.001) and non-esterified free fatty acids (p<0.001); basal
glycemia, during the glucose tolerance test (p<0.001), insulin resistance test (p<0.001) and
pyruvate test (p<0.001); the index to indirect evaluation of insulin resistance and plasma
insulin (p<0.01). Decreased (p<0,05) of liver-gene expression to: insulin receptor (p<0.05);
Glucose-6-phosphatase (G6Pase) and glucokinase (GCK) and increased gene expression to:
phosphoenolpyruvate carboxykinase 2 (PcK2) (p<0.01); the fatty acid translocase protein
(CD36 / FAT) (p<0.001) and lipid binding protein / adipocyte fatty acids (aP2) (p<0.001).
Besides, it ocurred decreased in catalase activity and the levels of reactive substances to
thiobarbituric acid (TBARS) (p<0.05). The ATZ showed to be a potent lipolytic inducer, able
to promote an important antiobesity effect, capable to: reduce body weight, regulate the lipid
balance between plasma and liver, improve glycaemic control and insulin sensitivity, as well
as to modulate the redox imbalance in animal MetS induced by high fat diet.

Keywords: Metabolic syndrome. Steatosis. 3-amino-1,2,4-triazole. Hydrogen peroxide.
Catalase. Redox Status. Antiobesity.
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1 INTRODUCAO
1.1 Problematizacao

Atualmente, a obesidade se configura como um dos mais relevantes problemas de
satde publica (ANDERSON et al., 2009). O envelhecimento populacional, o aumento da
expectativa de vida e os héabitos alimentares modernos determinam o aparecimento, cada vez
mais frequente, de doengas silenciosas que afetam o sistema cardiovascular (VAN DER
BERG et al., 2016). De carater cronico e sem sintomas evidentes para o paciente, doencas
como diabetes mellitus 2 (DM2), hipertensao arterial sistémica (HSA), dislipidemias, doenga
hepatica gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA) e obesidade, n3o s3o precocemente
diagnosticadas, o que implica diferentes niveis de comprometimento ao sistema
cardiovascular, além da inducdo de alteragdes metabolicas permanentes (NUNES-SOUZA et
al., 2016).

Nao obstante, torna-se cada vez mais prevalente o nimero de pessoas que apresentam
diversas dessas comorbidades associadas, resultando no surgimento da sindrome metabdlica
(SMet), caracterizada por estarem presentes mutuamente trés ou mais fatores de risco
cardiovascular, a saber: obesidade central, HAS, DM2, Hipertrigliceridemia, diminui¢do dos
niveis de HDL e, mais recentemente, a DHGNA (ALBERTI et al., 2009), sendo mais
frequente, a associagdo entre obesidade central, HAS e DM2 (KASTORINI;
PANAGIOTAKOS; GEORGOUSOPOULOU; et al., 2016). Além disso, observa-se que a
morbimortalidade decorrente dessas doencas ¢ tempo-dependente, ou seja, esta diretamente
relacionada ao estadiamento clinico, assim como, a quantidade de fatores de risco presente em
um mesmo individuo (LIAW et al., 2016).

Neste cenario, a medida que as doengas supracitadas assumem um carater cronico, o
que acontece em pacientes diagnosticados tardiamente, as compensagdes fisiopatoldgicas
também vao se consolidando, determinadas principalmente, pelo aumento das espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON), tais como o radical anion superéxido (O27), o
oxido nitrico ('NO) e o anion peroxinitrito (ONOOQO"), promovendo graves desequilibrios entre
as reacgdes celulares de reducdo e oxidacdo (REDOX), com consequente estresse oxidativo
sist€émico, cardiovascular e hepatico, conforme identificado na SMet, advindos
principalmente, da obesidade (ELEUTERIO-SILVA et al, 2013; RANI et al., 2016;
YUBERO-SERRANO et al., 2013). Nesta condi¢do, ocorrem frequentes modificagcdes locais

e sistémicas decorrentes das alteracoes funcionais das vias antioxidantes enzimaticas,
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perturbando o equilibrio REDOX e determinando um “status” pro-oxidante que afeta os vasos
sanguineos e o principal 6rgao metabdlico, o figado (HUSAIN et al., 2015).

Fisiologicamente, diversas enzimas atuam na manutencdo desse equilibrio, como
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e superdxido dismutase (SOD) (FERNANDEZ-
SANCHEZ et al., 2011). Dentre estas, destaca-se a CAT, presente amplamente no figado, rim
e plasma de diversos organismos e que, por sua vez, utiliza o peréxido de hidrogénio (H>0>)
como substrato, minimizando a formagdo de espécies reativas e consequente estresse
oxidativo (KODYDKOVA et al., 2014).

Interessantemente, as agdes da CAT podem estar prejudicadas quando héa obesidade,
pois ja foi sugerido que ha desregulacdo da produgdo de H>O» nestes casos (VENTURINE et
al., 2012).

Salienta-se que este perdxido faz parte de diversas vias de sinalizacdo metabdlica,
inflamatoria e imunoldgica que podem regular, dentre outras funcdes, a atividade dos
adipocitos (LODHI; SEMENKOVICH, 2014), o “status” REDOX vascular (CAI et al., 2002;
HARRISON, G. J.; JORDAN; WILLIS, 1994; IIDA; KATUSIC, 2000); HARRISON, G. J.;
JORDAN; WILLIS, 1994) e hepatico (DUNNING et al., 2013; GREENWEL et al., 2000;
YUBERO-SERRANO et al., 2013).

Dessa forma, no contexto fisiopatologico em que a atividade da CAT se encontra
aumentada, a biodisponibilidade do H»O» para outras reagdes celulares, exclusas a esta
enzima, poderd estar prejudicada, incluindo-se neste contexto, as vias de regulagdo
gliconeogénica/glicolitica e lipogénica/lipolitica. Nesse sentido, o estudo das alteragdes
sistémico-hepaticas na SMet/obesidade, com foco no eixo H>O»/CAT/equilibrio REDOX,
mostra-se importante, ¢ a utilizagcdo de substancias que modulem esse eixo, como o 3-amino-
1,2,4-triazole (ATZ), um composto quimico classicamente conhecido por sua acao de inibir a
CAT (FEINSTEIN; BERLINER; GREEN, 1958; MARGOLIASH; NOVOGRODSKY,
1958), pode trazer novas descobertas clinicas relacionadas ao controle metabolico e a

obesidade.
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1.2 Problema

A SMet, principalmente quando a obesidade se faz presente, ¢ acompanhada por um
conjunto de alteragdes metabolicas, sistémicas e funcionais que podem culminar no
desequilibrio REDOX, antes mesmo do aparecimento de sintomas clinicos (DA FONSECA et
al., 2014; YUBERO-SERRANO et al.,, 2013). Além disso, o aumento da atividade
antioxidante de enzimas como a CAT, pode resultar na diminui¢do da biodisponibilidade de
H>0,, interferindo na formacdo de outras cascatas metabolicas como aquelas relacionadas a
lipdlise, lipogénese, glicolise e gliconeogénese. Contudo, ainda ndo se conhece na SMet,
especialmente na obesidade, as alteragdes sistémico-hepaticas diretamente ligadas a
modula¢do do eixo H>O2/CAT/equilibrio REDOX.

Diante disso, o uso do ATZ, um inibidor da CAT, pode alterar a biodisponibilidade do
H>0; e este participar de vias regulatérias lipoliticas, atuando como um agente antiobesidade

na SMet, passando a determinar importantes modificagdes sistémico-hepaticas?

1.3  Hipotese

Um namero crescente de evidéncias sugere a participacdo das reacdes de oxirreducdo,
“status” redox, como mecanismos sinalizadores de diversos processos metabolicos e
sistémicos (CRUZ et al., 2015; DA FONSECA et al., 2014; FERNANDEZ-SANCHEZ et
al., 2011), entre estas, as que envolve a SMet, especificamente a obesidade, e vias de
sinalizacdo com o eixo H>O»/CAT/equilibrio REDOX no controle do balango energético
metabolico. E nesse sentido, a obesidade ¢ vista como o ponto central para o
desencadeamento da SMet, pois a partir desta, podem advir a hipertensdo, o diabetes e as
dislipidemias. Contudo, salienta- se que nenhum estudo, at¢ o momento, teve como foco
avaliar as alteracdes sistémico-hepaticas na SMet/obesidade, nem tampouco foi testada a
utilizacdo do agente quimico ATZ como modulador do eixo supracitado nessas comorbidades.

Neste contexto, acredita-se que o ATZ diminua o peso corporal de animais obesos,
promovendo efeitos antiobesidade, induzindo modificagdes sistémico-hepaticas por modular o

eixo H202/CAT/equilibrio redox na sindrome metabolica.
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1.4  Objetivos

1.4.1 Objetivo geral

Avaliar as agdes antiobesidade induzidas pelo ATZ sobre o eixo H202/CAT/equilibrio

redox, na sindrome metabolica.

1.4.2 Objetivos especificos

e Auvaliar os efeitos do ATZ no peso corporal ¢ na distribui¢do de tecido
adiposo de camundongos com SMet;

e Mensurar a expressdo proteica plasmatica de leptina nesses animais;

e Analisar o efeito lipolitico do ATZ na lipdlise in vivo e in vitro € o
diametro dos adipdcitos dos animais com SMet;

e Avaliar as agdes do ATZ sobre o perfil glicémico, insulinémico e
sensibilidade a insulina de animais com SMet;

e Caracterizar o perfil lipidico plasmatico e hepatico de animais com
SMet sob tratamento com o ATZ;

e Determinar a influéncia do ATZ no status redox do tecido adiposo
epididimal através da mensuracdo da atividade da superdxido
dismutase, catalase e dos niveis de peroxidagao lipidica, bem como dos
niveis de H2O»;

e Avaliar os efeitos do ATZ sobre a gliconeogénese e a expressdo de
genes relacionados com o metabolismo glicémico e lipidico no tecido

hepatico de animais com SMet.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Obesidade na sindrome metabdlica e equilibrio redox: uma relacio complexa

A obesidade estd sendo amplamente estudada como uma das comorbidades mais
importantes do século XXI, tratada com stafus de epidemia mundial pela Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) (ALBERTI et al.,, 2009; ANDERSON et al., 2009). Dados
estatisticos apontam uma prevaléncia de 1,9 bilhdes de adultos com sobrepeso no ano de 2014
e destes, 600 milhdes ja eram diagnosticados com obesidade. Atualmente, cerca de 39% da
populacao mundial adulta estd em sobrepeso e 13% sao diagnosticados com obesidade, sendo
esta responsavel por 2,8 milhdes de mortes por ano. Nos ultimos anos, preocupa-se 0 nimero
de criancas menores de cinco anos com sobrepeso, principalmente em paises em
desenvolvimento, onde a prevaléncia ja supera em 30% os paises desenvolvidos (WHO,
2015).

No Brasil, o perfil epidemioldgico se mostra também bastante preocupante com
prevaléncia de 17,3% de homens e 22,7% de mulheres com obesidade. Nao obstante, o0 DM2
aparece associado a esta, acometendo principalmente aqueles de baixa renda, 8,5% de homens
e 7,2% de mulheres, estimando-se uma prevaléncia de 40 milhdes de acometidos em 2025
(WHO, 2015).

Nesse cenario, a SMet surge como uma doenca cronica grave de carater
insidioso e que reune diversos fatores de risco cardiovasculares, dentre os quais, HAS, DM2,
dislipidemias, DHGNA e obesidade central (NUNES-SOUZA et al., 2016). Na triade dos
fatores mais comumente associados a SMet, a hipertensdo segue o mesmo panorama
epidemioldgico crescente, mostrando valores de 26,4% e 20,4% para homens e mulheres,
respectivamente (WHO, 2015).

Gerald Reaven, em 1988, foi um dos primeiros pesquisadores a citar um
conjunto de doengas metabdlicas presentes num mesmo paciente, denominando-a de sindrome
X (REAVEN, 1988;1993). Posteriormente, entidades como a OMS (1998), o NCEP-ATPIII
(“National Cholesterol Education Program Expert Panel on Detection Evaluation, and
Treatment of High Blood Cholesterol in Adults”, 2003) e a IDF (“International Diabetes
Federation”, 2006), descreveram os critérios para o diagnostico e tratamento da SMet (IDF,
2005; NCEP-ATPIIIL, 2003; OMS, 1999)(ALBERTI; ZIMMET; SHAW, 2005; GRUNDY et
al., 2004a;2004b; MARCHESINI et al., 2004; WHO, 1999).
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Os critérios mais utilizados para o diagndstico sao os advindos da IDF (Figura 1). Para
tanto, faz-se necessario encontrar circunferéncia abdominal aumentada (obesidade central >
90 cm para homens e > 80 cm para mulheres), associada a dois ou mais dos seguintes
critérios: glicemia de jejum aumentada (>100 mg/dL ou diagnostico pregresso de DM?2),
aumento dos triglicerideos > 150 mg/dL; diminui¢do do HDLc (<40 mg/dL para homens e
<50 mg/dL para mulheres) e pressao arterial > 130/85 mg/dL (IDF, 2005).

Alberti e colaboradores, em 2009, descreveram uma versio harmonizada das
principais entidades que definem o diagnostico e tratamento da SMet, dentre elas a IDF. E a
partir de entdo, tornou-se amplamente empregada, firmando-se o diagnostico quando trés ou
mais dos fatores supracitados, de forma independente, fazem-se presentes. Nao sendo
obrigatoria, portanto, a presenca de alteragdes na circunferéncia abdominal, embora,
recomenda-se que esta medida seja um dos critérios iniciais a serem avaliados (ALBERTI et

al., 2009).

Figura 1 — Principais fatores de risco para o diagnostico da SMet
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Observa-se os principais fatores de risco associados ao diagnéstico da sindrome metabdlica (hipertenséo arterial,
dislipidemia, obesidade e diabetes) e duas complica¢des severas (esteatose hepatica e aterosclerose).
Fonte: Autor, 2016 - Baseado em informagdes da Federagdo Internacional do Diabetes (IDF), 2005).

Atualmente, a SMet ¢ estudada como o resultado complexo de predisposi¢des
genéticas (JAGANNADHAM et al., 2016) e ambientais para a obesidade, tendo-se como
centro desencadeador os habitos alimentares modernos e o sedentarismo (KASTORINI;
PANAGIOTAKOS; GEORGOUSOPOULQU; et al., 2016). Nesse contexto, a relacdo direta

entre a obesidade e dislipidemias como o aumento dos triglicerideos ¢ LDLs (lipoproteinas de
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baixa densidade) e/ou diminui¢do das HDLs (lipoproteinas de alta densidade), predispde a um
grave perfil aterogénico (CARR; BRUNZELL, 2004), comprometendo fluxos circulatorios
locais (KHALIQ et al., 2015), regionais e sistémicos (WU et al., 2015), ocasionando
desequilibrio REDOX plasmaético e hepatico (LUNA-LUNA et al., 2015). Com isso, a SMet
cursa com o chamado fenétipo lipidico aterogénico, composto por hipertrigliceridemia,
aumento dos niveis séricos de apoliproteina B (apo B), reducdo do HDL colesterol e aumento
de LDLs oxidadas (LDL-o0x) pequenas e densas, consideradas mais aterogénicas (AL RIFAI
et al., 2015; HONG et al., 2015). Dessa forma, outros exames podem ser somados na
investigacdo da SMet para melhor avaliar o risco cardiovascular, como: colesterol total, LDL-
colesterol, creatinina, dcido urico e enzimas hepaticas (ALBERTI et al., 2009).

Diante do perfil silencioso das doencas que compdem a SMet, o diagndstico e
estadiamento clinico inicial, tornam-se bastante complexos, evoluindo corriqueiramente para
a cronicidade, determinando mudangas progressivas e continuas sobre o sistema metabolico,
cardiovascular e hepatico. Isso contribui para o aumento da mortalidade geral e duplica aquela
diretamente ligada a causas cardiovasculares (DA FONSECA et al., 2014; KASTORINI;
PANAGIOTAKOS; CHRYSOHOOU; et al.,, 2016; KASTORINI; PANAGIOTAKOS;
GEORGOUSOPOULQU; et al., 2016).

Observa-se que a obesidade ganha cada vez mais destaque na triade com o diabetes e a
hipertensdo, quando se trata de SMet, ainda que cada fator de risco influencie e reforce
mutuamente um ao outro (ALBERTI et al., 2009; FURUKAWA et al., 2004). O respaldo a
essa afirmacdo se encontra principalmente no fato de que o tecido adiposo passou a ser
estudado como um 6rgido metabolico extremamente ativo, e dessa forma, na obesidade, o
excesso da produgdo de citocinas, decorrente do aumento do niimero ou da atividade dos
adipdcitos, pode predispor a lesdes vasculares, inflamagao, resisténcia a insulina e esteatose
hepatica (KLOTING; BLUHER, 2014).

Com base nas premissas acima elencadas, a obesidade representa uma verdadeira
epidemia interligada a um excesso de ingestdo calodrica, sedentarismo e resisténcia a insulina,
liberando para a circulacdo sistémica grande numero de peptideos ativos, fatores de
complemento e citocinas, capazes de promover alteracdes sist€émico-hepaticas (BYRNE;
TARGHER, 2014; KLOTING; BLUHER, 2014). Além disso, a presenca da obesidade
central, caracterizada por aumento da concentracdo de gordura visceral na regido abdominal,
implica potencial risco aterogénico, culminando, por vezes, em um desfecho clinico fatal

(OKADA et al., 2016).
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Diante do exposto, observa-se que o tecido adiposo ¢ um 6rgao secretério central,
capaz de produzir importantes substancias, as adipocinas, que atuam na regulacdo metabdlica
local e sistémica (SHI; BURN, 2004). Dois tipos teciduais podem ser identificados, o branco
(TAB), com ampla producdo hormonal, ¢ o marrom (TAM), com atividade voltada a
produgdo de calor (termogénese), distintos histologicamente pelo maior numero de
mitocondrias observadas neste, como também pelo tamanho dos adipdcitos, entre 30-40 pm
de didmetro, comparados aos até¢ 100 um no TAB (KIM; PLUTZKY, 2016; ZHANG; SUN;
LIU, 2016).

O TAB esta presente na regido abdominal, gluteos, coxas e quadril e quando
aumentados, determinam o surgimento de dois fenotipos distintos (MIN; MIN, 2015):
androide e gindide. O excesso de gordura nas regides visceral e subcutdnea abdominal,
caracteriza o fendtipo clinico conhecido como androide, considerado o mais grave e
preocupante, principalmente devido a gordura visceral (obesidade central) que esta
diretamente ligada ao aparecimento da DHGNA e ao aumento da mortalidade por doengas
cardiovasculares. Enquanto que o excesso nos membros inferiores, gluteos e quadril estd
associado a menores riscos, configurando-se o fenotipo gindéide (MIN; MIN, 2015).

Assim, considera-se que a obesidade central ¢ um importante fator de risco presente na
SMet, exercendo um papel chave no desencadeamento das alteragdes hormonais e
moleculares presentes na patogénese desta sindrome (KIM et al., 2016). Associada a essa, a
circunferéncia do pescoco vem sendo fortemente investigada, estando diretamente relacionada
a obesidade central (DAI et al., 2016).

Nesse sentido, as adipocinas liberadas pelo TAB correspondem a um grupo diverso de
substancias com diferentes fun¢des hormonais sistémicas, especialmente hepaticas,
metabolicas e vasculares. Entre essas, destacam-se: leptina, TNF-a, resistina, adiponectina e
interleucinas (MOSCAVITCH et al., 2016).

A leptina é considerada um importante hormoénio regulador da ingestdo alimentar e
gasto energético, podendo ser expressa por varios tecidos como: fundo gastrico, adeno-
hipofise, musculatura esquelética e principalmente pelo TAB (LOPES et al., 2014). Suas
acOes sdo resultados da estimulagdo de neurdnios hipotalamicos que liberam substancias
anorexigenas (pro-opio-melanocortina - POMC; transcrito relacionado a cocaina e anfetamina
- CART) e da inibicdo daqueles que produzem substancias orexigenas (neuropeptideo Y -
NPY; peptideo agouti - AgRP) (BURKE et al., 2016; IWAKURA et al., 2016). Essas a¢des
sdo frequentemente associadas a estimulacdo do gasto energético, principalmente, via sistema

simpatico (CRUZ et al., 2015).
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O TNF-a também ¢ outra adipocina que merece destaque; diretamente relacionado
com o indice de massa corporal, possui diversas fungdes modulatdrias e indutoras, podendo
estar envolvido em processos de inflamagdo, apoptose, citotoxicidade (WON et al., 2009) e,
ainda, no desencadeamento de doengas cardiovasculares (MUSE et al., 2015).

No cendrio exposto, atenta-se para a fisiopatologia da DHGNA, desencadeada pelo
acimulo de gordura no figado, em que as células adipociticas presentes, nesta condi¢do, sao
capazes de produzir TNF-a, IL-6 e fatores de proliferagdo macrofagica que podem contribuir
para a indu¢do e manutencdo do processo inflamatorio e agravamento da doenca. Dessa
forma, torna-se comum em situag¢des cronicas de obesidade, o desenvolvimento de esteatose
hepética, diretamente ligada a produgdo de adipocinas (PAN et al., 2015). Além disso, a IL-6
se mostra frequentemente associada a resistina na indu¢ao de cascatas inflamatoérias, estando
diretamente ligadas ao indice de adiposidade corporal (AMATO et al., 2014).

Nesse interim, a adiponectina exerce fungdes antagdnicas ao TNF-a e a resistina, de
maneira que uma de suas principais fungdes consiste no aumento da sensibilidade a insulina e
inibicdo do TNF-a, promovendo prote¢ao vascular e diminui¢ao da interacao de fatores que
promovem danos sistémicos (NOVOTNY et al., 2014).

Portanto, quanto maior o consumo de nutrientes ricos em gorduras € menor o gasto
energético proporcional, tdo logo serd maior também a quantidade de lipidios armazenados no
TAB, afetando diversos 6rgdos e sistemas, principalmente, quando se trata de adiposidade
visceral central (MOSCAVITCH et al., 2016).

Fisiologicamente, e também na pratica clinica, os lipidios mais importantes sdo os
fosfolipidios, colesterol, acidos graxos e triglicerideos, sendo estes ltimos, a principal fonte
de armazenamento energético nos adipédcitos € no musculo (BYRNE; TARGHER, 2014;
SHI; BURN, 2004). Nesse contexto, pequenas estruturas formadas por proteinas e lipidios, as
apolipoproteinas aparecem com uma fun¢ao bem importante, que ¢ permitir o transporte dos
lipidios no plasma, uma vez que estes possuem caracteristicas hidrofobicas (BYRNE;
TARGHER, 2014).

De forma geral, as lipoproteinas sdo divididas em dois grupos: 1. As ricas em
triglicerideos, representadas pelos quilomicrons (de origem intestinal) e pelas VLDLs
(lipoproteinas de muito baixa densidade) de origem hepatica; e 2. Aquelas ricas em colesterol,
representadas pelos HDLs e pelo LDLs. Ressalta-se ainda, a formagdo de componentes
intermediarios como os IDLs (lipoproteinas de densidade intermediaria) e a lipoproteina “a”
(Lpa), resultante da ligagdo covalente entre LDL e Apo-a (apolipoproteina-a) (BAYS et al.,
2016).
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Um dos principais componentes lipidicos consumidos na dieta sdo os triglicerideos
(BYRNE; TARGHER, 2014; DE MEIJER et al., 2010) que, apds serem ingeridos, sofrerdo a
acdo da lipase pancredtica, liberando acidos graxos livres, monoglicerideos e diglicerideos
que formarao micelas necessarias ao processo de absor¢do nos enterocitos, com consequente
formag¢do de quilomicrons no interior destes. Apds circulagdo linfatica, na forma de
quilomicrons, estes ganham a circulagdo sistémica e sofrem a a¢do de outra enzima, a lipase
lipoprotéica, que estdo presentes nos vasos sanguineos e promovem a clivagem dos
triglicerideos, liberando acidos graxos livres ou ndo esterificados (NEFA). Estes, por sua vez,
podem seguir para o figado e, juntamente com o colesterol ndo esterificado, serem utilizados
para a formagdo de VLDLs. Além disso, podem também, serem absorvidos pelos adipocitos e
formarem novos triglicerideos ou ainda, seguirem para os musculos esqueléticos e serem
prontamente utilizados (FEINGOLD; GRUNFELD, 2000).

As lipases lipoprotéicas também podem atuar sobre as VLDLs liberando 4cidos graxos
e produtos remanescentes que formardo, no figado, as IDLs e LDLs sob a acdo da lipase
hepatica (HUANG; ELVINGTON; RANDOLPH, 2015).

Nesse controle, duas proteinas se destacam para facilitar o transporte de NEFA, a
CD36 ¢ a aP2. A CD36 corresponde a um elemento de diferenciacdo, podendo também ser
chamado de FAT (fatty acid translocase ou translocase de acido graxo), um analogo do
receptor SR-B1 (“scavenger receptor class B type I”), representando uma proteina integral de
membrana que pode ser encontrada em eritrdcitos, plaquetas, adipocitos, figado, entre outras
células. Participa ativamente na captacdo de acidos graxos de cadeia longa e estd fortemente
envolvida em processos como angiogénese, trombose, aterogénese ¢ doenca de Alzheimer
(GRECO et al., 2008; KOONEN et al., 2007). Esta molécula é considerada um verdadeiro
sensor lipidico, responsavel pela manutencdo do equilibrio energético (MIQUILENA-
COLINA et al., 2011). Além disso, outra molécula envolvida no transporte de acidos graxos ¢
a aP2 (gene da proteina ligadora de lipideos do adipocito (ALBP), ou ainda FABP4 (fatty acid
binding protein-4)) presentes no citoplasma, cuja regulacdo génica pode ser intermediada
pelos proprios NEFA, servindo como estimuladores génicos da cascata (GRECO et al., 2008).
Estas moléculas também apresentam uma regula¢do direta na liberagdo da glicose e na
gliconeogénese no tecido hepatico, podendo participar amplamente da homeostase da glicose;
além de estimular diretamente a secrecdo da enzima hormonio lipase sensivel (HSL),
responsavel pela indugdo da lipdlise (OSORIO, 2014; ZECHNER; LANGIN, 2014).

Nesse interim, o HDL formado no figado, intestino e na circula¢do, cumpre o

importante papel de transportar o colesterol dos tecidos periféricos para o figado, realizando o
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transporte reverso desse elemento; além de exercer importante funcdo protetora contra a
aterogénese por remover lipides oxidados das LDLs, estimular a producao do ‘NO e impedir a
adesdao monocitaria (GOGONEA, 2016).

Importantes alteracdes surgem quando ocorre desregulacdo na produgdo das
lipoproteinas, resultando nas dislipidemias. Nesse sentido, o aumento da produgdo das
VLDLs ou a diminui¢do da atividade da lipoproteina lipase no plasma, pode resultar em
hidrolise insuficiente dos triglicerideos e consequente hipertrigliceridemia. Enquanto que o
acimulo de LDLs no plasma resulta em hipercolesterolemia (HUANG et al., 2015).

Atualmente, a terapia farmacologica utilizada no controle das dislipidemias ¢é realizada
principalmente pelas: 1. Estatinas com agdes voltadas a diminui¢do da producdo de LDLs e
VLDLs; 2. Resinas e ezetimibas que promovem diminui¢ao da absor¢ao de colesterol e 3.
Niacinas e fibratos que atuam na degradacdo de triglicerideos e utilizagdo de NEFA pelo
figado para a sintese de lipoproteinas (XAVIER et al., 2013). Associado a estes, a dieta e o
exercicio fisico podem ser potentes coadjuvantes no tratamento dessas disfuncdes, haja vista
que o exercicio, ao estimular o sistema nervoso autdnomo simpatico, aumenta a atividade da
enzima hormoénio lipase sensivel, promovendo maior atividade lipolitica (HASHIMOTO;
SATO; IEMITSU, 2013; PEDERSEN et al., 2016). Porém, ainda ndo se conhece nenhuma
substancia quimica ou mesmo farmacoldgica que possua amplas agdes, capazes de controlar a
obesidade em suas varias facetas metabolicas, desde o aumento do tamanho e nuimero de
adipdcitos, passando pelo incremento secretorio de adipocinas até a consolidagcdo das
alteragdes sistémico-hepaticas, constituindo-se, portanto, em um amplo desafio.

Nestas condi¢des de obesidade e dislipidemia, a desregulagio metabdlica e
consequente produ¢do de adipocinas estdo associadas a intensa producdo de ERONs (Figura
2), resultando em menor liberacdo e/ou biodisponibilidade de substancias vasodilatadoras,
como o ‘NO, e aumento na liberagdo de substancias vasoconstritoras como os radicais anions
superoxido (027), o que compromete o controle do tonus miogénico e o fluxo sanguineo para
orgaos e sistemas, incluindo o proprio tecido adiposo e hepatico (FERNANDEZ-SANCHEZ
etal.,2011; RANI et al., 2016).

As diferentes ERONs possuem importantes fungdes de sinalizagcdo, a exemplo de
cascatas inflamatdrias e apoptoticas, necessarias a um amplo funcionamento do organismo.
Contudo, vale ressaltar que muito dessa producdo corresponde a radicais livres, elementos
caracterizados por possuir um elétron desemparelhado em sua ultima camada, e por isso, na
tentativa de formar par, induz lesdes em tecidos, vasos € membranas, promovendo intenso

processo de destrui¢do e aumento do estresse oxidativo. Além disso, produtos finais de
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glicag¢do avancada, formados a partir de reagdes aminocarbonilo de natureza ndo-enzimatica, e
LDLs oxidadas contribuem para esses fenomenos e estdo diretamente ligados as disfungdes
sist€émicas como hipertensdo, diabetes, obesidade ¢ DHGNA, observando-se uma interagao

multipla entre estes (RANI et al., 2016).

Figura 2 — Produgao de adipocinas, estresse oxidativo e producio de enzimas antioxidantes
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A obesidade predispde ao aumento da produgéo pelos adipdcitos de diversas adipocinas com caracteristicas pro-
inflamatorias (adiponectina, IL-6, resistina, leptina, TNF-o e IL-1) e pro-tromboticas (fibrinogénio e PAI-1) que
propiciam o surgimento de inflamagdo, lesdo vascular e esteatose hepatica, culminando no estresse oxidativo e
consequente aumento de enzimas antioxidantes como a CAT, SOD e GPx. IL-6: interleucina-6; TNF: Fator de
Necrose Tumoral a; PAI-1: inibidor do ativador de fibrinogénio-1; CAT: catalase; SOD: superéxido dismutase e
GPx (glutationa peroxidase).

Fonte: Autor, 2016 - Baseado em informagoes de RANI et al., 2016; FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011.

Por outro lado, apesar das ERONs serem produzidas continuadamente e por diversos
orgdos e tecidos, os sistemas antioxidantes enzimaticos sdo responsaveis por adequar essa
produgdo, resultando num equilibrio denominado equilibrio REDOX, que pode ser
caracterizado por reagdes de reducao e oxidagao necessarias para a manutencao celular e que
estao necessariamente relacionadas a quantidade de substancias pro-oxidantes e antioxidantes.

O nivel de producdo dessas espécies vai variar de acordo com a fungao desempenhada
por cada sistema ou 6rgdo, assim como, em conformidade com sua capacidade metabodlica e
producao de antioxidantes. Nesse sentido, a alimentacdo também pode fornecer importantes
antioxidantes exdgenos naturais, como aqueles presentes nos flavanoides. Além disso, habitos
de vida saudéveis, como a pratica de exercicios fisicos regulares, podem promover aumento

de enzimas que reduzem o estresse oxidativo como a creatina fosfoquinase muscular,
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aldolase, SOD e CAT, as quais passam a apresentar um aumento de sua atividade em carater
adaptativo (KASTORINI; PANAGIOTAKOS; CHRYSOHOQU; et al., 2016; RANI et al.,
2016).

Diversas enzimas importantes estdo envolvidas nos mecanismos de defesa
antioxidantes como a SOD, a CAT e a GPx, bem como proteinas representadas pela
tioredoxina e peroxiredoxina (DA FONSECA et al., 2014; LEI et al., 2016).

Em se tratando da SOD, esta pode ser encontrada em diversos compartimentos
celulares como no citosol (CuZnSOD — SOD 1), na membrana mitocondrial interna
(CuZnSOD — SOD 1), no interior das mitocondrias (MnSOD — SOD 2) e no espago
extracelular (SOD — SOD 3) e geralmente estdo aumentadas em situagdes de desequilibrio
REDOX e estresse oxidativo (LEI et al., 2016).

Nesse sentido, a peroxidagao lipidica decorrente do estresse oxidativo € vista como o
principal fator indicativo de lesdo sobre as membranas celulares, mitocondriais, do reticulo
endoplasmatico e do nucleo, decorrente do aumento das ERONS, especificamente dos
radicais livres. A deteccdo do malondialdeido (MDA), um dos produtos derivados da
peroxidacdo pode ser efetivada pela quantidade de substancias reativas ao acido
tiobarbittricos (TBARS) e representa um método bastante empregado na deteccdo do estresse
oxidativo (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990; ESTERBAUER et al., 1992). Outros
produtos como os isoprostanos, hidrocarbonetos (etanos e pentanos) e alcanos, também
podem ser detectados (ESTERBAUER et al., 1992).

Nesse contexto, a glutationa também pode ser utilizada na avaliacdo do equilibrio
REDOX (DUNNING et al., 2013), por ser caracterizada como um importante antioxidante
sistémico. Frequentemente, pode reagir com o H>O; originando glutationa oxidada, reacao
catalisada pela enzima glutationa peroxidase ou, do contrdrio, remover o H»O, através da
glutationa redutase (LEI et al., 2016).

Observa-se que todos esses fatores envolvidos com o estresse oxidativo podem estar
presentes na SMet, cursando como fatores predisponentes a esta, ou mais comumente, serem
resultantes desta. Assim, ha evidéncias de que o status oxidativo e os altos niveis de
inflama¢ao podem tanto denotarem manifestagdes de disfuncdo endotelial, hipertensao,
DHGNA, DM2 de forma isolada ou atuarem evolutivamente na formag¢ao e consolidagdo da
sindrome (YUBERO-SERRANO et al., 2013).

Nesse sentido, Yubero-Serrano e colaboradores (YUBERO-SERRANO et al., 2013)
demonstraram uma estreita relacdo entre o estresse oxidativo € o numero de comorbidades

presentes em pacientes com SMet, de modo que os niveis plasmaticos da molécula 1 de
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adesdo celular vascular (sVCAM-1), H>O, produtos da peroxidacao lipidica (LPO), SOD e
GPx foram menores em pacientes com 2 ou 3 componentes para a sindrome comparados a
pacientes com 4 ou mais (YUBERO-SERRANO et al., 2013). Além disso, o aumento do
estrese oxidativo estd diretamente relacionado com a maior deposi¢cdo de gordura visceral ou
obesidade central (FUJITA et al., 2006).

Venturini e colaboradores (VENTURINI et al., 2012) demonstraram que individuos
com sobrepeso diagnosticados com SMet apresentavam niveis mais altos de hidroperoxidos e
H>0; comparados aqueles apenas com sobrepeso, evidenciando além do desequilibrio
REDOX, diminui¢do da capacidade oxidativa (VENTURINI et al., 2012). Além disso, as
acoes da CAT podem estar prejudicadas na obesidade, o que pode contribuir para a
desregulacdo da producdo de H>O> (AMIRKHIZI et al., 2014), o que determina um
importante eixo (H2O2/CAT), dentro do equilibrio REDOX, a ser investigado.

Assim sendo, estes eventos além de contribuir para a desregulagdo de diversas
cascatas de sinaliza¢do em importantes 6rgdos metabolicos como os adipdcitos e o figado,
podem implicar prejuizos na regulacdo entre lipolise e lipogénese, mesmo na presenca de
estimulos que ativem a fome ou a saciedade, e dessa forma comprometer o delicado
controle/equilibrio entre o armazenamento das reservas alimentares e a estimulagdo do gasto
energético (CANTO; AUWERX, 2012).

Quando hé desregulacdo desse equilibrio, doengas como a resisténcia a insulina,
obesidade e diabetes podem estar envolvidas na sua origem ou serem consequéncias do
processo (ADIELS; TASKINEN; BOREN, 2008; BYRNE; TARGHER, 2014). Portanto,
torna-se importante atentar para as vias de sinalizagdo que regulam esses estimulos, bem
como seus moduladores.

A produgdo de radicais livres e ERONs ocorre na maioria das reagdes celulares e esta
envolvida na regulagdo de diversas cascatas de sinalizacdo, incluindo regulagdo génica e
apoptdtica. Contudo, diferentes comorbidades estdo associadas a desregulagdo dessa
producdo, provendo acentuado aumento na formagdo das ERONs, como acontece na
obesidade e na SMet (TOUYZ; BRIONES, 2011; VENTURINI et al., 2012; VIDELA et al.,
2004).

Nessa condicdo, membranas celulares tornam-se suscetiveis a lesdo oxidativa,
ocasionando danos as macromoléculas como o DNA, lipidios e proteinas
(BHATTACHARYYA et al., 2014). Nesse cenario, mesmo sob a ac¢do de antioxidantes
enzimaticos ja supracitados como a CAT, GPx, SOD, paraoxonase 1 (PONI1), e por vezes, sob

a atuagdo de componentes ndo enzimaticos como as vitaminas C, E, 4cido urico e ubiquinona;
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a capacidade antioxidante pode ser sobrepujada, conforme demostrado por Spanidis e
colaboradores (2016) em estudo avaliativo sobre o status redox em pacientes com SMet
(SPANIDIS et al., 2016). Ainda assim, faz-se importante salientar que estas enzimas: SOD,
GPx e CAT sao caracterizadas como importantes antioxidantes primarios por estarem
envolvidas na eliminagdo direta das ERONS.

Diante disso, a utilizacdo de agentes quimicos que modulem o equilibrio redox,
principalmente no que corresponde ao eixo (H2O2/CAT), torna-se relevante, podendo
melhorar a ativacdo de vias metabolicas, determinando possibilidades terapéuticas mais
precoces. Assim, os eventos decorrentes, principalmente, da obesidade, da resisténcia a
insulina e da esteatose hepatica podem ser minimizados, restaurando-se ou melhorando-se o
equilibrio nas vias de atuacdo do controle energético (BYRNE; TARGHER, 2014; DE
KREUTZENBERG et al., 2010).

2.2 O eixo em foco: peroxido de hidrogénio/catalase/equilibrio REDOX

A catalase foi descoberta em 1901 por Lowi, através de experimentos com plantas e
tecidos animais, nos quais se evidenciou a a¢do de uma enzima capaz de decompor o H>O»,
chamando-a de CAT (BROWN, 1952). Esta ¢ amplamente encontrada em mamiferos, estando
presente em altas concentragdes no figado, rins e eritrocitos (DEISSEROTH; DOUNCE,
1970).

Esta enzima representa um dos mais importantes sistemas de defesa antioxidante
enzimatico presentes nos peroxissomos (LEI et al., 2016), apresentando a funcdo de degradar
o excesso de H>O» (Figura 3), que excede os niveis considerados fisioldgicos e sua producao
esta frequentemente associada a atividade metabdlica dos adipdcitos, sendo portanto,
modificada de acordo com os estados de restrigao calorica e obesidade.

O H»0., substrato exclusivo para a agdo da CAT, é uma potente espécie reativa
envolvida nas mais diversas fung¢des, agindo como bactericida, promotores ou inibidores do
relaxamento vascular e até mediadores de canais. Recentemente, o mesmo vem sendo
bastante estudado por suas caracteristicas recém exploradas de que ele consegue agir
amplamente na regulacdo metabdlica, ativando vias de forma semelhante a moléculas volateis
como o 'NO, apresentando grande facilidade de difusdo membranar através das aquaporinas
(SIES, 2014). A maior via de producdo do H>O> ocorre a partir da dismutagcdo do radical

anion superoxido pela SOD (Figura 3), e este, por sua vez, ¢ produzido em grandes
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quantidades no organismo, tanto pelas NADPH oxidases, quanto por neutr6filos, monocitos e
macrofagos (SIES, 2014).

A partir da a¢do da SOD sobre o O™, da-se origem a formagao de H>O», que pode ser
convertido em H>O sob a agdo da CAT ou da GPx (Figura 3). Além disso, outra importante
enzima, a mieloperoxidase, presente nos leucécitos pode também utilizar o H>O2 como co-
substrato. Interessantemente, em sua atividade, esta enzima ¢é responsavel pela producio de
substancias oxidantes como o acido hipocloroso, que acaba gerando produtos secunddrios
com alto potencial deletério como o oxigénio singlet, desencadeando eventos como apoptose
e condugdo do processo inflamatério, juntamente com o proprio H2O> (VAN DER ZWAN et
al., 2010). Intrigantemente, o acido hipocloroso pode induzir o desacoplamento da enzima
oxido nitrico sintase (NOS) endotelial, tornando-a produtora de O™ e promovendo um ciclo

vicioso diretamente relacionado ao estresse oxidativo (VAN DER ZWAN et al., 2010).

Figura 3 — Atividade enzimatica da CAT, SOD e GPX
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As atividades das enzimas CAT, SOD e GPX regulam a producdo de H,O, A CAT realiza a dismutagdo do H>O,
em agua e oxigénio molecular, por sua vez, a SOD o forma através da dismutagdo do radical anion superdxido e
a glutationa o transforma em agua.

Fonte: Autor, 2016 - Baseado em informagoes de SIES, 2014; VAN DER ZWAN et al., 2010.

E importante ressaltar que o HxO» estd entre as espécies mais presentes no tecido
adiposos, representando a principal ERON neste, ¢ o aumento de suas concentragdes pode
implicar graves disfun¢des no metabolismo dos adipocitos (RUPEREZ; GIL; AGUILERA,

2014). Além disso, autores mostraram que a atividade da CAT pode estar diminuida em
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individuos obesos, resultando em maiores concentragdes de H>O» nestes. Este fendmeno pode
estar relacionado a indugdo da producdo de ERONs na obesidade e doencgas associadas que
comprometem toda a dinamica funcional dos adipocitos, diminuindo também a formacgao da
adiponectina e expressdo de GLUT 4 (AMIRKHIZI et al., 2014).

As mitocOndrias também apresentam um importante meio de produgdo de H>O»

estreitamente relacionado a cadeia respiratéria e a produgdo de O™ mitocondrial pelo
complexo citocromico. Somado a isto, enzimas como a NAD(P)H oxidase e NOS
desacoplada constituem as principais vias de produ¢do do O;", o qual origina,
consequentemente, o H>Oz. A produgdo direta desse anion pode ser mediada por diferentes
oxidases, como a xantina oxidase ¢ a monoamina oxidase em diferentes compartimentos
celulares (VAN DER ZWAN et al., 2010). Além disso, foi demostrado que a glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD) representa uma importante fonte de NADPH em condi¢des de
obesidade, aumentando a produgdo do O>" (SERPILLON et al., 2009), muito embora, o
NADPH seja necessario para a producgao da glutationa reduzida (GSH).

Nao obstante, Fisher-Wellman e colaboradores (2013) mostraram que o complexo
piruvato desidrogenase também pode ser uma via de producdo de H»O: proveniente de
mitocondrias de musculos esqueléticos, sob condi¢des de reduzida producao de glutationa; em
condi¢des normais, esta realiza tamponamento e mascara a produgdo do peroxido decorrente
do piruvato (FISHER-WELLMAN et al., 2013).

Furukawa e colaboradores (2014) mostraram que camundongos obesos tratados com
inibidores da formacdo de NADPH apresentaram diminui¢do das ERONs no tecido adiposo,
servindo para atenuar a desregulagdo de adipocitocinas, apresentando melhoras glicémicas e
hepaticas, resultando em diminuicao da esteatose (FURUKAWA et al., 2004). Isso demonstra
que a regulacdo REDOX no tecido adiposo pode ser considerada um potente alvo terapéutico
na obesidade.

Faz-se importante destacar que o aumento da peroxidagdo lipidica, associado a
produgdo de ERONS, encontra-se amplamente amparado no aumento do consumo de dietas
ricas em gorduras.

Nesse sentido, Nadal-Casellas e colaboradores (2011) mostraram que ratas Wistar
alimentadas com dieta “high fat” por 26 semanas exibiram maior capacidade termogénica
acompanhada de maior produ¢do de H>O> mitocondrial e intrigantemente menores danos
oxidativos, explicado possivelmente pelo aumento da atividade da GPx, comparado a ratos
machos nas mesmas condi¢gdes (NADAL-CASELLAS et al., 2011). Mais recentemente,

Kakimoto e colaboradores (KAKIMOTO et al., 2015) observaram que animais com esteatose



33

hepética induzida por dieta rica em gordura, apresentaram maior produ¢ao de H>O> resultante
do maior transporte de acidos graxos para as mitocondrias hepaticas, sendo utilizados para a
B-oxidacdo (KAKIMOTO et al., 2015). Em conjunto, esses dados evidenciam que cadeias
longas de acyl-CoA desidrogenase, importante componente da B-oxidac¢do, produz em sua
atividade oxidativa o H>O; no interior mitocondrial (KAKIMOTO et al., 2015; NADAL-
CASELLAS et al., 2011).

Em situacdes fisiologicas, a mitocondria tem preferéncia pela utilizacdo da glicose no
que corresponde a producdo de energia (BOUILLAUD, 2009). Nesse processo, algumas
enzimas se destacam no estrito controle regulatério da disponibilidade de glicose, através da
glicolise e gliconeogénese (KAKIMOTO et al., 2015).

A glicoquinase (GCK) ¢ uma importante enzima presente no pancreas, cérebro e
figado, apresentando como fung¢do catalisar a fosforilagdo da glicose em glicose-6-fosfato.
Pode-se afirmar que ela controla a entrada de glicose que dever ser fosforilada, servindo,
portanto, como um sensor. Ao passo que outra enzima limitante no processo de regulagdo da
glicemia consiste na glicose-6-fosfatase (G6Pase) que ¢ responsavel, no figado, pela
conversdo final de glicose-6-fosfato em glicose, formando, portanto, junto a glicoquinase, um
elo regulador entre armazenamento e liberacao da glicose (HAYASHI et al., 2015).

Completando a triade enzimatica no processo de regulacdo da glicose, a enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinase merece destaque por participar do processo de
gliconeogénese, favorecendo a formacdo de oxaloacetato a partir de fosfoenolpiruvato e
didxido de carbono, na presenca de trifosfato de guanosina (GTP), como doador de fosfato,
fazendo-se presente tanto no citosol quanto nas mitocondrias hepaticas. O gene PcKl1 ¢
responsavel por codificar a fosfoenolpiruvato carboxiquinase citosélica (PEPCKc) e o PcK2
codifica a mitocondrial (PEPCKm), com ac¢des em rins e figado (BEALE; HARVEY;
FOREST, 2007)(BEALE; HARVEY; FOREST, 2007).

Como o sistema mitocondrial possui extrema preferéncia pelos carboidratos na
manuten¢do da respiracdo celular basal, a partir do momento que ocorre um maior consumo
de acidos graxos decorrentes da obesidade, atenta-se que isso pode ser um dos indicativo da
causa da resisténcia a insulina. Interessantemente, os peroxissomos também realizam [3-
oxidacdo e a falta da cadeia respiratoria faz com que ocorra transferéncia de elétrons
diretamente ao O», produzindo H,O, (LODHI; SEMENKOVICH, 2014).

Observa-se, portanto, que a mitocondria, uma das organelas mais abundantes nos

adipocitos e células hepaticas, exercem um papel chave na produgdo de perdxido na
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obesidade, evidenciando-se importantes interacdes encontradas na SMet, o que torna essas
comorbidades, os principais alvos medicamentosos.

Dessa maneira, evidéncias apontam que o eixo H>O2/CAT/equilibrio REDOX pode ser
considerado um potencial alvo terapéutico na SMet/obesidade e o uso de inibidores como o

ATZ pode determinar respostas antiobesidade associadas a modificagdes sistémico-hepaticas.

2.3 3-amino 1,2,4 triazole (ATZ): um antigo inibidor da catalase, mas com um

recente e inovador proposito terapéutico

O 3-amino 1,2,4 triazol (ATZ, C2H4N4), (Figura 4), também conhecido como 1,2,4-
triazol-3-amine, ou aminotriazole ou amitrol, com peso molecular de 84,08 g/mol, caracteriza-
se como um composto organico heterociclico solido, sabor amargo, estavel a temperatura de

20°C, soluvel em agua, metanol e etanol (ORGANIZATION, 1994).

Figura 4 — Estrutura quimica do ATZ
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A figura mostra a estrutura quimica do ATZ, C2H4N4.
Fonte: Baseado em WHO-HSG.85, 1994.

Na década de 1950, o ATZ passou a ser usado na composi¢do de um importante
herbicida, comumente denominado de Amitrole, empregado no controle de diversas pragas
agricolas, por possuir um amplo espectro de atuagdo. Este contém apenas 19% de ATZ, sendo
o restante de sua composi¢do, formada por outros compostos quimicos (BALKISSON;
MURRAY; HOFFSTEIN, 1992). Quando aplicado como herbicida, atua inibindo a formacao
de clorofila e, devido a baixa pressdo de vapor, ndo entra na atmosfera (WHO-HSG.85, 1994).

Em se tratando do ATZ, pode se afirmar que, quimicamente, comporta-se como uma
amina aromatica ou como s-triazol formado através da condensacdo de aminoguanidina e

acido fomico a 200°C. Trata-se de um po6 cristalino de cor branca, com ponto de fusdo em
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torno de 159°C, soluvel em agua e etanol, mas moderadamente solivel em compostos
organicos como hexano e tolueno (WHO-HSG.85, 1994).

Faz-se importante ressaltar que, por possuir uma alta solubilidade em 4gua e um
coeficiente de particdo muito baixo, ndo ha possibilidades de bioacumulagdo ou transporte de
seus componentes, através das cadeias alimentares (BALKISSON et al., 1992)

Em meados do século XX, o ATZ passou a ser classicamente reputado como um
potente inibidor da CAT, em concentracdes de 2x102 M (FEINSTEIN et al., 1958). E tio
logo, deu-se sua utilizacdo em animais para fins de observagdao do funcionamento sistémico-
organico, retratando situagdes metabolicas sob inibi¢do da atividade da CAT e aumento da
biodisponibilidade de H,O>, uma vez que, essa enzima, apresenta a fungdo de converté-lo em
agua e oxigénio molecular (TEPHLY et al., 1965).

Nessa época, experimentos in vivo e in vitro demostraram a especificidade do ATZ
sobre a inibi¢do da catalase hepatica e renal (Feinstein, 1957), o0 mesmo nao ocorrendo sobre a
catalase eritrocitaria (FEINSTEIN; DAINKO, 1959). Interessantemente, observou-se também
que a inibicdo efetiva da CAT so6 ocorre na presenca de quantidades basais de H>O, (DARR;
FRIDOVICH, 1986). Em 1962, Margoliash e Schejter relataram existir inibi¢ao irreversivel
da CAT pelo ATZ na presenca do perdxido de hidrogénio e do complexo I de doadores de
peroxido-catalase (MARGOLIASH; SCHEJTER, 1962).

Em estudo pioneiro comparando as ac¢des de varios inibidores, demostrou-se que
quatro tipos mostram-se bem efetivos: 4-aminopirazol, 4-hidroxipirazol, pirazol e 3-
aminotriazol. Nao obstante, o0 ATZ mostrou eficiéncia inibitoria, tanto in vitro quanto in vivo
(DEIS; LIN; LESTER, 1977).

A partir de entdo, o ATZ passou a ser amplamente empregado para investigagdes
sistémico-organicas. Dessa forma, observou-se que o uso do ATZ inibe rapidamente a
atividade da CAT hepatica, alcancando sua atividade minima ap6s 1,5 hora da aplicacdo, sem
afetar o funcionamento microssomal, onde a enzima possui atividade normal, quando
comparada a outros sitios celulares como os peroxissomos (NAKAMURA; HARA;
MINAKAMI, 1973). De acordo com Morimoto e colaboradores (1978), o ATZ também se
mostrou efetivo em inibir a CAT presente no cortex renal de ratos, sem afetar a atividade nos
peroxissomos (MORIMOTO et al., 1978). Posteriormente, Ueda e colaboradores (2003)
confirmaram que o uso do ATZ ndo afeta o transporte da catalase para os peroxissomos
(UEDA et al., 2003).

Nesse contexto, observou-se que o aumento da produc¢do do H>O> induzido pelo uso

de ATZ sobre a CAT pode ser prejudicado, quando associado a outras substancias, como o
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etanol, determinando aumentos na peroxidagdo lipidica, conforme observado em miocardio de
ratos (ANTONENKOV et al., 1989).

Em 2009, Cardoso e colaboradores observaram que o uso do ATZ permite maior
disponibilidade do H>O> para areas como o nucleo do trato solitario, sendo efetivamente
atuante na indugdo da diminuicdo da pressdo arterial e bradicardia em ratos (CARDOSO et
al., 2009), demonstrando uma importante acao sistémica. Seguindo-se, compostos com a¢ao
comprovadamente antimicrobiana foram sintetizados a partir da reagdo de 1,3,4-thiadiazoles
com compostos nucleodfilos de nitrogénio, como o ATZ (FARGHALY; ABDALLAH; AZIZ,
2012).

O que se observa ¢ que o ATZ ¢ amplamente utilizado em pesquisas que objetivam
estudar as agdes da catalase e ou do H>0O2, como fizeram Chilumuri e colaboradores (2013),
demonstrando que a superexpressdo da CAT diminui a quantidade de substincias beta
amiléides na doenga de Alzheimer e esse processo pode ser revertido pelo uso do ATZ, ao
inibir a atividade dessa enzima (CHILUMURI; ODELL; MILTON, 2013).

Estudos in vitro e in vivo mostraram que o ATZ promove lipdlise em diversos tecidos
solidos isolados, como o figado e rins (MARGOLIASH; NOVOGRODSKY, 1958).

Interessantemente, em um elegante estudo envolvendo experimentos in vivo € in vitro
em ratos, Ishii e colaboradores (1978) demostraram que a injecdo intraperitoneal de
(100mg/100 g) de ATZ determina uma concentracdo hepatica maxima de 20 mM de ATZ em
30 minutos, decaindo nas duas horas subsequentes, ficando, a partir de entdo, mais
concentrado no plasma celular. Esses eventos predispdem a uma menor formagao de
triglicerideos hepaticos diretamente relacionada a diminuicao na sintese de acidos graxos, por
inibir enzimas que participam no processo de sintese como a malonil-coA-carboxilase e a
acetil-coA- carboxilase (ISHII et al., 1978). Contudo, at¢ o momento, nenhum trabalho
descreveu as agdes deste composto em modelos animais para a obesidade, SMet e outras
doengas cardiovasculares ¢ metabolicas.

Observa-se que, quando aplicado em animais experimentais, o ATZ ¢ rapidamente
absorvido pelo trato gastrointestinal e excretado quase por completo nas primeiras 24 h
através da urina. Além disso, de acordo com a US-EPA (1996), as evidéncias mostram que o
ATZ ndo ¢ mutagénico ou carcinogénico em humanos (US-EPA, 1996).

Nesse contexto, quando testado em varias espécies e por diversas vias de
administracdo, os valores de sua DL50 foram sempre maiores que 2500 mg.kg™! de peso

corporal, apresentando baixa toxicidade aguda. Contudo, salienta-se, que doses elevadas
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podem determinar comprometimento da glandula tireoide e induzir lesdes hepaticas (WHO-
HSG.85, 1994).

Tratando-se dos possiveis efeitos toxicos encontrados em humanos, apenas um caso de
dermatite por contato foi relatado. Nao obstante, 0 ATZ nado ocasiona efeitos toxicos quando
ingeridos até a dose de 20 mg.kg' de peso, nio sendo relatado o uso de doses superiores
(WHO-HSG.85, 1994).

Deng e colaboradores (2012) observaram os efeitos agudos do uso do ATZ,
administrado intraperitonealmente nas doses de 125mgkg! at¢é 500 mgkg!, em
camundongos com lesdo hepatica induzida por tetracloreto de carbono (CCL4) e obtiveram
como resultado, apds seis horas da aplicacdo, diminui¢ao dos niveis de H>O», malondialdeido,
citocinas pro-inflamorias (TNFa, IL-6), niveis plasmaticos de mieloperoxidase e enzimas
hepéticas (ALT e AST), resultando em melhora da lesdo hepatica (DENG et al., 2012).

Por outro lado, recentemente, Ruiz-Ojeda e colaboradores (2016) observaram que o
uso do ATZ (2mM e 10 mM) em células adiposas isoladas promove estresse oxidativo,
inflamacdo, diminui¢do do aporte de glicose para a célula e lipdlise (RUIZ-OJEDA et al.,
2016).

A partir do contexto historico experimental discutido, acredita-se que o ATZ pode ser
uma relevante ferramenta quimica capaz de agir potencialmente como modulador do eixo
H>0,/CAT/equilibrio REDOX e promover importantes beneficios, principalmente
direcionados a lipdlise e ao controle energético sist€émico-hepatico, determinando efeitos

terapéuticos antiobesidade.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais e delineamento experimental

Para o presente estudo foram realizadas 3 séries experimentais com camundongos
machos isogénicos, jovens, da raca C57B1/6 com idades de 6 a 8 semanas (~19-20 gramas),
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas (BIOCEN/UFAL).

Todos os aniais foram mantidos em condig¢des ideais de experimentagdo (NUNES-
SOUZA et al., 2016) no Laboratério Experimental para Camundongos do Laboratorio de
Reatividade Cardiovascular (LRC), respeitando-se os cuidados padrdo, como: ciclo claro-
escuro fisiologico de 12hs (com fase de escuro das 18:00 hs as 6:00 hs), temperatura de 21 +
2,0°C, agua e alimentacdo ad libitum e condi¢cdes adequadas de higienizacdo. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com os critérios descritos no “Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals” (NIH publicagdo 86-23, 1996) e o projeto foi aprovado pela
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFAL (Protocolo CEAU 029/2014). Apos
uma semana de aclimata¢do, randomizaram-se os animais, em 4 grupos (Figura 5):

1. Grupo controle (CT, n = 5; sem nenhuma intervencao, apenas com dieta chow);

2. Grupo SMet (“high fat” - HF -, n = 5; com dieta hiperlilipidica-hipercélorica);

3. Grupo SMet + ATZ 125 (ATZ125, n = 6; com dieta HF associada a 125 mg.kg™! de ATZ);
4. Grupo SMet + ATZ2s0 (ATZ2s0, n = 6; com dieta HF associada a 250 mg.kg! de ATZ);
5. Grupo SMet + ATZs00 (ATZs00, n = 5; com dieta HF associada a 500 mg.kg! de ATZ).

Figura 5 — Delineamento experimental
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Apos 8 semanas de dieta HF, iniciou-se o tratamento com o ATZ em trés diferentes doses (125 mg, 250 mg e
500 mg) até a vigésima semana, totalizando 12 semanas de intervengdo. Em seguida, realizou-se os testes
metabdlicos, lipdlise e o sacrificio dos animais.

Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.
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A dose administrada de ATZ foi estritamente relacionada com a dose-padrido
recomendada para ocorrer inibi¢io total da catalase (2x102 mM na presenc¢a de H,0,) (WHO-
HSG.85, 1994).

Inicialmente, todos os animais, exceto os do grupo controle, receberam a dieta HF por
8 semanas (tempo suficiente para a indugdo dos agravos metabolicos a serem investigados,
(Figura 6) e apos esse periodo, observou-se que estes apresentavam fendtipo para a SMet
(NUNES-SOUZA et al., 2016). A partir desse momento, iniciou-se o tratamento com o ATZ
em diferentes doses (125 mg, 250 mg e 500 mg.kg') na dieta HF ja ofertada, o que ocorreu
durante 12 semanas (Figura 5).

A dose de AZT foi ajustada semanalmente, tendo-se em conta o peso corporal médio,

que, por sua vez, foi avaliado semanalmente em balanca semi-analitica (0,001 g; Shimatzu®).

Figura 6 — Sindrome metabdélica em camundongos
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A dieta HF induz o surgimento dos principais fatores de risco encontrados na SMet em humanos: diabetes
mellitus 2, DHGNA: doenga hepética gordurosa ndo alcdolica, obesidade, dislipidemias e hipertenséo.
Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.

3.2  Dieta hipercalérica
A dieta hipercaldrica foi manipulada no LRC por uma unica pessoa, devidamente

habilitada, apresentando a seguinte distribuicdo de macronutrientes: lipidios 58,4%, proteinas

15,0% e carboidratos 26,6%, com maior quantidade de calorias advindas dos lipidios e
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compactada na forma de “pellets” (NUNES-SOUZA et al. 2016). Todos os componentes da
dieta hipercalérica foram adquiridos da Rhoster® LTDA (S#o Paulo, Brasil) e Sigma® (Seelze,
Alemanha). O ATZ se mostrou estavel quando associado a dieta, a qual em nenhum momento
ficou em temperaturas acima 22°C. A dieta “chow” (Nuvilab®) ofertada ao grupo controle
possuia 14,0% de lipidios, 23% de proteinas ¢ 63,0% de carboidratos, apresentando maior

quantidade de calorias advindas dos carboidratos.
33 Tratamento com o0 ATZ

Procedeu-se com a intervengdo com o ATZ a partir da oitava semana em diferentes
doses, e este foi ofertado microprocessado e misturado com a dieta, durante doze semanas até
o sacrificio, conforme descrito no item “3.1”.

No intuito de avaliar as a¢des metabolicas do ATZ, diversos experimentos foram

realizados in vivo, in vitro € ex vivo, conforme descritos a seguir.
34 Avaliagoes in vivo

Serdo apresentados todos os procedimentos realizados no animal antes do sacrificio.
3.4.1 Ingestdo alimentar

A ingestdo alimentar (consumo alimentar) dos camundongos foi avaliada trés vezes
por semana, fazendo a pesagem em balanga semi-analitica (0,001 g; Shimatzu®). E importante
salientar que a dieta era pesada durante a oferta inicial e na reposi¢do, momento em que eram

pesados os residuos.
3.4.2 Peso corporal

O peso corporal também foi avaliado utilizando-se balanca semi-analitica (0,001 g;
Shimatzu®). O mesmo era acompanhado semanalmente. Além disso, registrou-se o peso
inicial dos animais e ao final de todo o tratamento (antes do sacrificio), respeitando-se os

mesmos hordrios pelo mesmo observador, mantendo-se um padrao de analise.
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3.4.3 Glicemia de jejum

A glicemia foi realizada semanalmente através da utilizacdo de um glicosimetro
(Accu-Chek® Performa, Roche®, Alemanha), respeitando-se um jejum de 12 hs. A coleta de
sangue foi realizada a partir da veia caudal, apés um pequeno corte na ponta da cauda do

animal.
3.4.4 Avaliagdo da tolerancia a glicose, sensibilidade a insulina e da gliconeogénese

Ao final do tratamento com o ATZ, todas as avaliagdes metabolicas in vivo foram
realizadas no periodo de atividade do animal (periodo da tarde/janela metabodlica). A glicemia
de jejum (~12h de jejum) foi analisada através do aparelho (Accu-Chek® Performa, Roche®,
Alemanha), a partir de amostra de sangue retirada da ponta da cauda dos animais.

Em seguida, para o teste de tolerancia a glicose (TTG), injetou-se intraperitonealmente
(ip) uma solugdo de glicose (2,0 gkg! de peso corporal), avaliando-se posteriormente, os
niveis glicémicos aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos, através da coleta de uma gota de sangue a
partir da cauda dos animais nos tempos especificos.

Dois dias depois, realizou-se o teste de sensibilidade a insulina (TRI) com os animais
em estado alimentado. Para tanto, mensurou-se a glicemia basal a partir de um pequeno corte
na cauda do animal e em seguida foram administradas 0,75 unidades de insulina.kg!' de peso
corporal (ip; Humulin®, Eli Lilly, EUA) com medigdes glicémicas nos tempos de 15, 30, 60,
90 e 120 minutos. Intentando-se avaliar as agdes do ATZ no perfil gliconeogé€nico hepatico,
~48h apods o TRI, procedeu-se o teste de tolerancia ao piruvato (TTP). Neste experimento, os
animais foram mantidos em jejum de ~16 horas. Apds a verificagdo da glicemia basal,
injetou-se, por via intraperitoneal, o piruvato de sodio (2,0 gkg! de peso corporal).
Temporalmente, mensurou-se a glicemia conforme descrito para o TTG.

O indice triglicerideos-glicose também foi utilizado para determinar indiretamente a
resisténcia a insulina, obtido pelo produto dos niveis de triglicerideos (Tyg) e de glicose,
conforme descrito na equagdo 01, a seguir (GUERRERO-ROMERO et al., 2010;
SIMENTAL-MENDIA; RODRIGUEZ-MORAN; GUERRERO-ROMERO, 2008):

Equacgdo 01: Indice Tyg = In [triglicerideos (mg.dL™") x glicose (mg.dL™?) / 2]
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3.4.5 Avaliagao da lipdlise in vivo

A lipolise in vivo foi realizada pela administracio de 1mg.kg"! (i.p) do agonista do
receptor adrenérgico B3, o CL-316,243 hidrato (C5976; Sigma-Aldrich®, Seelze, Alemanha)
(QIAO et al., 2011). Coletou-se o sangue pela veia caudal antes da administracdo do
composto ¢ 15 e 30 minutos ap6s a administragdo. Em seguida, o sangue foi centrifugado
(4000 rpm por 10 minutos) e o plasma foi utilizado para mensuracdo dos NEFA Através de kit
comercial (Wako® Chemicals GmbH, Alemnha). A concentragio de NEFA foi normalizada

pelo indice de adiposidade visceral.
3.5  Avaliacoes in vitro

Para determinar os efeitos do ATZ, CAT e H20; em tecido adiposo isolado e sem
influéncias sist€émicas de camundongos controle, realizou-se a lipolise in vitro no tecido
adiposo branco, coletado apos a eutanasia. O tecido foi incubado em meio de cultura (DMEM,
Gibco® 11880; Darmstadt, Alemanha), posto em banho (37 °C; 95% de O2; 5% de COz)
durante 30 minutos e, em seguida, foi realizada a primeira coleta no tempo basal.
Imediatamente apds esse procedimento, adicionou-se um agonista do receptor adrenérgico B3,
o CL-316243 a 0,1mM, de forma isolada, e em combinagdo com ATZ (50 mmmol.L!"), CAT
e H2O», separadamente. A partir de entdo, os NEFA foram mensurados no meio de cultura em
0, 90 e 180 minutos e posteriormente normalizados pela quantidade de gordura usada no

procedimento (QIAO et al., 2011).
3.6 Avaliagoes ex vivo

Serdo apresentados todos os procedimentos realizados no animal ap6s o sacrificio.
3.6.1 Eutanasia, avaliacdo do peso tecidual e Indice de adiposidade visceral

Apos 12h de jejum, anestesiaram-se os animais (100 mg.kg™' de cetamina, 10 mg.kg™
xilazina, ip). Posteriormente, os animais foram sacrificados por exsanguina¢do, através da
puncgdo sanguinea via ventriculo direito. Apos este procedimento, aspirou-se o sangue
diretamente em seringas previamente umedecidas com 0,2 M de etileno-diamina tetra-acético
(EDTA). Na sequéncia, o sangue foi centrifugado (4000 rpm a 4°C, durante 10 minutos), e
armazenado a -80°C, até as analises bioquimicas serem realizadas. Apos os procedimentos
acima descritos, os animais foram perfundidos com solucdo salina heparinizada e os tecidos

adiposos (epididimal, perirenal, mesentérico e marrom), o figado e todos os demais 6rgaos
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dos animais foram removidos, pesados e armazenados a -80°C até analise posterior (NUNES-
SOUZA et al. 2016). Especificamente no figado, realizaram-se dois cortes longitudinais no
l6bulo direito (aproximadamente 5 mm de espessura) para a andalise histopatoldgica, sendo as
demais fragdes destinadas as analises metabolicas. Uma fra¢do do tecido adiposo epididimal
foi destinada a anélise histoldgica, uma outra para as anélises redox e uma terceira fracdo para
a lipdlise in vitro (NUNES-SOUZA et al. 2016).

O indice de tecido adiposo branco visceral (TAB) e o peso relativo (%) tecidual foram

calculados usando as equagdes 02 e 03, abaixo:

Equacao 2:

Indice de TAB (%) = [(gordura epididimal (g) + gordura perirenal (g)) / (peso corporal
(g)) *100]

Equagao 03:

Peso Relativo (%) = [(peso do tecido (g) / peso corporal (g)) * 100]
3.6.2 Analise do perfil lipidico plasmatico/hepatico e niveis de leptina no plasma

Colesterol total (ColT), triglicerideos (TG) (ensaio colorimétrico enzimatico; Labtest®,
Brasil) e NEFA (Wako Chemicals GmbH®, Alemanha) foram avaliados no plasma/figado
usando “kits” comerciais de acordo com as instrugoes do fabricante e realizados em
microplaca. Os niveis de insulina e leptina plasmatica foram mensurados por imunoensaios
tipo “Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay” sanduiche (ELISA) (Millipore®, Schwalbach,
Alemanha). A medicdo foi realizada num leitor de microplacas (Thermo Scientific®, Software

2.4 Espectro Multiskan®, Finlandia).
3.6.3 Avaliacdo do estado redox no tecido adiposo epididimal

Serdo descritos os experimentos realizados para a avaliagdo do estado redox no tecido

adiposo epididimal.

3.6.3.1 Extragdo de proteinas do tecido adiposo epididimal para avaliacdo da atividade da

CAT, SOD e peroxidagao lipidica

De cada animal, um fragmento de tecido adiposo epididimal foi homogeneizado num

tampdo de lise RIPA (pH 7,5; Cell Signaling® Technology, Beverly, MA), contendo: 50
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mmol.L"! Tris-HCI; 0,1 mmol.L"! EDTA (“ethylenediamine tetraacetic acid” ou 4cido
etilenodiamino tetraacético); 0,1 mmol.L! de EGTA (ethylene glycol tetraacetic acid ou acido
etilenoglicol tetraacético); 0,1% de SDS (sodium dodecyl sulfate ou Dodecil sulfato de sddio);
0,1% de desoxicolato; 1% de IGEPAL (“octylphenoxypolyethoxyethanol”) e uma dilui¢do de
1000 vezes de um coquetel inibidor de protease e fosfatase (Roche®, Mannheim, Alemanha).
Centrifugou-se a suspensdao a 14.000 rpm, durante 20 min. Na sequéncia, coletou-se o
sobrenadante e este foi armazenado a -80 °C, para subsequente medicao da atividade da SOD,
da CAT e da peroxidagdo lipidica. A concentragdo de proteinas totais foi determinada pelo

ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976).
3.6.3.1.1 Atividade da CAT

A atividade da CAT no tecido adiposo epididimal foi medida de acordo com Xu e
colaboradores (XU et al., 2008).

O método baseia-se na medi¢do indireta da atividade da enzima, a qual reage com o
metanol na presenca do perdxido de hidrogénio e forma como cromégeno o formaldeido,
detectado espectrofotometricamente a 540nm num leitor de microplacas (Thermo Scientific®,
Software 2.4 Espectro Multiskan®, Finlandia). A atividade da CAT foi expressa em unidades

internacionais (UI) por proteina (mg.mL') do tecido epididimal (BRADFORD, 1976).
3.6.3.1.2 Peroxidacao lipidica

Mensurou-se este parimetro pela avaliagdo dos niveis das Substancias Acidas Reativas
ao Tiobarbitirico (TBARS), um reputado marcador para peroxidagdo lipidica e estresse
oxidativo. Sucintamente, procedeu-se a sua quantificacdo de acordo com um método adaptado
de Ohkawa e colaboradores (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979). Para tanto, 100 pL de
homogenato de tecido adiposo epididimal foram misturados com 10 pL de hidroxitolueno
butilado (concentragdo final = 1 mmol.L") e 1000 uL de 4cido tiobarbitarico (1,3%, Sigma®).
Posteriormente, as amostras foram aquecidas a 100°C durante 60 minutos, ¢ em seguida,
incubadas num banho de gelo (~ 4°C), durante 10 minutos, para o término da reacao.
Consecutivamente, centrifugaram-se as amostras a 4000 rpm, por 15 minutos, a 4°C. A partir
do sobrenadante, registrou-se a absorbancia a 532 nm e 600 nm, em um leitor para
microplacas (Thermo Scientific®, Software 2.4 Multiskan Spectrum®, Finlandia). Os dados
foram normalizados por concentra¢do total de proteina e expressa como nmol.L!/proteina,

mg.dL!.
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3.6.3.1.3 Atividade da SOD

Mensurou-se este pardmetro através de kit comercial (Sigma®), em microplacas
(Nunc®, Dinamarca), seguindo instru¢des do fabricante. Para tanto, foi utilizado sal
hidrosoluvel, o WST-1 (2-(4-lodofenil)-3-(4- nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H tetrazodlio, sal
monosodico), que se reduz a 0", formando o cromdgeno “formazana”. A reacdo ¢
proporcional a atividade da enzima xantina oxidase (XO), que ¢ inibida pela SOD. Os dados

foram normalizados pela concentragdo de proteinas (BRADFORD, 1976).
3.6.3.2 Concentragdes de Peroxido de hidrogénio (H202) no plasma

A quantifica¢do dos niveis de H>O» no plasma foi realizada por fluorescéncia (Tecan
200 Infinite, Mannedorf, Suica), utilizando kit comercial (Ultra Amplex Red Hydrogen
Peroxide/Peroxidase Assay kit, Invitrogen, Paisley, UK), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Na presenca de peroxidase (peroxidase horseredish, HRP), o reagente Amplex Red
estequiometricamente reage com o H»>O; para formar um produto de oxidacdo fluorescente
vermelho, resorufina. Uma curva padrao de H>O; foi preparada com concentragdes variando
entre 0 a 10 uL. Em seguida, 50 uL dos pontos de curva das solu¢des-padrdo ou das amostras
foram plaqueadas em duplicatas, com a adi¢ao de 50 uL da solucdo do reagente / HRP para
iniciar a reacdo. Por fim, a placa (Nunclon Surface, Thermo Fisher Scientific, Vantaa,
Finlandia) foi incubada em temperatura ambiente, durante 120 minutos, protegida da luz e, na
sequéncia, realizou-se a leitura em comprimentos de onda de 530 e 590 nm (DA FONSECA

et al., 2014).
3.6.4 Avaliagdo histologica no tecido adiposo epididimal

As técnicas de processamento e coloracdo foram realizadas no Laboratério de
histologia (ICBS — UFAL), de acordo com procedimentos previamente descritos (NUNES-
SOUZA et al., 2016). Para isso, pequenos fragmentos de tecido adiposo epididimal foram
fixados em 4% de formalina tamponada 10%, até 16 horas. Na sequéncia, colocadas em
parafina e seccionadas no padrdo de 10 um. Posteriormente, procedeu-se a coloragdo com
Hematoxilina e Eosina (HE), para determina¢do do didmetro do adipocito. As sec¢des foram
observadas no microscopio optico de luz (Olympus BXS51 attached DP70 Digital Camera
System (Téquio, Japdo) com aumento final de 20x (50um). As fotomicrografias foram

retiradas e analisadas de cada animal. O didmetro do adipdcito foi quantificado usando o
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“software” “Imagel]” image processing software (NIH, Bethesda, MD, USA) (COLLINS,

2007). Os resultados foram apresentados em imagens representativas por grupo de animal.
3.6.5 Extracao lipidica hepatica

A extragdo lipidica hepdtica foi realizada pela técnica descrita anteriormente (FOLCH;
LEES; SLOANE STANLEY, 1957) que se baseia na separacdo dos lipidios totais hepaticos
pela utilizag@o de solventes com diferentes polaridades. Para isso, aproximadamente 100 mg
de tecido hepatico foi triturado em solugdo de cloroférmio:metanol (CHCIz:MeOH; proporgao
2:1), centrifugado, apos a adicdo de 400 pL. de MeOH, a 3000 rpm, por 10 minutos, € o
sobrenadante reservado em tubo previamente pesado. Neste, por sua vez, foram acrescentados
800 nL de CHCI3 e 640 pL de cloreto de sodio (NaCl 0,73%) e, novamente, foi realizada uma
centrifugacdo nas condi¢des descritas, sendo a fase inferior lavada por trés vezes com 600 uL
de solucdo de Folch, composta por 3% de CHCls, 48% de MeOH, 47% de agua destilada e
2% de NaCl a 0,29%. Os tubos foram mantidos em estufa 37°C, “overnight”, para obten¢ao
dos extratos lipidicos. Estes foram quantificados gravimetricamente em balanga analitica e
normalizados pelo peso tecidual hepatico total. Os extratos lipidicos obtidos foram
ressuspensos € homogeneizados em 500 pL de isopropanol até¢ obten¢do de uma suspensao, a
qual foi utilizada para a mensuracdo de triglicerideos, colesterol e NEFA, seguindo a

metodologia descrita anteriormente no item 3.6.2.

3.6.6 Avaliacdo da expressdo génica de proteinas glicoliticas e gliconeogénicas no tecido

hepatico

Com o intuito de se avaliar os genes relacionados as vias gliconeogénicas/glicoliticas,
investigou-se a expressdo génica de proteinas hepdticas (tabela 1), através da reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
Assim, o RNA total foi isolado a partir do tecido hepatico usando Trizol® (Reagente Trizol®,
Darmstadt, Alemanha) e quantificado na absorbancia de 260nm. O valor da relagdo
260/280nm para cada amostra ficou dentro das exigéncias vigentes para a biologia molecular,
ou seja, em torno de 1,8. Em seguida foi realizada a transcri¢cdo reversa do cDNA a partir de 1
png de RNA extraido (Reverse Transcriptase — Invitrogen®) e, na sequéncia, amplificado
usando o GoTaq qPCR Master MIx (Promega®; Mannheim, Alemanha) por reacdo em cadeia
da polimerase quantitativa em tempo real (Real time qPCR) (ABI1267900HT Real-Time PCR
System-Applied Biosystems, Darmstadt, Alemanha). O RNA total foi quantificado como um
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valor relativo em comparacdo com uma referéncia interna, o gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). Os valores quantitativos para a expressdo do RNA foram obtidos

pelo pardmetro 2"24¢, A tabela 1 mostra a sequéncia dos “primers” utilizados.

Tabela 1 — Sequéncia de “primers” utilizados para o PCR quantitativo em tempo real
(amplicons entre 100 - 150 pb).

“Primers” Sequéncia “Forward” e “Reverse” (5’ — 3’)
F: GTTGAGGATGGTGTCCACGTAC
Ap2'
R: GTATGCCATGTGTGACCGGAG
CD362 F: CATGTAGGAAATGTGGAAGCGA
R: TCTTCCAGCCAATGCCTTTG
F: CCATCACCATCTTCCAGGAG
GAPDH?
R: GTGGTTCACACCCATCACAA
F: GACTGTGGGCATCAATCTCC
G6Pase*
R: ACAGGTGACAGGGAACTGCT
F: GGATGCAGAAGGAGATGGAC
GCK?®
R: GCATCACCCTGAAGTTGGTT
PCK16 F: CCGTCTGGCTAAGGAGGAA
R: GGGCATCAAACTTCATCCAG
PCK27 F: GGCTGGAAAGTGGAGTGTGT
R: AGTACACACCGCCATCACTG
RI® F: CCACCAATACGTCATTCACAAC
R: GGGCAGATGTCACAGAATCAA

1- Ap2: proteina do adipdcito 2; 2- CD36: translocase de acidos graxos; 3- GAPDH: Gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase; 4- G6Pase: Glicose 6-fosfatase; 5- GCK: glicoquinase; 6- PCK1 e 7- PCK2:
fosfoenolpiruvato carboxiquinase 1 e 2; 8- RI: receptor para insulina.

Fonte: Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.
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3.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + EPM, nas andlises que consideram duas
variaveis, utilizou-se ANOVA duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni e para as analises
considerando apenas uma variavel, utilizou-se a ANOVA uma via. Foram considerados
estatisticamente significativos os valores de p< 0,05. Para tabulagdo e analise estatistica dos
resultados foram utilizados os programas Excel® (Microsoft, Santa Barbara, CA, USA) e

Graph Pad Prism® 5.0 (San Diego, CA, USA).
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4 RESULTADOS
4.1  Peso Corporal ao longo do tratamento e peso corporal final

Ap0s a terceira semana de inducdo, observou-se um aumento significativo (p<0,001)
no peso dos camundongos alimentados com dieta HF, comparados ao grupo CT (Figura 7A).
Interessantemente, observa-se na mesma figura, que a administragdo do ATZ na dieta
diminuiu significativamente o peso corporal em todos os grupos submetidos a intervencao
com este inibidor da catalase comparados ao HF, e isso se manteve até o final do tratamento.
Estes dados demonstram a efetividade deste agente em todas as doses administradas (ATZ12s,
ATZss0, ATZs00, p<0,001). Somados a esses achados, salienta-se que o peso corporal final
permaneceu aumentado no grupo HF comparado ao CT (p<0,001, Figura 7B), o que
demonstra efetividade da dieta ao longo da série experimental. Além disso, observa-se
também, na mesma figura, que todos os grupos tratados mantiveram a redugdo obtida no peso,
ao final do tratamento, comparados ao grupo HF (p<0,001), exibindo pesos finais semelhantes
aos do CT. Este fato caracteriza a efetividade do ATZ na diminuicdo e, principalmente, na

manuten¢do do novo peso.

Figura 7 - Efeitos induzidos pelo ATZ no peso corporal ao longo do tratamento e peso corporal
final de animais com SMet
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A: Acompanhamento de peso corporal (g) dos grupos experimentais (CT, HF e HF+ATZdieta) durante 20
semanas, desde o periodo de exposicdo dietética a intervengdo com ATZ. B: Peso corporal (g) dos animais ao
final do tratamento experimental. O grafico ponto a ponto representa a média £ EPM, ANOVA (duas vias) com
pos-teste de Bonferroni; os graficos em barras representam a média + EPM, ANOVA (uma via); * p <0,05; ** P
<0,01; *** P <0,001. n=5-6. Legenda: CT — grupo controle alimentado com dieta “chow” — ragdo Nuvilab®; HF
— grupo com sindrome metabdlica induzida por dieta com alto teor de gordura; ATZdoses — grupo com sindrome
metabolica induzida por dieta com alto teor de gordura e tratado com ATZ a partir da 8§ semana.

Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.
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4.2 Peso relativo tecidual

No que corresponde a distribui¢do de gordura corporal, a dieta HF proporcionou
aumento significativo no tecido adiposo epididimal, perirenal e mesentérico (Figuras 8 A, B e
C, respectivamente), no grupo HF comparado ao CT (p<0,001), ao passo que o uso do ATZ
foi efetivo na diminuicdo desses parametros, em todas as doses estudadas, quando
comparadas ao grupo HF (p<0,001), observando-se medidas semelhantes ao CT (Figuras 8 A,

BeC).

Figura 8 - Efeitos induzidos pelo ATZ no peso relativo tecidual de animais com SMet.
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A: Peso relativo (%) de tecido adiposo epididimal. B: Peso relativo (%) de tecido adiposo perirenal. C: Peso
relativo (%) de tecido adiposo mesentérico. Os graficos em barras representam a média + EPM, ANOVA (uma
via); * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001. n=5-6. Legenda: CT — grupo controle alimentado com dieta “chow” —
ragdo Nuvilab®; HF — grupo com sindrome metaboélica induzida por dieta com alto teor de gordura; ATZdoses —
grupo com sindrome metabolica induzida por dieta com alto teor de gordura e tratado com ATZ a partir da &8
semana.

Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.
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4.3 indice de adiposidade visceral e peso relativo do tecido adiposo marrom

O indice de adiposidade aumentou significativamente no grupo HF comparado ao
controle (p<0,001), e o tratamento com o ATZ foi efetivo em promover diminui¢do deste
parametro, em todas as doses utilizadas (p<0,001, Figura 9A).

Por outro lado, ndo ocorreram mudangas significativas no peso relativo do tecido
adiposo marrom entre os grupos estudados, ressaltando-se que este se manteve semelhante ao

CT, mesmo apo6s a dieta HF (Figura 9B).

Figura 9 - indice de adiposidade visceral e tecido adiposo marrom
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A: Index (%) de tecido adiposo branco. B: Peso relativo (%) de tecido adiposo marrom. Os graficos em barras
representam a média + EPM, ANOVA (uma via); * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001. n=5-6. Legenda: CT —
grupo controle alimentado com dieta “chow” — ragdo Nuvilab®; HF — grupo com sindrome metabélica induzida
por dieta com alto teor de gordura; ATZdoses — grupo com sindrome metabdlica induzida por dieta com alto teor
de gordura e tratado com ATZ a partir da 8§ semana.

Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.

4.4  Niveis de leptina no plasma

A concentracdo de leptina plasmatica aumentou significativamente no grupo HF
(p<0,001), em aproximadamente 8 vezes comparado ao grupo controle (Figura 10),
suscitando uma possivel resisténcia a leptina ligada a obesidade. Interessantemente, o
tratamento com o ATZ na dose de 500 mg.Kg™! foi efetivo em restaurar os niveis basais desse
horménio peptidico (p<0,001) a valores proximos ao grupo controle, corroborando a
efetividade desse composto na redugdo geral de gordura corporal (Figuras 8 A-C e 9A), uma

vez que os niveis de leptina estdo diretamente ligados a quantidade de tecido adiposo.
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Figura 10 - Efeito induzido pelo ATZ sobre a expressiao proteica plasmatica de leptina em
animais com SMet

e L B 3 cT
© k*kk
= 525 Bl HF
] .5 -
E ‘:\ - AIZ 3'}'] mg.Kg"
Q_ 1
|
2 E 350
o
g £
° 17.54
@
|
0.0

Expressdo proteica plasmatica (ng.mL") de leptina dos grupos experimentais ao final do tratamento. Os valores
sdo expressos como média £+ EPM. ANOVA (uma via), *** P <0,001. n=5-6. Legenda: CT — grupo controle
alimentado com dieta “chow” — racdo Nuvilab®; HF — grupo com sindrome metabodlica induzida por dieta com
alto teor de gordura; ATZdoses — grupo com sindrome metabolica induzida por dieta com alto teor de gordura e
tratado com ATZ a partir da 8 semana.
Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.

4.5  Perfil lipidico plasmatico

Com a ingestdo diaria da dieta HF, outras mudangas incrementais fenotipicas para a
SMet surgiram. Observa-se um aumento significativo do colesterol total plasmatico (Figura
11A) no grupo HF comparado ao CT (p<0,001). O tempo de indugdo da SMet e a manutengao
da dieta HF nao foram suficientes para se observar alteracdes significativas de triglicerideos
plasmaticos (Figura 11B) e NEFAs plasmaticos (Figura 11C), grupo HF vs CT. Ainda assim,
o uso do ATZ foi efetivo em reduzir, de forma significativa, todos esses parametros:
colesterol total (ATZi2s, 250, p<0,01; ATZseo, p<0,001), triglicerideos (ATZi2s, 250, 500,
p<0,001) e NEFAs plasmaticos (ATZi2s, 250, 500, p<0,01), (Figuras 11A — C), quando

comparados ao grupo HF.
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Figura 11 - Efeito induzido pelo ATZ sobre o perfil lipidico plasméatico de animais com SMet.
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A: Concentragdo de colesterol total no plasma (mg.dL-1). B: Concentragdo de triglicerideos no plasma (mg.dL-
1). C: Concentragdo de acidos graxos ndo esterificados — NEFA no plasma (mmol/L). Todas as avali¢des foram
realizadas ao final do tratamento experimental. Os valores sdo expressos como média £ EPM. ANOVA (uma
via); ** P <0,01; *** P <0,001. n=5-6. Legenda: CT — grupo controle alimentado com dieta “chow” — racao
Nuvilab®; HF — grupo com sindrome metabélica induzida por dieta com alto teor de gordura; ATZdoses — grupo
com sindrome metaboélica induzida por dieta com alto teor de gordura e tratado com ATZ a partir da 8 semana.
Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.

4.6  Lipdlise in vivo e in vitro

Os efeitos centrais € 0 mecanismo de a¢do induzidos pelo ATZ na melhora do perfil
lipidico necessitam ser observados e comparados in vivo e in vitro, em busca de respostas in
loco que registrem em tempo real qualquer alteracao existente. Durante a avaliagdo da lip6lise
in vivo, a administracdo de agonista 3-adrenérgico ao grupo tratado com ATZ (dose de
500mg), promoveu liberagio de NEFA em propor¢do semelhante ao grupo CT, sendo
significativamente maior quando comparado ao grupo HF (p<0,001, Figura 12A). O que
suscita uma acdo permissiva do ATZ a via 3-adrenérgica. O mesmo nao ocorreu na lipolise
in vitro, em que, a quantidade de NEFAs liberados do tecido adiposo isolado de camundongos
controle, por estimulacdo do agonista lipolitico, foi semelhante no tecido incubado
separadamente com PBS, H,0,, ATZ e CAT, ressaltando-se que todos apresentaram libera¢ao

crescente ao longo do tempo de estimulacao (Figura 12B).
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Figura 12 - Efeito induzido pelo ATZ sobre a lipélise in vivo e in vitro, em animais com SMet.
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A: Liberagdo de acidos graxos livres durante a lipdlise in vivo (mmol/L.Index de adiposidade™). B: Liberagdo de
acidos graxos livres durante a lipdlise in vitro (mmol.L-1). O grafico ponto a ponto representa a média £ EPM,
ANOVA (duas vias) com pos-teste de Bonferroni. O grafico em barras representa a média = EPM, ANOVA
(uma via); * p <0,05; *** P <0,001. n=5-6. Legenda: CT — grupo controle alimentado com dieta “chow” — racdo
Nuvilab®; HF — grupo com sindrome metabélica induzida por dieta com alto teor de gordura; ATZdoses — grupo
com sindrome metaboélica induzida por dieta com alto teor de gordura e tratado com ATZ a partir da 8 semana.
Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.

4.7  Avaliacao histologica

Somam-se a esses achados, a avaliacdo histoldgica dos adipocitos através de
fotomicrografias (cortes de 100 pm), realizadas no tecido adiposo epididimal, que permitem
melhor identificar os efeitos teciduais do ATZ. Na comparagdo do corte histologico do CT
(Figura 13A) com o HF (Figura 13B), observaram-se nestes, grandes acimulos de
triglicerideos, evidenciados pela presenca de células com maior diametro (CT vs HF, p<0,05).
O uso do ATZ (500mg) proporcionou reducdo significativa do tamanho dos adipdcitos,
comparados ao grupo HF (p<0,001), mostrando-se efetivo na readaptagdo celular (Figura
13C). Estes achados podem ser melhor observados a partir da indicagdo das setas que
apontam varios nucleos dispersos sem membrana celular (seta 1); membrana celular mais fina

(seta 2) e adipdcito com um menor acimulo de triglicerideos (ATZso0 vs HF, Figura 13C).
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Estes achados sdo confirmados na Figura 13D que mostra, em micrémetros (um), as

diferengas no diametro celular (HF > CT, p<0,05; ATZs00 < HF, p<0,001).

Figura 13 - Efeito induzido pelo ATZ sobre o diAmetro dos adipécitos e aspectos histologicos do
tecido adiposo, em animais com SMet.
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A, B e C: Fotomicrografias (100 um) de corte histoloégico do tecido adiposo epididimal mostrando adipdcitos
corados com hematoxilina-eosina (HE); a seta em (D) aponta adipdcitos com actimulos de triglicerideos (maior
diametro celular) no grupo HF, comparados ao grupo controle (C); as setas em (E): apontam varios nucleos
dispersos sem membrana celular (seta 1); membrana celular mais fina (seta 2); adipdcito com um menor
acumulo de triglicerideos (vs grupo HF), confirmado pelo menor didmetro da célula. D: didmetro dos adipdcitos
do tecido adiposo branco (um) apds o tratamento experimental, na dose de 500 mg.kg!. O grafico ponto a ponto
representa a média + EPM, ANOVA (duas vias) com pos-teste de Bonferroni. O grafico em barras representa a
média £ EPM, ANOVA (uma via); * p <0,05; *** P <0,001. n=5-6. Legenda: CT — grupo controle alimentado
com dieta “chow” — ragdo Nuvilab®; HF — grupo com sindrome metabdlica induzida por dieta com alto teor de
gordura; ATZdoses — grupo com sindrome metabdlica induzida por dieta com alto teor de gordura e tratado com
ATZ a partir da 8 semana.

Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.

4.8  Equilibrio redox no tecido adiposo epididimal

Uma vez que o efeito do ATZ foi bem eficaz em diminuir o acimulo de gordura em
diversos tecidos adiposos, como o perirenal, mesentérico e edipidimal, tornou-se interessante
avaliar o equilibrio redox no TAB, elegendo-se para tanto, este ultimo.

A avaliagdo do equilibrio REDOX no tecido adiposo epididimal permite observar o

status oxidativo final apés o set experimental, destacando-se quatro marcadores importantes:
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as enzimas SOD e CAT, assim como, os niveis de TBARS e H,O,. A atividade da SOD foi
semelhante entre os grupos, o que evidencia que mesmo apés todo o periodo de ingestdo de
dieta hipercalorica, a atividade desta enzima ndo foi modificada (Figura 14A).
Semelhantemente, ndo foram observadas diferencas na atividade da CAT entre os grupos HF
e CT, porém, o ATZ ofertado na dose de 500mg promoveu reducao significativa da atividade
dessa enzima quando comparado ao grupo CT (P<0,05; Figura 14B). Observou-se uma
diminui¢do significativa dos niveis de H202 no grupo HF (Figura 14C), sem modificagdes
com o uso do ATZ em comparag@o aos demais grupos.

Além das enzimas antioxidantes, a mensuragdo do TBARS faz-se importante, visto ser
um marcador de peroxidacdo lipidica, e, portanto, uma excelente estratégia no tocante a
avalia¢do do equilibrio REDOX. Nesse sentido, observou-se que o ATZ, na dose de 500mg,
promoveu diminui¢cdo dos niveis de TBARS comparado ao CT (P<0,05), apesar de ndo ter

ocorrido diferenga estatistica entre o CT e HF (Figura 14D).

Figura 14 - Efeito induzido pelo ATZ sobre o equilibrio REDOX no tecido adiposo epididimal de
animais com SMet
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A: Atividade total da superdxido dismutase (SOD) (Ul/proteina,mg.dL-1) no tecido adiposo epididimal. B:
Atividade total da catalase (CAT) (Ul/proteina,mg.dL-1) no tecido adiposo epididimal. C: Niveis de peroxido de
hidrogénio no tecido adiposo epididimal (umol.L!' /protein, mg.mL-1). D: Peroxidagdo lipidica no tecido
adiposo epididimal (nmol.L"'/protein, mg.mL™") pela quantificagio de Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARS). Todas as avali¢cdes foram realizadas ao final do tratamento experimental. Os valores
sdo expressos como média = EPM. ANOVA (uma via); *P<0,05. n=5-6. Legenda: CT — grupo controle
alimentado com dieta “chow” — ragdo Nuvilab®; HF — grupo com sindrome metabdlica induzida por dieta com
alto teor de gordura; ATZdoses — grupo com sindrome metabolica induzida por dieta com alto teor de gordura e
tratado com ATZ a partir da 8 semana.

Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.
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4.9 Perfil Glicémico

Na avaliagdo da glicemia de jejum (Figura 15A), observa-se que ndo ocorreu
variagdo entre os grupos até meados do quarto més de dieta (14 semanas). Nesse periodo, trés
grupos experimentais ja haviam comegado o tratamento com ATZ h4 6 semanas. No final do
quarto més de interven¢do (16 semanas), os grupos tratados apresentaram diminui¢ao
significativa da glicemia comparados ao grupo HF (ATZi2s, 250, 500 vs HF p<0,001). O grupo
HF manteve a glicemia elevada até o final do set experimental. Os resultados demonstram
que, independente da dose, o ATZ preveniu, apds um periodo de 8 semanas nesse set
experimental, o aumento da glicemia de jejum induzido por dieta HF.

No teste de tolerancia a glicose (Figuras 15B), todos os grupos apresentaram picos
glicémicos, decorrentes da infusdo de glicose. Ap6s os 30 minutos iniciais, conforme
esperado, o grupo CT apresentou decaimento da curva glicémica, de forma significativamente
maior em relagdo ao HF (CT vs HF, p<0,001) e assim se manteve até o final do teste, aos 120
minutos. O mesmo ocorreu com o grupo ATZsoo, 0 qual iniciou o decaimento aos 30’ (ATZsoo
vs HF, p<0,01), afastando-se ainda mais do HF aos 60°, 90’ ¢ 120’ minutos (ATZsoo vs HF,
p<0,001). O grupo ATZ»s0 apresentou redugdo significativa a partir dos 60’ (ATZ2s0 vs HF,
p<0,05), aumentando o decaimento aos 90 e 120 minutos finais (ATZ2s0 vs HF, p<0,001). O
grupo com a menor dose de ATZ (125 mg) apresentou decaimento significativo apenas aos
120 minutos (ATZ125 vs HF, p<0,01).

Na avaliagdo da area sob a curva do TTG (Figura 15C), o grupo HF apresentou
aumento significativo comparado ao CT (p<0,001) e os grupos ATZ»s50 (p<0,05) ¢ ATZs00
(p<0,01) uma diminuicdo significativa comparados ao HF. O teste de tolerdncia a glicose

corrobora a efetividade do ATZ na melhora do perfil glicémico, nas doses de 500 e 250 mg.
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Figura 15 - Efeito induzido pelo ATZ sobre o perfil glicémico em animais com SMet
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A: Acompanhamento da glicemia de jejum (mg.dL"') durante todo o intervalo experimental. B: Niveis
glicémicos durante o teste de tolerancia a glicose, ao final do tratamento experimental (mg.dL"). C: Area sob a
curva do teste tolerancia a glicose ao final do tratamento experimental. O grafico ponto a ponto representa a
média =+ EPM, ANOVA (duas vias) com pos-teste de Bonferroni; os graficos em barras representam a média +
EPM, ANOVA (uma via); * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001. n=5-6. Legenda: CT — grupo controle
alimentado com dieta “chow” — ragdo Nuvilab®; HF — grupo com sindrome metabdlica induzida por dieta com
alto teor de gordura; ATZdoses — grupo com sindrome metabolica induzida por dieta com alto teor de gordura e
tratado com ATZ a partir da 8" semana.

Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.

4.10 Perfil insulinémico

Na sequéncia experimental, fez-se necessario avaliar a insulina, sua responsividade na
manuten¢do da glicemia e a relacdo do perfil glicémico e lipidico. No que corresponde ao
teste de resisténcia a insulina (Figura 16A), foi observado que logo nos primeiros 15 minutos
do teste, o grupo CT respondeu a infusdo do hormonio, apresentando decaimento glicEémico
satisfatorio (CT vs HF, p<0,001) que se manteve até o final do teste. O grupo ATZ»s0, neste
mesmo intervalo, apresentou diminui¢@o significativa a partir de 30 minutos (ATZ2s0 vs HF,
p<0,05) e isso se manteve durante todo os outros intervalos do teste. Nao foram observadas
mudangas estatisticamente significativas para as demais doses. O grupo HF ndo apresentou
decaimento da curva glicémica durante o periodo de avaliagdo do teste, mantendo-se

significativamente maior que o CT (<0,001). Na avaliacdo da area sob a curva do TRI (Figura
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16B), o grupo HF apresentou um aumento significativo comparado ao CT (p<0,001) e apenas
o grupo ATZ»s0 (p<0,01) apresentou diminuigdo significativa quando comparado ao HF.

A avali¢do do TyG (Figura 16C) demonstra aumento significativo no grupo HF,
comparado ao CT (p<0,01), o que corrobora com a intolerancia a glicose (Figura 15B) e a
resisténcia a insulina (Figura 16A) apresentadas pelo grupo HF. Ademais, o uso do ATZ, nas
trés doses utilizadas no presente estudo, mostrou-se efetivo em promover a diminui¢do desse
parametro

A concentra¢do plasmatica de insulina (Figura 16D) aumentou significativamente no
grupo HF comparado ao CT (p<0,001) e, apos tratamento com ATZ na dose de 500mg, esta
foi reduzida a niveis semelhantes ao controle (ATZsoo vs HF, p<0,01). Apesar do grupo
ATZs00 ndo ter se mostrado responsivo no decaimento da glicemia durante o TRI, mostrou-se
eficaz na reducdo dos niveis plasmaticos de insulina, o que provavelmente esta associado a
maior eficiéncia na captagdo da glicose, conforme demonstrado no TTG, em que a dose de
500mg de ATZ mostrou ser uma das mais efetivas.

O ATZ se mostrou eficaz em aumentar a sensibilidade a insulina na dose

intermediaria.
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Figura 16 - Efeito induzido pelo ATZ sobre o perfil insulinémico de animais com SMet

A % HF vs CT B OCcT
% ATZ 125 vs HF MHF .
* ATZ 250 vs IITF BWATZ 125mg.Kg

1
* ATZ 500vs HF 4,y BATZ 250 mg.Kg

_ A
e 200 WATZ 500 mg.Kg
- 25000+
160+
-c' *k% **
o)) 200004
£ 120 —
© - & 15000
— 80 o
g * % kx| * * 0 10000
o 40+ <
—_ 5000+
o 0-
I 1 1 1 1 1 1 1 1 c
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Tempo (minutos)
C *k%* D
10- ok k 0.5+ . E—
*% **k%* © ki
8 £ 0.4
g 6 8~
] o 0.3
-
s 2 E
£ 1 © O 0.2
£ £
24 7] 0.1
£
0 0.0

A: Niveis glicémicos durante o teste de resisténcia a insulina (mg.dL-1), ao final do tratamento experimental. B:
Area sob a curva do teste de resisténcia a insulina, ao final do tratamento experimental. C: Representa o indice
triglicerideos-glicose (TyG index). D: Niveis de insulina no plasma (ng/mL). O grafico ponto a ponto representa
a média + EPM, ANOVA (duas vias) com pos-teste de Bonferroni; os graficos em barras representam a média +
EPM, ANOVA (uma via); * p <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001. n=5-6. Legenda: CT — grupo controle
alimentado com dieta “chow” — ragdo Nuvilab®; HFD — grupo com sindrome metabélica induzida por dieta com
alto teor de gordura; ATZdoses — grupo com sindrome metabolica induzida por dieta com alto teor de gordura e
tratado com ATZ a partir da 8 semana.

Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.

4.11 Perfil lipidico hepatico

Associado a avaliagdo do perfil lipidico plasmatico, fez-se importante observar
também, o perfil lipidico hepatico, no que corresponde: ao peso relativo tecidual do figado, os
niveis de NEFA, lipidios totais, colesterol total e triglicerideos hepaticos. Em se tratando do
peso relativo hepdtico, ndo foram observadas diferengas estatisticas significativas entre os
grupos HF e CT (Figura 17A). Porém, o uso do ATZ na dose de 250mg promoveu aumento
desse parametro, comparado ao grupo HF (p<0,05). Interessantemente, os niveis de NEFA,

lipidios totais, colesterol total e triglicerideos hepaticos (Figuras 17B - E) se mostraram
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significativamente aumentados no grupo HF, comparados ao CT (p<0,001) e seguiram o
mesmo padrdo decrementar, em todos os grupos tratados com ATZ, comparados ao HF
(p<0,001). A partir dos resultados apresentados, suscita-se que o ATZ, independente da dose,
promoveu diminui¢do do fluxo de lipidios entre o plasma e o figado, sem existir aparente

prejuizos funcionais, conforme demonstrado pelo perfil glicEémico e TyG, outrora avaliados.

Figura 17 - Efeito induzido pelo ATZ sobre o perfil lipidico hepatico de animais com SMet
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A: Peso relativo (%) do tecido hepatico, ao final do tratamento experimental. B: Niveis de acidos graxos ndo
esterificados - NEFA (mmol/L). C: Lipidios totais hepaticos (g/g de figado). D: Niveis de colesterol hepatico
(mg/dL). E: Niveis de triglicerideos hepatico (mg/dL). Todas as avalicdes foram realizadas ao final do
tratamento experimental. Os valores sdo expressos como média =+ EPM. ANOVA (uma via); * P <0,05; *** P
<0,001. n=5-6. Legenda: CT — grupo controle alimentado com dieta “chow” — ragdo Nuvilab®; HF — grupo com
sindrome metabdlica induzida por dieta com alto teor de gordura; ATZdoses — grupo com sindrome metabodlica
induzida por dieta com alto teor de gordura e tratado com ATZ a partir da 8 semana.

Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.
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4.12 Gliconeogénese induzida pelo aumento do piruvato

A figura 18A mostra o acompanhamemto da curva glicémica apds a infusdo do
piruvato, uma via alternativa para a formac¢ao da glicose (gliconeogénese). Foi observado, um
aumento significativo da glicemia no grupo HF em relagdo ao controle (p<0,001) que se
manteve durante todo o teste, sem apresentar decaimento.

Os grupos tratados com ATZ apresentaram diminui¢do da curva glicémica ja nos
primeiros 15 minutos do teste: (ATZi25 vs HF, p<0,01; ATZ250,500 vs HF, p<0,001), aos 30’:
(ATZ250 vs HF, p<0,05) e aos 120’ finais: (ATZ125 vs HF, p<0,001; ATZ>s0 vs HF, p<0,001;
ATZs00 vs HF, p<0,05), retornando a linha de base, de forma semelhante ao grupo controle
(Figura 18A).

Na avaliacdo da area sob a curva da gliconeogénese (Figura 18B), observa-se que o
grupo HF apresenta um aumento significativo comparado ao CT (p<0,001). O mesmo ocorreu

com o grupo ATZ12s (p<0,05).

Figura 18 - Efeito induzido pelo ATZ sobre a gliconeogénese em animais com SMet
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A: Niveis glicémicos durante o teste do piruvato (gliconeogénese) (mg.dL-1), ao final do tratamento
experimental. B: area sob a curva da gliconeogénese, ao final do tratamento experimental. O grafico ponto a
ponto representa a média =+ EPM, ANOVA (duas vias) com pos-teste de Bonferroni; O grafico de barra
representa a média £ EPM. ANOVA (uma via); * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001. n=5-6. Legenda: CT —
grupo controle alimentado com dieta “chow” — ragdo Nuvilab®; HF — grupo com sindrome metabélica induzida
por dieta com alto teor de gordura; ATZdoses — grupo com sindrome metabdlica induzida por dieta com alto teor
de gordura e tratado com ATZ a partir da 8 semana.

Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.
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4.13 Expressao génica em vias metabolicas glicémicas no tecido hepatico

No intuito de analisar a dindmica funcional hepatica no controle do fluxo glicémico e
lipidico, fez-se importante avaliar a expressdo gé€nica das principais proteinas/enzimas
relacionadas as vias gliconeogénicas, glicoliticas e lipidica.

Dessa forma, além do teste de gliconeogénese, a expressdo génica de trés proteinas
envolvidas nesta via foi determinada. A expressdo para a PcK1 (citosolica), ndo apresentou
diferengas significativas entre os grupos estudados (Figura 19A), mostrando-se aparentemente
em niveis normais. Por outro lado, sua andloga, a PcK2 (mitocondrial), mostrou-se
significativamente reduzida (Figura 19B) no grupo HF, comparada ao CT (p<0,001), o que
indica menor utilizagdo dessa via para a formagao de glicose. O ATZ, na dose de 500mg,
aumentou significativamente a expressdo de PcK2 (Figura 19B), comparado ao grupo HF
(p<0,01). Nao houve diferenca significativa na expressdao génica de G6Pase (Figura 19C)
entre os grupos HF e CT. Contudo, o tratamento com ATZso promoveu redugdo nesta
expressao, comparado ao grupo HF (p<0,05).

Na via glicolitica, observou-se a expressdo da enzima GCK (Figura 19D), a qual se
apresentou diminuida no grupo HF, comparada ao controle (p<<0,001) e ndo houve alteragdes
estatisticamente significativas com o uso do ATZsoo.

A expressdo proteica para o receptor para a insulina também foi avaliada, mostrando-
se semelhante entre os grupos HF e CT. O uso do ATZsoo predispds reducdo significativa
comparado ao HF (p<0,05), (Figura 19E).

Os dados sugerem que o uso do ATZ pode contra regular a expressao gé€nica de
receptores insulinicos e da G6Pase, enzima evolvida no processo final de liberacdo da glicose
para o sangue, em condi¢do de alta ingestdo caldrica. O que pode ser corroborado pela
melhora na agdo periférica da insulina, diminuicdo da glicemia de jejum e aumento da

sensibilidade aos TRI e TTG, outrora apresentados.
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Figura 19 - Efeito induzido pelo ATZ sobre a expressio génica em vias metabolicas glicémicas
no tecido hepatico de animais com SMet.
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A: Expressdo génica relativa de PCK1 no figado. B: Expressdo génica relativa de PCK2 no figado. C: Expresséo
génica relativa de glicose-6-fosfatase no figado. D: Expressdo génica relativa de glicoquinase no figado. E:
Expressdo génica relativa do receptor para a insulina no figado. Todas as avali¢des foram realizadas ao final do
tratamento experimental. Os graficos representam a média £ EPM. ANOVA (uma via); * P <0,05; ** P <0,01;
*k% P <(,001. n=5-6. Legenda: CT — grupo controle alimentado com dieta “chow” — ragdo Nuvilab®; HF —
grupo com sindrome metabolica induzida por dieta com alto teor de gordura; ATZdoses — grupo com sindrome
metabolica induzida por dieta com alto teor de gordura e tratado com ATZ a partir da 8 semana.

Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.

4.14 Expressao génica em vias metabolicas lipidicas no tecido hepatico

Em se tratando da via lipidica, avaliaram-se duas proteinas transportadoras, CD36 ¢
aP2, ambas necessarias ao transporte de lipidios ao figado.

A expressdao génica de CD36 se mostrou semelhante entre os grupos HF e CT.
Contudo, a oferta de ATZ em 500mg aumentou significativamente essa expressao (ATZsoo vs
HF ou CT, p<0,001) (Figura 20A). Associado a isso, o grupo HF apresentou aumento da
expressdo de aP2, comparado ao controle (p<0,01) e o tratamento com 500mg de ATZ

auxiliou nesse aumento (p<0,001) (Figura 20B).
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Figura 20 - Efeito induzido pelo ATZ sobre a expressao génica em vias metabdlicas lipidicas no
tecido hepatico de animais com SMet
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A: Expressdo génica relativa de CD36 no figado. B: Expressdo génica relativa de ap2 no figado. Todas as
avali¢cdes foram realizadas ao final do tratamento experimental. Os graficos de barras representam a média +
EPM. ANOVA (uma via); * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001. n=5-6. Legenda: CT — grupo controle
alimentado com dieta “chow” — ra¢do Nuvilab®; HF — grupo com sindrome metabdlica induzida por dieta com
alto teor de gordura; ATZdoses — grupo com sindrome metabolica induzida por dieta com alto teor de gordura e
tratado com ATZ a partir da 8 semana.

Fonte: Autor, 2016 - Dados da pesquisa.



67

5 DISCUSSAO

Os resultados demonstram, pela primeira vez, que o tratamento (em 3 diferentes doses,
125mg, 250mg e 500mg) com o ATZ, um inibidor irreversivel da atividade da CAT, diminuiu
a obesidade induzida por dieta HF em camundongos com SMet, promovendo a redugdo do
peso corporal, menor deposi¢cdo de gordura visceral, e também melhora do perfil glicémico,
da dislipidemia e controle do estresse oxidativo. O que faz despontar este classico inibidor,
como um potente indutor lipolitico, apresentando efeitos terapéuticos antiobesidade.

Ressalta-se, no presente estudo, que a obesidade e o perfil fenotipico da SMet foram
induzidos por dieta, mimetizando a doenga que ocorre em humanos, resultando em
dislipidemia, hiperleptinemia, resisténcia a insulina e alteracdes glicémicas
(YIANNIKOURIS et al., 2012). Conforme descrito nos resultados, ao final da intervencao
experimental, os animais HF sem tratamento, permaneceram com o peso significativamente
maior comparado ao grupo controle, salientando-se a efetividade da dieta ofertada. Além
disso, os animais tratados com ATZ, nas trés doses utilizadas, mantiveram a reducao obtida
no peso, de forma significativa, até o final do experimento. Isso demonstra que o peso
corporal, visto como um dos principais fatores de risco para o aparecimento da obesidade,
SMet e outros agravos associados, foi responsivo a todas as doses de ATZ ofertadas na dieta,
promovendo-se reducdo significativa na distribuicdo de gordura tecidual (Figuras 7, 8 ¢ 9).

Nesse contexto, um dos hormonios mais importantes no controle do armazenamento
metabolico ¢ a leptina (TARTAGLIA et al., 1995). Esta possui um papel-chave na regulacao
da ingestdo calorica e do gasto energético, sendo diretamente correlacionada com a massa de
tecido adiposo, principalmente, o TAB (FREDERICH et al., 1995; MAFFEI et al., 1995).

Interessantemente, o tratamento com ATZ (500mg.Kg™!) promoveu diminui¢do dos
niveis desse hormonio peptidico (Figura 10), a valores semelhantes aos do grupo controle; o
que sugere que estas melhoras estejam principalmente associadas a efetividade do ATZ na
reducdo geral de gordura corporal e, consequentemente, do peso corporal e do indice de
adiposidade.

Dessa forma, no presente estudo, os niveis de leptina diminuiram significativamente,
na mesma propor¢do que diminuira a quantidade de gordura epididimal, perirenal e
mesentérica, observado ja a partir da dose minima do ATZ (125 mg.Kg™). Isso corrobora com
a reducao efetiva no indice de adiposidade, considerado mais preciso do que o peso corporal

na avaliagdo de risco cardiovascular (Figuras 8, 9 e 10).
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A leptina circulante também pode ser produzida pelo TAM em menores quantidades
(DISILVESTRO et al., 2016), passando a apresentar maior atividade celular, expressividade
secretoria € aumento celular, principalmente em situagdes de reducdo expressiva de TAB. Em
trabalhos do grupo utilizando ATZ, a quantidade desse tecido aumentou apds o periodo de
tratamento (dados ndo publicados). Contudo, nessa série experimental, ndo foi observada
diferenga no peso relativo do TAM em nenhum dos grupos experimentais, mantendo-se niveis
semelhantes ao CT (BOON; VAN MARKEN LICHTENBELT, 2016; NEDERGAARD;
BENGTSSON; CANNON, 2010).

Notavelmente, a eficiéncia do ATZ na redugdo do indice de adiposidade ¢ do peso
corporal pode ter sido em decorréncia da grande liberacao de NEFAs, conforme evidenciado
por lipdlise in vivo, associada a significante melhora nos niveis plasmaticos e hepaticos de:
lipideos totais, colesterol, triglicerideos e do proprio NEFA, principalmente na dose de
500mg.Kg!, o que destaca a agdo marcadamente lipolitica do ATZ.

Portanto, no presente estudo, mostrou-se pela primeira vez, que o tratamento com o
ATZ se mostra eficaz em melhorar o “status” hipercolesterolémico que estd diretamente
associado a obesidade e aumento de gordura visceral na SMet, o que provavelmente
contribuiu para a melhoria da sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose (SHI; BURN,
2004) nos grupos tratados nas trés diferentes doses.

Em se tratando de lipidios, afirma-se que um conjunto de elementos interage
mutuamente, promovendo um controle estrito entre lipogénese e lipolise (YOUNG;
ZECHNER, 2013), mediado pela acdo das enzimas lipoproteina lipase no plasma e HSL no
TAB, permitindo um importante equilibrio metabdlico da deposi¢do de lipidios hepaticos, da
absorcao intestinal de lipidios e da circulagdo lipidica no plasma, conforme demonstrado por
Karavia e colaboradores (KARAVIA et al., 2012). Todas essas interagdes garantem o fluxo
adequado de lipidios, principalmente entre o plasma, o figado e o tecido adiposo.

Neste sentido, o tratamento com ATZ foi eficaz em reduzir os niveis de lipidios
circulantes, principalmente colesterol, triglicerideos ¢ NEFA, ndo sé na via plasmatica, mas
também no tecido hepatico (Figuras 11 e 17). Além disso, o didmetro dos adipdcitos diminuiu
significativamente com o uso do ATZ (500mg.Kg™!), conforme observado no corte histologico
da regido epididimal, resultando em modifica¢cdes morfoldgicas benéficas e funcionais (Figura
13).

Intrigantemente, tendo em vista a eficiente redu¢do de gordura, acreditava-se,

inicialmente, que havia ocorrido eliminagdo nas fezes, associada a uma baixa absor¢ao
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intestinal. No entanto, ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica na analise do perfil
lipidico, nesta via de excre¢ao, durante todo o curso experimental (dados ndo mostrados).

Somado aos achados, fez-se importante investigar a relacdo do ATZ com a via B3
adrenérgica, uma vez que esta representa a principal via lipolitica. Isso foi realizado, no
presente estudo, através da lipdlise in vivo e in vitro, utilizando como agente lipolitico, o
agonista do receptor B3, CL-316,243. Na lipdlise in vivo, observou-se aumento significativo
da liberagdo de NEFAs nos animais tratados com 500mg de ATZ (ver resultados). Por outro
lado, na avaliagdo da lipolise in vitro, o mesmo ndo foi observado. Para isto, o agonista foi
colocado em cultura celular com CAT, H»O, e ATZ, separadamente, com coletas das
amostras em diferentes tempos e observou-se que a lipolise, nestas condi¢des, ndo foi
influenciada por nenhum dos trés agentes supracitados (Figura 12). Neste caso, leva-se a
entender que a atuacdo do ATZ no aumento da lipdlise, pode ser decorrente de uma agao
indireta sob a via B3 adrenérgica ou de outras vias.

Nesse sentido, Ruiz-Ojeda e colaboradores (2016) investigaram a acdo do H»O; na
regulacdo do metabolismo, incubando adip6citos humanos diferenciados com 10 mM de ATZ
durante 24 horas, e observaram diminui¢do da atividade da CAT, GPx e peroxiredoxina com
consequente aumento de H»O», o que resultou em reducdo na captagdo de glicose basal,
menor expressdo de transportadores para a glicose do tipo GLUT4 (expresso em tecido
adiposo) e diminui¢do da lipolise (RUIZ-OJEDA et al., 2016). Esses dados diferem do
observado no presente estudo, uma vez que na lipdlise in vitro nao foram observadas
diferengas entre os grupos, € na in vivo, ocorreu expressiva liberacdo de NEFA, o que
provavelmente mediou todas as demais mudangas fisiologicas benéficas induzidas no animal
com SMet.

Ressalta-se que a concentragdo (10 mM) de incubacdo do ATZ no estudo acima
descrito, pode ter sido responsavel por tais efeitos in vitro. No nosso estudo, incubou-se o
TAB com 50 mM. Além disso, essa condicdo ndo mimetiza a dindmica integrativa celular do
organismo vivo, demonstrando a importancia das investigagdes in vivo. Ademais, tendo-se em
vista que os resultados dos testes de resisténcia a insulina, tolerdncia a glicose e piruvato
mostraram uma eficiente captacdo de glicose nos grupos tratados, independente da dose de
ATZ, fica claro que os receptores para a insulina estavam sendo expressos € ativos, € por isso,
ocorreu a melhora efetiva na sensibilidade a insulina, o que mostra resultados opostos ao
estudo de Ruiz-Ojeda e colaboradores (RUIZ-OJEDA et al., 2016).

Por outro lado, observou-se no presente estudo, uma diminui¢do da expressao de

receptores para a insulina, sem, contudo, existir comprometimento na a¢ao desse hormdnio,
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nem aumento da glicemia basal, haja vista as melhorias supracitadas. Diante do exposto,
pensou-se em vias secundarias de utilizagdo celular da glicose que pudessem corroborar os
achados descritos acima mediados pelo ATZ que estivessem, a0 mesmo tempo, ligados com o
transporte do NEFA. Visto que, conforme relatado, nas fezes, nao se observou diferencas nos
niveis deste marcador entre os grupos experimentais.

Diante do exposto, faz-se importante destacar que o TAM, apesar de sua
responsividade na geracdo de energia e controle de temperatura, ndo possui mitocondrias que
apresentem o complexo enzimatico necessarios para a formacao do ATP. Dessa maneira, para
produzir calor, estas organelas do TAM devem utilizar a energia liberada pela oxidacdo
metabolica dos acidos graxos (PORTER et al., 2015). Neste contexto, Lichtenbelt e
colaboradores (2009), no intuito de avaliar a atividade do TAM estudaram 24 homens magros
sauddveis e com sobrepeso, submetidos a diferentes temperaturas (16 a 22 °C), cuja atividade
do TAM foi determinada através da tomografia por emissdo de podsitrons com 18F-
fluorodesoxiglucose (utilizada como radiotracador a deoxi-2-D glicose marcada com fluor-18)
(PET-CT). Foi observado que o aumento na atividade do TAM era proporcional a absor¢do de
glicose registrada pelo PET (LICHTENBELT et al., 2009).

Os resultados acima mencionados esclarecem um importante mecanismo central, pois,
uma vez que as mitocondrias do TAM ndo produzem ATP, este necessita da glicose para
produzi-lo e, portanto, realiza a captagdo da glicose através de transportadores do tipo
GLUT4, o que pode representar uma futura linha de investigacdo. Por sua vez, o ATP ¢
essencial para a oxida¢do continua dos 4cidos graxos (beta-oxidacdo) nas proteinas
desacopladoras mitocondriais (UCPs), o que representa um mecanismo primario para a
termogénese (LETTIERI BARBATO et al.,, 2015). Logo, provavelmente, os NEFAs
provenientes da lipdlise no TAB, mediado pelo tratamento com ATZ, podem estar sendo
absorvidos pelo TAM para participar no processo de termogénese, 0 que representa uma
otima via metabdlica final, o que serd alvo de investigagdes futuras realizadas pelo grupo.

Lichtenbelt e colaboradores também mostraram que o indice de massa corporal, bem
como o percentual de gordura corporal, apresentou correlacdes negativas significativas com o
TAM, enquanto a taxa metabodlica basal apresentou uma correlacao positiva (LICHTENBELT
et al., 2009). Corroborando com esses achados, no presente estudo, os animais apresentaram
diminui¢cdo de peso corporal apos o tratamento com o ATZ, mas ndo foram observadas
mudangas no peso relativo do TAM, apesar de provavelmente ter existido aumento da

captagdao de NEFA e glicose por este 6rgao.
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Estes achados, em conjunto, podem ter se refletido na diminui¢do dos niveis de
insulina e do indice Tyg observados apds tratamento com o ATZ (Figura 16), e,
possivelmente, seja a via pela qual o ATZ melhora os pardmetros glicémicos, destacando o
ATZ como uma importante via para o controle da glicemia, da resisténcia a insulina e da
obesidade.

A intensa lipolise, associada a possivel migragdo dos lipidios para o TAM, pode
justificar a diminuicdo do didmetro dos adipécitos diretamente mediada pelo ATZ,
provavelmente determinado por um aumento da via da HSL, uma vez que esta ¢ expressa
tanto no TAB quanto no TAM, sendo responsavel por clivar os triglicerideos armazenados,
convertendo-os em acidos graxos livres, fornecendo energia e calor para os tecidos periféricos
(LARGE et al., 1999). O aumento da HSL poderia ser explicado pela reducdo dos niveis de
insulina, visto que esta € responsavel por inibir sua ativagao.

Associado a isso, faz-se importante destacar que os resultados obtidos pelo ATZ
podem ser devidos a a¢do do H>O, no TAB, (CUI et al., 2014). Esta agdo, provavelmente,
pode ser devido ao aumento da formacdo de H>O: neste tecido e, consequentemente, a acao
dessa molécula em evitar a obesidade induzida pela dieta. O ATZ atua através de uma ligagao
especifica com o centro da CAT, aumentando a biodisponibilidade de H»O> endégeno
(DEISSEROTH; DOUNCE, 1970; HARRISON, K. A.; MURPHY, 1995; MARGOLIASH;
NOVOGRODSKY, 1958). Frisa-se que o grau de inibi¢do induzida pelo ATZ sobre a enzima,
correlaciona-se bem com a quantidade de H>O» gerado (BAYLIAK et al., 2008).

No presente estudo, ocorreu diminuicdo estatisticamente significativas nos niveis de
atividade CAT no grupo tratado, comparado ao controle, contudo, a produgdo de H>O> foi
significativamente menor no grupo HF e se manteve-se reduzida no grupo tratado na dose de
500mg.Kg'! (Figura 14).

Nesse sentido, ¢ provavel que alteragdes na expressdo génica possa contribuir para
regular os niveis de H,O» de maneira especifica para cada 6rgdo. Nesta linha de pensamento,
Loh e colaboradores (LOH et al., 2009) demonstraram que camundongos com dele¢do para
GPx1 foram protegidos da RI induzida por dieta HF. Uma vez que a GPx converte o H2O> em
oxigénio e d4gua, camundongos Gpx 17~ apresentaram aumento da disponibilidade do referido
peroxido. Este efeito evidenciado foi devido a sinalizagdo do fosfatidilinositol-3-quinase
(AKT) induzida pela insulina e captacao de glicose no musculo, sugerindo que os aumentos
sutis na produ¢do de H>0O> no musculo, entre outras EROs, pode ser responsavel por evitar a
inducdo dos efeitos fisiopatoldgicos induzidos pela dieta. Além disso, ressalta-se que, no

presente estudo, houve significativa diminui¢do na producdo do TBARS no TAB, mediado
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pelo efeito inibitério do ATZ sobre esta, ¢ manutencio da atividade da SOD, melhorando o
estresse oxidativo induzido pela dieta HF neste 6rgdo (Figura 14).

Associado a melhora no perfil glicémico, lipidico e oxidativo, observou-se que a
resisténcia a insulina foi diminuida apds o tratamento com o ATZ, evidenciado pela
diminui¢ao do TyG (Figuras 15 e 16).

De acordo com Margoliash & Novogrodsky (MARGOLIASH; NOVOGRODSKY,
1958), o ATZ ¢ um inibidor da atividade da CAT no figado e nos rins, mas ndo
sistemicamente. No presente estudo, a atividade da CAT se mostrou diminuida no TAB.
Dessa forma, observa-se que o ATZ também age de forma especifica na inibi¢ao da atividade
da CAT neste tecido.

Diante do exposto, evidencia-se que esse composto quimico desempenha um papel
chave no controle do estresse oxidativo sistémico induzido pela dieta rica em gordura,
principalmente, na diminui¢do da peroxidacao lipidica, conforme observado pela mensuragao
de TBARS, resultando em efeito protetor contra a oxidagdo de lipidios, uma vez que os
produtos gerados no processo de peroxidacdo lipidica também atuam como agentes reativos e
ocasionam dano celular, amplificando, assim, os efeitos de desequilibrio redox (NIKI, 2014;
OTANI, 2011).

A obesidade e a gordura visceral sdo importantes determinantes do estresse oxidativo
sistétmico em humanos (BYRNE; TARGHER, 2014; DA FONSECA et al., 2014) e animais
(NUNES-SOUZA et al., 2016). Além disso, este desequilibrio no ‘“status” redox esta
diretamente relacionado a outros componentes da SMet, entre os quais, hiperglicemia,
dislipidemia e resisténcia a insulina (DA FONSECA et al., 2014; OTANI, 2011). Todos esses
fatores sdo observados no presente estudo. Assim, € plausivel considerar que essas condigdes
contribuem para o aumento dos niveis de peroxidagado lipidica e estresse oxidativo sistémico
no modelo animal para a SMet.

Neste cenario, além da avaliacdo do equilibrio REDOX, faz-se importante avaliar
também, a expressdo génica diretamente envolvida na regulacdo lipolitica e glicémica, em
orgdos centrais de regulacdo metabolica, como o figado.

Nesse sentido, 0 CD36 ¢ um conhecido receptor de lipidios e acidos graxos, atuando
em varias células e tecidos. Ouwens e colaboradores (2007) afirmam que o transporte de
acidos graxos pela CD36 pode ser prejudicado quando a resisténcia a insulina se faz presente,
diminuindo a expressdo destes no tecido cardiaco de ratos com SMet (OUWENS et al., 2007).
Por outro lado, Geloen e colaboradores (2012) relataram que o uso de inibidores do CD36,

utilizados em diferentes modelos de roedores, promoveram reducdo: da deposigdo de lipidios
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nos vasos arteriais, do transito intestinal de acidos graxos, da concentragdo de triglicerideos e
glicose plasmaticos; além de melhora: da sensibilidade a insulina, tolerancia a glicose e
reducdo da concentragdo de HbAlc no plasma (GELOEN et al., 2012).

No presente estudo, a expressdo de CD36 aumentou no figado (Figura 20), o que
deveria indicar maior captagdo de acidos graxos, porém os niveis plasmaticos e hepaticos de
NEFA se mostraram significativamente reduzidos apdés o ATZ (Figuras 11 e 17). Dessa
forma, esta molécula parece possuir uma atividade pleiotrdpica em varias células e tecidos.

Garcia- Monzon e colaboradores investigaram niveis de CD36 citosolico em pacientes
com DHGNA e cirrose cronica, observando-se que os niveis plasmaticos dessa molécula
estavam significativamente maiores em pacientes com DHGNA de forma proporcional ao
grau de lesdo tecidual, tornando-se este um marcador independente para estes agravos
hepaticos (GARCIA-MONZON et al., 2014). Enquanto que no grupo com cirrose, 0s niveis
de CD36 ndo se mostraram alterados, mesmo quando a esteatose se fez presente. Além disso,
0 CD36 presente nos macréfagos pode induzir a formagao de células espumosas via LDL-
oxidada, além de promover aumento dos niveis de glicose, resisténcia a insulina, diminui¢ao
do HDL e aumento dos acidos graxos livres, e estes em conjunto, podem estar presentes na
condi¢do clinica do diabetes mellitus (GAUTAM et al., 2011), sindrome metabdlica, DGHNA
e aterosclerose (BYRNE; TARGHER, 2014).

Somados aos achados supracitados, Li e colaboradores (2010), utilizando-se de um
modelo murino knockout para CD36 (CD367"), submetidos & injiria arterial, observaram
menos producdo de ERONS nestes animais comparados ao grupo controle, sugerindo que o
CD36 pode contribuir para a formacdo de ERONS nas células musculares lisas vasculares
(VSMCs), além de diminuir a acdo de enzimas antioxidantes e predispor a um estado
protrombdtico, proinflamatorio e aterogénico (LI et al., 2010). Por outro lado, estudo
realizado por Pietka e colaboradores (2012), em células miocardicas de camundongos
knockout, no estado alimentado e em jejum de até 22 hs, mostrou-se que, nesta condicao,
ocorria dificuldade de recaptagdo de calcio para as SERCAs, associado a alteragdo na
atividade da fosfolambana, comprometendo-se, assim, a homeostasia de calcio no coragao.
Além disso, também verificou-se diminuicdo da captacdo de acidos graxos para o coracao,
principalmente no periodo de jejum, uma vez o que o CD36 permite a mobilizagao destes, das
VLDLs e triglicerideos, o que pode comprometer a atividade cardiaca, principalmente em

situagoes de estresse (PIETKA et al., 2012).
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Associado a isto, 0 CD36 presente nos adipdcitos sdo potentes indutores de lipolise e a
gordura mobilizada pode ser transportada para o tecido hepatico e muscular; quando inibidos,
observa-se reduzida libera¢do de acidos graxos (ZHOU et al., 2012).

Salienta-se que o transporte de 4cido graxos de cadeia longa ao figado promovido pelo
CD36 pode induzir o aparecimento de DHGNA e/ou contribuir para sua progressao. Nesse
sentido, Wang e colaboradores (2014) observaram, em camundongos com esteatose, que o
uso da rapamicina, conhecido agente imunossupressor, foi eficaz em promover diminui¢do da
esteatose hepatica, cujo principal mecanismo de controle se deu através da diminui¢do da
translacdo hepatica eficiente do CD36 a membrana, afetando a expressdo proteica desta
molécula, muito embora, a expressao do seu RNAm permaneceu inalterada (WANG et al.,
2014).

No presente estudo, a expressado do RNAm para o CD36 se mostrou aumentada pds
tratamento com o ATZ. Contudo, ndo foi avaliada a expressdao proteica deste. Além disso,
lipidios totais, colesterol, triglicerideos ¢ NEFA diminuiram significativamente neste 6rgao,
nao parecendo estar propenso a esteatose, quando tratado com ATZ.

Dessa forma, observa-se que o CD36 corresponde a uma importante molécula
transportadora de 4acidos graxos em diversos tipos celulares, incluindo as hepaticas e
frequentemente estd associado a doengas como esteatose, havendo divergéncias se o papel
exercido por este ¢ como indutor desta condigdo patoldgica ou apenas um marcador.

Wilson e colaboradores (2016) estudaram dois modelos de esteatose hepatica, um
genético (hepatocyte-specific deletion of Janus kinase 2 (JAK2L), que proporciona aumento
de acidos graxos livres, da expressdo de CD36 no figado e a quantidade de gordura hepatica; e
outro modelo induzido por dieta HF. No modelo genético foi produzido um duplo knockout,
com dele¢do para CD36, o que resultou diminui¢do significativa no armazenamento de
diacilglicerois, triglicerideos e colesterol, melhorando a esteatose. O mesmo aconteceu com o
grupo induzido por dieta com delecdo do CD36, além de reduzir os marcadores inflamatérios
hepaticos e plasmaticos, melhorou-se também a sensibilidade a insulina (WILSON et al.,
2016). Dessa forma, o que se observa ¢ que o CD36 aumenta a captacdo de acido graxos para
o figado em situagdes de altas concentracdo de acidos graxos livres, e nesse caso, a inibi¢do
dessa molécula pode trazer resultados benéficos em quadros de DHGNA e/ou SMet.

Assim, isso pode explicar o aumento da expressdo gé€nica para essa molécula no
presente estudo, pois pode ter sido decorrente da diminui¢do abrupta da receptacao de lipidios

para o figado induzida pelo ATZ e, como efeito rebote, na tentativa de aumentar a captagao de
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NEFA e regular sua concentracdo, responde com uma super expressdo. Ademais, pode estar
havendo captacdo de gordura por outros 6rgaos, a exemplo, do TAM.

Outra importante proteina transportadora de acidos graxos ¢ aP2 (“adipocyte Protein
2”) presente nos adipdcitos, fazendo parte do conjunto de adipocinas por estes secretadas. A
aP2 ou FABP4 induz gliconeogénese e liberacdo de glicose pelo figado, possuindo acao
reguladora. Contudo, na obesidade, o aumento da secre¢do de aP2, diretamente proporcional
ao numero de adipdcitos, pode determinar a presenca de hiperglicemia; e quando ja instalado
o quadro de resisténcia a insulina, poderd facilitar a progressdao para o DM2 (CAO et al.,
2013).

Nesse sentido, Burak e colaboradores (2015) observaram o efeito do anticorpo
monoclonal CA33, o qual possui grande afinidade pela aP2, e observaram diminui¢do da
glicemia de jejum, melhora da sensibilidade a insulina, diminuicdo de gordura e da esteatose
em camundongos obesos (BURAK et al., 2015). Nessa mesma linha de raciocinio, Queipo-
Ortund e colaboradores (2012) avaliaram a expressdo de aP2 no tecido adiposo, visceral e
hepéatico de pacientes obesos, com resisténcia a insulina e com diferentes valores de IMC,
sendo observada uma diminui¢ao na expressao de aP2 inversamente associada a obesidade ¢ a
resisténcia a insulina. Contudo, os niveis no tecido hepatico foram significativamente maiores
em pacientes com resisténcia a insulina, comparados ao controle, o que pode significar que o
tecido adiposo e o hepatico interagem de diferentes maneiras em busca do equilibrio
energético-metabolico, em situacdes de resisténcia a insulina (QUEIPO-ORTUNO et al.,
2012). Nesse sentido, o uso de inibidores para aP2 pode ser promissor no tratamento de
alteragdes ligadas a obesidade, como a resisténcia a insulina.

No presente estudo foi observado aumento da expressao da aP2 ap6s o tratamento com
o ATZ, comparado ao grupo controle, sem diferencas significativas em relagdo ao grupo HF
(Figura 20). Além disso, ocorreu melhora na sensibilidade a insulina, contribuindo para a
diminui¢ao dos niveis glicémicos. Provavelmente, esse aumento conjunto da expressao génica
de CD36 e aP2 representa um mecanismo de contra regulagdo, especificamente uma “up”
regulacdo, na tentativa de aumentar a traducdo proteica dessas moléculas, decorrente da
liberacao lipolitica intensa promovida pelo ATZ, uma vez que estio comumente aumentadas
na condicdo de obesidade. Esse fato pode ser corroborado pelo aumento da expressao génica
da HSL (Nelson-dias, dados ndo publicados), por ser alvo de ambas as moléculas.

Nessa mesma linha de pensamento, Ertunc e colaboradores (2015) mostraram que o
bloqueio da atividade das enzimas lipase lipoprotéica e HSL diminui a liberacdo da aP2, tanto

in vitro quanto in vivo (ERTUNC et al., 2015).
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Em contraste, uma vez que varios estudos supracitados mostram existir aumentos na
produgdo de glicose hepatica, com consequente liberagdo para o plasma, acompanhado de
resisténcia a insulina, diretamente proporcionais ao incremento da produgdo de CD36 ¢ aP2,
torna-se importante investigar vias envolvidas na regulacdo do metabolismo.

No que corresponde a regulagdo metabdlica da glicose, observou-se uma redugdo
significativa da glicemia de jejum, acompanhada de melhora da sensibilidade a insulina,
conforme evidenciado no TTG e no TRI que apresentaram decaimentos semelhantes ao grupo
controle, na utiliza¢do da dose de 500 mg de ATZ (Figuras 15 e 16). Além disso, observou-se
que quando ofertado piruvato ao grupo HF ndo tratado, ocorre maior formagdo de glicose
(gliconeogénese), conforme observado na figura 18.

Para confirmar a melhora no perfil glicémico, realizou-se tanto a dosagem plasmatica
dos niveis de insulina, como a expressdo génica hepatica para: glicoquinase, glicose-6-
fosfatase, receptor para insulina, PcK1 (phosphoenolpyruvate carboxykinase 1) e PcK2.

A expressdo génica dos receptores para a insulina foi significativamente diminuida
apos a utilizagdo do ATZ (500 mg), comparado ao grupo HF, semelhante aos niveis
plasmaticos de insulina, que decresceram significativamente comparados aos grupos controle
e HF (Figura 19), o que mostra existir efetividade na produgdo deste hormodnio, sem
aparentemente ter sido afetado pela produg¢do do CD36 ou aP2 mediado pelo tratamento; pelo
contrario, o ATZ foi efetivo em diminuir a produgdo de insulina e restaurar a sensibilidade
desta ao seu receptor.

Nao foi observada alteracdo significativa na expressdo génica da glicoquinase quando
comprada ao grupo HF, contudo, a expressdo do RNAm para a glicose-6-fosfatase apresentou
diminui¢des significativas comparadas ao grupo HF (Figura 19), isso reflete menor
armazenamento de glicose na forma de glicogénio, mediado pela glicoquinase, como também
menor liberacdo desse carboidrato pela glicose-6-fosfatase, o que ndo implicou prejuizos, uma
vez que os niveis de insulina assumiram valores basais, apos tratamento com ATZ. Além
disso, a expressdo génica de Pckl nao se alterou com a dieta HF ou o tratamento com ATZ,
enquanto PcK2 aumentou significativamente comparado ao grupo HF (Figura 19).

No estudo de Cao e colaboradores (2013), outrora citado na presente discussdo, a
expressdo génica da Go6Pase e de PcKl nos hepatdcitos também foram avaliadas,
apresentando diminuig¢des significativas apos estimulagdo com ap2 (CAO et al., 2013).

Faz-se interessante observar que em modelos knockout para a PcK1, ocorre sério
comprometimento do ciclo tricarboxilico, reduzindo-se a 10% de sua fun¢do e naqueles que

supra expressam a fosfoenolpiruvato carboxiquinase, ocorre aumento da produgdo de glicose,
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induzindo diabetes, além de cursar com diferentes alteragdes metabolicas, entre elas, a
obesidade, esteatose e lipodistrofia (BEALE et al., 2007).

Hayashi e colaboradores (2015), utilizando camundongos knockout para GCK,
observaram intolerancia a glicose, diminui¢ao do glicogénio hepatico e alteracdo da expressao
génica no figado, indicando a importante a¢ao desta enzima no metabolismo da glicose, com
acdes especificas no tecido hepatico (HAYASHI et al., 2015).

Ressalta-se que apesar, de no presente estudo, a expressdo génica de ap2 ter se
mostrado elevada (Figura 20), provavelmente, sua expressdo proteica ou atividade possa estar
“down” regulada, ratificando-se que houve melhoras no perfil glicémico e sensibilidade a
insulina no grupo tratado com ATZ.

Coletivamente, o presente estudo indica que o ATZ pode contribuir para melhorar
alguns pardmetros do “‘status” sindromico na SMet, principalmente devido ao seu grande
poder lipolitico e seus efeitos no controle glicémico e sobre a dislipidemia. No entanto, o
mecanismo exato para o efeito lipolitico do ATZ ainda ndo esta elucidado. Ademais, atenta-se
para a compreensdo desta nova acdo do ATZ e a baixa toxicidade deste composto (DL50
superior a 2500 mg.Kg-1) (BUDAVARI, 1989), associada aos fortes efeitos lipoliticos e
antioxidantes, tornando-o promissor como um novo tratamento para a obesidade e para os
fenotipos da SMet.

Em resumo, o presente estudo fornece evidéncias do efeito lipolitico induzido pelo
ATZ, o que permite atenuar outras complicagdes metabolicas induzidas pela dieta rica em
gordura. As agdes benéficas pleiotropicas do ATZ contribuem para evitar a obesidade, SMet,
e fatores correlacionados. No entanto, os mecanismos ainda necessitam ser plenamente
explorados, incluindo, os efeitos colaterais que devem ser investigados em experimentos

futuros de longa duracao.



78

6 CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento experimental de 12 semanas com o inibidor da CAT, o ATZ, em
camundongos C57BL6 com SMet induzida por dieta HF, resultou em diversos efeitos
significativos, tanto sist€émicos quanto hepaticos. Além disso, demostrou pela primeira vez,
uma potente agao terapéutica na SMet.

Todos os grupos tratados, nas doses administradas (125 mgkg!, 250mgkg”! e
500mg.kg™!), apresentaram diminuicdo significativa de peso corporal induzida por lipélise,
manuten¢do da redugdo do peso, ao final de todo o tratamento, além de diminui¢ao nos niveis
de leptina e na distribui¢do de tecido adiposo, resultantes do aumento da lipolise.

Além disso, evidenciou-se melhora no perfil glicémico com diminui¢do da glicemia de
jejum e aumento da sensibilidade a insulina, associados a uma melhora significativa no perfil
lipidico plasmatico e hepatico, apresentando diminuig¢des nos lipidios totais, colesterol,
triglicerideos ¢ NEFA, contribuindo, em conjunto, para a modula¢ao no status REDOX no
tecido adiposo epididimal, o qual, mostrou-se com redu¢@o nos niveis de TBARS.

Destaca-se ainda que as agdes promovidas pelo ATZ também foram eficaz em
promover a melhora na expressdo génica hepatica, evidenciada pela diminuigcdo para
expressao do receptor para insulina, para a G6Pase e GCK, bem como, aumento da expressao
para a PcK2, CD36 ¢ aP2.

Assim, o ATZ demonstrou ser um potente indutor lipolitico capaz de melhorar os
principais parametros relacionados ao fendtipo da SMet, especificamente, a obesidade,

mostrando ter um importante potencial terap€utico antiobesidade.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante do eficaz efeito apresentado pelo ATZ na SMet, faz-se importante que mais
estudos sejam realizados no intuito de investigar todas as possiveis vias moduladas pelo ATZ.
Dessa forma, intenta-se o desenvolvimento futuro de um animal “knockout” para a catalase, a

fim de estudar todos os mecanismos advindos da administracdo do ATZ neste modelo.
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ANEXO

Anexo A - Certificado da Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal

de Alagoas (CEUA/UFAL)

e

[ 28
UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS

COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAILS
PARECER CONSUBSTANCIADO
PROJETO N* 202014
TITULD: Avaliagdes pré<clinicas cardiometabdlicas e vasculares na sindrome metabélica: papel
do eixn eatalase/perdxido de hidrogénio/desequilibrio REDOX
RESPONSAVEL / PESQUISADOR: Luiza Antas Rabelo

ORJETIVD: Estudir os mecanizmos envolvidos na disfunciio endotelial ¢ no deseguilibrio
REDOX em caomundongos com fendtipo pora a sindrome metabolica, por indwgdo dietgtica,
assim como avaliar os efeitos da mibicio erfmica da enzima cndalase neste modelo,

JUSTIFICATIVA (APROVACAD, PENDENCIA, NEGACAO):

O projeto utilizard um tofal de 60 animais (camundongos C37BL%S machos) divididos em
dois conjuntos de experimentos para atingir seus objetivos. O prajeto contém o ndmern amostral
detalhado dentro de cada grupo experimental com o minimo adequado para. permitic valideclo
gstalistica @ o méledo de induclo de more (exanguinagdo dos animais sob onestesia com

tispentil ),
SITUACAD: APROVADO
PERIODO DE VIGENCIA- 22-08-2014 a 22-08-2016

DADOS M) ANTMAL:

[ ESPECIE LINHAGEM QUANTIDADE
| Camundongo isogénico C5TBL/G D)

Maceit, 26 de agosto de 2014,

Heotliv-
E'::rd?r: Silvana Ayres Martins
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Anexo B - Documento de deposito patentario de invenc¢do: “Uso do 3-Amino-1,2,4-
triazol para o tratamento da obesidade, dislipidemias, diabetes, hipertensao,

doencas hepaticas gordurosas nao-alcoélica, sindrome metabdlica e agravos

associados”
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Pedido nacional de Inveng&o, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adig&o de Inveng&o e entrada na fase nacional do PCT

Nidmero do Processo: BR 102015031741 7

Fl

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Raz&o Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 24464109000148
Nacionalidade: Brasileira
Qualificag&o Juridica: Sociedade com intuito ndo econémico
Enderego: Av. Lourival Melo Mota, s/n, Tabuleiro do Martins
Cidade: Maceio6
Estado: AL
CEP: 57072-970
Pais: Brasil
Telefone: 82-3214-1064
Fax: 82-3214-1035

Email: sbuchoa@gmail.com
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Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invengao (Pl)

Titulo da Inveng&o ou Modelo de Uso do 3-Amino-1,2 4-triazol para o tratamento da obesidade,
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Utilidade (54):

Resumo:

dislipidemias, diabetes, hipertenséo, doengas hepaticas gordurosas
nao-alcodlica, sindrome metabdlica e agravos associados

A presente invengéo refere-se ao uso do 3-Amino-1,2,4-triazol (ATZ)
para o tratamento da obesidade, dislipidemias, diabetes,
hipertenséao, doengas hepaticas gordurosas nao-alcodlica, sindrome
metabdlica, e agravos associados. Este € um composto orgénico
heterociclico classicamente reputado como um potente inibidor da
catalase, uma enzima antioxidante que, por sua vez, age na
decomposigao do perdxido de hidrogénio. Apesar da conhecida acéo
inibitéria sobre a catalase, ndo existe relatos, até a presente
invengao, de trabalhos investigando e/ou comprovando o uso do ATZ
como agente lipolitico em condigdes clinicas como as doengas
supracitadas. Neste cenario, mostrou-se eficaz em promover a
diminuigao do peso corporal, adiposidade visceral, pressao arterial,
peroxidagéao lipidica plasmatica, glicemia, insulinemia, lipidios totais
e fragdes lipidicas, como também, promoveu o aumento do tecido
adiposo marrom e a modulagao proteica e génica do, transportador
para glicose tipo 4, enzima lipase horménio sensivel, leptina e
adiponectina. Em conjunto, estes dados conferem a presente
invengao o impacto necessario para o uso do ATZ na terapéutica
cardiometabdlica.
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Inventor 1 de 5
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CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endar;qo:
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Estado:

CEP:
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Fax:

Email:
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CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
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CEP:
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Fax:

Email:
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LUIZA ANTAS RABELO

89353870453

Brasileira

Professor do ensino superior

Av. Jorge Montenegro Barros, S/N Quadra A, lote 09. Condominio
Jardins de La Reina, Santa Amélia

Maceid

AL

57063-000

BRASIL

(82) 321 41095

luizaa.rabelo@gmail.com

MARCOS ANTONIO ELEUTERIO DA SILVA

04336603413

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua Lourengo Moreira da Silva. Residencial Italia. Ed. Napoli, 202,
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BRASIL

(82) 321 41095
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VALERIA NUNES DE SOUZA

05852620475

Brasileira

Outras ocupagdes nao especificadas anteriormente
Av. Gustavo Paiva 2220. BI. 07, Apt. 304, Mangabeiras
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AL

57031-900

BRASIL

(82) 998 210051

valeriansouza@hotmail.com

NELSON MIGUEL DIAS JUNIOR

03847263480

Brasileira
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Rua Prof® Higia Vasconcelos, 61, ap. 202, Ponta Verde
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AL
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Relatério Descritivo

Desenho
Resumo
Reivindicagéao

Acesso ao Patriménio Genético

Nome
GRU.pdf
RELATORIO_FINAL.pdf
03 - 2015.12.03_Figuras.pdf

04 - 2015.12.03_Resumo - vers+uo final 1.pdf

REIVINDICACOES_FINAL2.pdf
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REIVINDICACOES

1. Uso de formulagdes tarmacéuticas e/ou nutracéuticas do 3-Amino-1,2 4-
triazol e analogos diretos caracterizadas por tratar condicdes como
obesidade, dislipidemias, diabetes, hipertensao, doengas hepaticas
gordurosas nao-alcodlicas (DHGNA) e sindrome metabdlica (SMet) em
mamiferos.

2. Uso de formulagées farmacéuticas e/ou nutracéuticas do 3-Amino-1,2,4-
triazol e analogos diretos, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizadas
por serem utilizadas pelas vias oral, intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, enteral, parenteral, topica e transdérmicas.

3. Uso de formulagées farmacéuticas e/ou nutracéuticas do 3-Amino-1,2,4-
triazol e seus andlogos diretos, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizadas por serem utilizadas na composigdo alimenticia de dietas
iso e hipercaldricas.

4. Uso de formulagdes farmacéuticas e/ou nutracéuticas do 3-Amino-1,2 4-
triazol e seus analogos diretos, de acordo com as reivindicagées 1, 2 e 3,
caracterizadas por conter ~0,0005-0,5 % de ATZ.

5. Uso de formulagbes farmacéuticas e/ou nutracéuticas do 3-Amino-1,2 4-
triazol e seus analogos diretos, de acordo com as reivindicagdes 1, 2, 3 e 4,
caracterizadas por serem utilizadas na diminuigdo do peso corporal e
adiposidade visceral, bem como as agbes deste como agente lipolitico, na
SMet (resisténcia a insulina, obesidade central e subcutanea, diabetes
mellitus 2, dislipidemias, hipertensao, aterosclerose e doencas hepaticas) e
obesidade.

6. Uso de formulagdes farmacéuticas e/ou nutracéuticas do 3-Amino-1,2 4-
triazol e seus analogos diretos, de acordo com as reivindicagdes 1, 2, 3 e 4,
caracterizadas por serem utilizadas na indugdo do aumento do tecido

adiposo marrom na SMet (resisténcia a insulina, obesidade central e
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subcutanea, diabetes mellitus 2, dislipidemias, hipertensao, aterosclerose e
doencgas hepaticas) e obesidade.

7. Uso de formulagées farmacéuticas e/ou nutracéuticas do 3-Amino-1,2 4-
triazol e seus analogos diretos, de acordo com as reivindicagées 1,2 3 e 4,
caracterizadas por serem utilizadas na indugéo da diminuicdo da pressao
arterial na SMet (resisténcia & insulina, obesidade central € subcutanea,
diabetes mellitus 2, dislipidemias, hipertensao, aterosclerose e doencgas
hepaticas) e obesidade.

8. Uso de formulagses farmacéuticas e/ou nutracéuticas do 3-Amino-1,2 4-
triazol e seus analogos diretos, de acordo com as reivindicagées 1, 2, 3 e 4,
caracterizadas por serem utilizadas na indugdo da diminuicao da
peroxidacdo lipidica plasmatica na SMet (resisténcia a insulina, obesidade
central e subcutanea, diabetes mellitus 2, dislipidemias, hipertensao,
aterosclerose e doencas hepéticas) e obesidade.

8. Uso de formulagées farmacéuticas e/oy nutracéuticas do 3-Amino-1,2 4-
triazol e seus analogos diretos, de acordo COm as reivindicagdes 1,2, 3 e 4,
Caracterizadas por serem utilizadas na modulagéo e expressio protéica de
leptina na SMet (resisténcia a insulina, obesidade central e subcutanea,
diabetes mellitus 2. dislipidemias, hipertensao, aterosclerose e doengas
hepaticas) e obesidade.

10.Uso de formulagées farmacéuticas e/ou nutracéuticas do 3-Amino-1,2 4-
triazol e seus analogos diretos, de acordo com as reivindicagées 1, 2, 3 e 4,

11.Uso de formulagées farmacéuticas e/oy nutracéuticas do 3-Amino-1,2 4-
triazol e seus analogos diretos, de acordo com as reivindicagoes 1, 2, 3,4e

10, caracterizadas por serem utilizadas na modulagéo da expressao dos
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genes para o transportador para glicose (GLUT4), enzima lipase horménio
sensivel (HSL), leptina e adiponectina.

12.Uso de formulagbes farmacéuticas e/ou nutracéuticas do 3-Amino-1,2 4-
triazol e seus analogos diretos, de acordo com as reivindicagées 1, 2, 3 e 4,
caracterizadas por serem utilizadas na inducdo da diminuigcao de lipidios
totais e fragGes (tais como triglicerideos e colesterol, mas néo restritos a

estas), na doenga hepatica gordurosa nao-alcéolica (DHGNA).
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