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RESUMO

As doencas hepdticas gordurosas ndo-alcodlicas (DHGNA) foram apresentadas,
recentemente, como um novo componente da Sindrome Metabdlica (SMet), desempenhando
0 estresse oxidativo papel fundamental na progressdo destas. Nesse contexto, 0 presente
estudo objetivou avaliar as alteragcbes morfo-funcionais hepéticas e do balanco redox em um
modelo murino para a SMet induzida por uma dieta hipercalorica, apds tratamentos com
tempol e apocinina. Camundongos machos C57BI/6, jovens (6-8 semanas) e idosos (53-57
semanas), foram divididos em quatro grupos:. grupo controle (CT; “n” jovem=8 e “n”
idoso=5), alimentado com dieta “chow” (14% calorias provenientes dos lipidios); grupo DHC
(“n” jovem=9 e “n” idoso=5), que recebeu dieta hipercal 6rica por 14 semanas (58,4% calorias
provenientes dos lipidios); grupo DHC + Tempol (“n” jovem=4 e “n” idoso=9), que recebeu
dieta hipercaldrica e tratamento com tempol (50mg/kg) na agua de beber; grupo DHC +
Apocinina (“n” jovem=4 e “n” idoso=9), aimentado com dieta hipercalérica e tratado com
apocinina (50mg/kg) na agua de beber. Avaliacbes metabdlicas, do estado redox e andlise
histol 6gica hepética foram realizadas. Apds o término do periodo experimental, os animais
DHC jovens ndo apresentaram significativo ganho de peso corporal, sendo este observado nos
animais DHC idosos quando comparados ao grupo CT. O tratamento com tempol e apocinina
ndo modificou este pardmetro em ambos os grupos. Os animais DHC, tanto jovens quanto
idosos, apresentaram hiperglicemia de jegjum e o tratamento com tempol e apocinina ndo
modificou este perfil. Uma significante melhora na toleréncia a glicose dos animais jovens foi
observada ap0s o tratamento com a apocinina, 0 mesmo ndo ocorrendo apds o tratamento com
o tempol. Nos animais idosos, uma melhora significativa foi observada na toleréncia a glicose
e sensibilidade a insulina apds o tratamento com tempol e apocinina. Acentuado acimulo de
gordura viscera foi identificado nos animais DHC (jovens e idosos), de modo que o
tratamento com o tempol e a apocinina ndo alterou este perfil. Elevada concentragdo
plasmética de colesterol total foi observada nos animais DHC jovens e idosos comparado ao
CT, o mesmo n&o ocorrendo para triglicerideos, VLDL e peroxidagéo lipidica plasmética em
ambos grupos DHC, jovens e idosos. O tratamento farmacol 6gico em questdo ndo modificou
estes parametros plasméticos. Nos animais DHC jovens, ndo foram observadas mudancgas
significativas na atividade das enzimas AST, ALT, razdo AST/ALT, ALP, y-GT, LDH,
albumina e proteinas totais, quando comparado ao grupo CT. Contudo, nos animais idosos
DHC, elevada atividade da AST e da razdo AST/ALT foram observadas dentre estes
parametros de avaliacdo hepética. Os animais DHC, jovens e idosos, apresentaram elevada
peroxidacdo lipidica e acimulo de gordura hepética, com numerosos vactiolos gordurosos a
histologia. O tratamento farmacolégico com tempol e apocinina melhorou, de forma
qualitativa, o acimulo de gordura hepatica, tanto nos animais jovens quanto nos idosos, sem,
entretanto, modificar a peroxidacdo lipidica hepética. Além disso, os animais idosos DHC
apresentaram elevados niveis hepéticos de lipidios totais, triglicerideos, colesterol total e
VLDL colesterol, ndo sendo observado o mesmo nos animais jovens DHC. A atividade
hepatica das enzimas antioxidantes (SOD e CAT) nao diferiu significativamente ap6s o0s
tratamentos dietético e farmacoldgico. O aumento na atividade da NADPH oxidase, e
consequentemente a producdo de anion superéxido (‘O;), pode estar envolvida nos
mecani smos associados a SMet e as DHGNA.

Palavras-chave: Sindrome Metabdlica. Doenca Hepética Gordurosa N&o-alcodlica. Balango
Redox. Senilidade.



ABSTRACT

The non-alcoholic fat liver diseases (NAFLD) have been presented, recently, as a novel
component of the Metabolic Syndrome (MetS), representing the oxidative stress a critical role
in their progression. In this context, the present study aimed to assess the morphofunctional
hepatic alterations and the redox balance in a murine model for the MetS induced by a high
calorie diet, after treatment with tempol and apocinina. C57BI/6 male mice, young (6-8
weeks) and elderly (53-57 weeks), were divided in four groups. control group (CT; “n”
young=8 and “n” elderly=5), fed with “chow” diet (14% calories from lipids); DHC group
(*“n” young=9 and “n” elderly=5), receiving hypercaloric diet for 14 weeks (58,4% calories
from lipids); DHC + Tempol group (“n” young=4 and “n” elderly=9), which received
hypercaloric diet and treatment with tempol (50mg/kg) in the water for drinking; DHC +
Apocinin group (“n” young=4 and “n” elderly=9), fed with a hypercaloric diet and under
apocinin treatment (50mg/kg) in the water for drinking. Metabolic and the redox state
assessment, as well as the histological analyses were performed. After the end of the
experimental period, young DHC animals were not shown to present significant weight gain,
being the latter observed in the elderly DHC animals, when compared to CT group. The
treatment with tempol and apocinin was not effective in modifying this parameter in both
groups. The DHC animals, both young and elderly, showed fasting hyperglicaemia, and the
treatment with tempol and apocinin did not change this profile. A significant improvement in
the glucose tolerance was observed in the young animals after the treatment with apocinin,
but the treatment with tempol failed to show so. In the ederly animals, a significant
improvement in the glucose tolerance and insulin sensitivity was identified after the treatment
with tempol and apocinin. An elevated accumulation of visceral fat was identified in the DHC
animals (young and elderly), so that the treatment with tempol and apocinin did not alter this
profile. An elevated serum concentration of total cholesterol was shown in the young and
elderly DHC animals when compared to the CT group, the same not happening to
triglycerides, VLDL and lipid peroxidation in both groups, young and elderly. The
pharmacological treatment was not shown to be effective in atering these serum parameters.
In the young DHC animals, it was not observed significant changes in the enzymatic activities
of the AST and ALT, as well as AST/ALT ratio, ALP, y-GT, LDH, abumin and total
proteins, when compared to the CT group. However, in the DHC elderly animals, and
increased AST activity and AST/ALT ratio were observed among these parameters of hepatic
assessment. The DHC animals, young and elderly, presented elevated lipid peroxidation and
fat liver accumulation, with numerous fat vacuoles a histology. The pharmacological
treatment with tempol and apocinin ameliorated, in a qualitative manner, the fat accumulation
in the liver, both in the young and elderly animals, without, however, modifying the hepatic
lipid peroxidation. Furthermore, the DHC elderly animals presented high hepatic levels of
total lipids, triglycerides, total cholesterol and VLDL cholesterol, with a similar condition not
being observed in the DHC young animals. The hepatic activity of the antioxidant enzymes
(SOD and CAT) was not shown to be significantly different after the dietary and
pharmacological treatments. An increase in the NADPH oxidase activity, and consequently
the increased production of superoxide anion (‘O;), may be involved in the mechanisms
associated to the MetS and the NAFLD.

Keywords: Metabolic Syndrome. Non-alcoholic Faity Liver Disease. Redox Balance.
Senility.
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1INTRODUCAO

1.1 Problematizacao

A obesidade é associada com diversas doencgas e alteragdes metabolicas, como o
diabetes tipo 11, e sofre influéncias sociais, culturais e econdmicas (GARCIA et a., 2008;
OUCHI et al., 2011). A obesidade pode surgir devido a fatores genéticos e fatores
ambientais. Entretanto, é decorrente, principamente, destes Ultimos, ou sga, agueles
associados a ingesta alimentar inadequada, e a0 estilo de vida sedentério, isto € aumento do
consumo energético e diminuicdo de gasto energético, respectivamente (MARQUES et 4.,
2010; PALETAS et dl., 2010).

Nesse contexto, a predisposicao genética, a alimentacdo inadequada e a inatividade
fisica estéo entre os principais fatores que contribuem para o surgimento da Sindrome
metabdlica (SMet), condicdo complexa que redne, além de obesidade corporal e/ou visceral
(FONSECA, 2008), diversos fatores de risco cardiovasculares, como o diabetes tipo Il
(MOLNAR et a., 2005), hipertensdo arterial sistémica (MATHIEU et al., 2009),
dislipidemia (BERTOLAMI, 2004), resisténcia a insulina (RI) (ZECCHIN et a., 2004),
hiperinsulinemia (NADRUZ Jr. e FRANCHINI, 2004) e as doengas hepéticas gordurosas nao
alcodlicas (DHGNA) (KOTRONEN e YKI-JARVINEN, 2007, FRAULOB et al., 2010),
constituindo, desta forma, um desafio multidisciplinar na prética clinica, com importante

repercussao para a saude.

As mudangas anteriormente citadas podem vir acompanhadas e/ou advirem de
alteracOes sistémicas e locais, em destaque, as possiveis alteracdes no balanco redox. Uma
vez aterada a sinalizacdo redox, segja pela elevada producdo e concentracdo destas espécies
reativas e/ou pela diminuicdo daquelas ditas antioxidantes, o efeito biolégico deixa de ser
benéfico (pela participagéo na regulacdo em varios mecanismos fisioldgicos chaves), e passa
a ser citotoxico (reagindo diretamente com varios alvos intracelulares como lipidios,
proteinas e DNA), caracterizando desta forma, o desbalanco redox (WEY DERT e CULLEN,
2009; HIGASHI et a., 2009; WIRTZ et al., 2009).

O desbalanco redox possui um papel relevante na génese e no desenvolvimento das

doencas cardiovasculares relacionadas a SMet, podendo estar relacionado a condigdes
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dietéticas (ROBERTS et al., 2006; JIMENEZ et al., 2007). Nesse cendrio, 0 uso inadequado
de dietas hipercaldricas (HC) pode constituir uma das principais causas do aparecimento
deste desequilibrio e consequentemente, daqueles relacionados a SMet, como o diabetes, a
didlipidemia, a resisténcia a insulina e DHGNA (ROBERTS et al., 2006; GUEDES, 2009;
FRAULOB et a., 2010).

A DHGNA ¢é uma doenca cronica caracterizada pela infiltracdo de gordura no figado
(esteatose), podendo progredir para esteatohepatite ndo alcodlica, a qual é composta por
inflamac&o e fibrose, e em Ultimo estégio levando a cirrose e hepatocarcinoma (MANTENA
et a., 2008; GENTILE e PAGLIASSOTTI, 2008).

O estresse oxidativo participa da progresséo das DHGNA e esta relacdo pode ser
devido a sobrecarga de &cidos graxos de cadeia longa ao figado e, em um segundo passo a
producdo de espécies reativas, 0 que pode saturar 0 sistema antioxidante hepatico
(UCHIYAMA et a., 2006; QURESHI e ABRAMS, 2007; MANTENA et al., 2008). Tal
evento pode acontecer pela diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes como a
catalase (CAT), a superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx), como também
pela elevada peroxidagdo lipidica, além da inducdo de citocinas pro-inflamatérias. Esses
eventos contribuem para a progressdo da esteatose para esteatohepatite ndo alcodlica, fibrose
e por ultimo, cirrose (VIDELA et a., 2004; UCHIYAMA et a., 2006; RAMADORI et a.,
2008).

A progressdo das DHGNA aumenta com o grau de obesidade, fato que a classifica
como uma manifestacdo da SMet. (QURESHI e ABRAMS, 2007). Além disso, existe uma
correlacdo entre os componentes da SMet, incluindo a circunferéncia da cintura e a deposi¢éo
de gordura visceral, com a concentracdo de gordura no figado (KOTRONEN e YKI-
JARVINEN, 2007).

Estudos redlizados por nosso grupo demonstraram a presenca de DHGNA em
camundongos com fendtipo para a SMet, obtido pela exposi¢éo a uma dieta hipercal 6rica por
um periodo de 26 semanas. Além disso, essa dieta hipercaldrica também induziu, nesse
mesmo modelo, um desbalanco redox hepatico e sistémico, avaliado pela atividade alterada
de enzimas antioxidantes e presenca de peroxidacdo lipidica (GUEDES, 2009; SOUZA,

2009). Contudo, as avaliacdes em funcdo da idade animal ainda ndo haviam sido avaliadas.
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O uso de dietas com alto teor calérico em idade avangada contribui para o
aparecimento mais precoce de doengas metabdlicas, incluindo as DHGNA (GUPTE et a.,
2010). Nesse contexto, fazem-se necessarios estudos que correlacionem este componente
hepatico da SMet (a DHGNA) com a idade e a contribuicdo das dietas “high fat” no
aparecimento e progressao destas patogenias, bem como a investigacdo de possives vias
oxidativas envolvidas nesse processo, tendo em vista a grande importancia deste 6rgéo para o

metabolismo de nutrientes, sintese de proteinas, metabolizagdo de farmacos, entre outros.

1.2 Justificativa

A elevagdo das taxas de doengas cardiometabdlicas, como as observadas na SMet, é
decorrente, principalmente, das mudancas dietéticas observadas na atualidade e associadas ao
sedentarismo. Assim, a obesidade surge a medida que o se consome € superior ao gasto
energeético, situagdo corriqueiramente observada no mundo ocidental. Atualmente, este
cenério compde um grave problema de salde plblica (GARCIA et al. 2008; PALETAS et
al., 2010).

Além da obesidade, outras desordens metabdlicas surgem em decorréncia desta
prética alimentar inadequada, como aquelas que caracterizam a SMet. Somando-se a estes
agravos, tem ganhado destague, como 0 mais novo componente da SMet, a DHGNA
(FRAULOB et al., 2010; MARQUES et a., 2010).

Neste contexto, sabendo-se da importéncia fisiolégica do figado, o conhecimento das
alteracOes patol 6gicas no mesmo, principalmente quando associadas a outras manifestactes
da SMet, sdo de grande importancia para a manutencdo da qualidade de vida, sendo,
portanto, a DHGNA alvo de diferentes pesguisas na atualidade (FRAULOB et al., 2010;
MARQUES et a., 2010; MEIJER et a., 2010). Estas intentam investigar, de forma mais
aprofundada, possiveis vias, inclusive as oxidativas, envolvidas no aparecimento deste
agravo, bem como a busca por novos métodos de prevencado, diagndstico e terapéutica desta
condi¢do patoldgica, decorrente, principalmente, da ingesta de dietas com alto teor cal6rico
(HADDAD et a., 2009; VINAIXA et al., 2010; LI et a., 2010).

A partir das premissas levantadas, este estudo tem a finalidade de contribuir com o

conhecimento destas vias patogénicas induzidas por uma dieta hipercalérica rica em lipidios,
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no que diz respeito ao aparecimento de complicagcdes semelhantes aquelas observadas na
SMet e, desta forma, incentivar a busca por novos métodos de prevencdo, diagnéstico e
terapéutica que venham melhorar a qualidade de vida de pacientes portadores destes agravos

metabdlicos, bem como evitar o aparecimento e progressao destes.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar o perfil morfo-funcional hepatico e o balango redox em um modelo murino
para a sindrome metabdlica induzida por uma dieta hipercaldrica, apods tratamentos com

tempol e apocinina.

2.2 Especificos

e Analisar parametros relacionados com a sindrome metabdlica, tais como: peso
corporal, perfil glicémico, tolerancia a glicose, sensibilidade a insulina, perfil lipidico
plasmatico e hepético em camundongos C57BL/6 jovens e idosos alimentados com

dieta hipercalérica;

e Avaliar 0 peso relativo tecidual e o perfil de gordura viscera em camundongos

C57BL/6 jovens e idosos alimentados com dieta hipercal érica;

e Mensurar 0s niveis plasméticos de marcadores de lesdo e fungdo hepatica (AST,
ALT, ALP, y-GT, LDH, proteinas totais e a fragdo albumina) em camundongos

C57BL/6 jovens e idosos alimentados com dieta hipercal orica;

e Avadiar o baanco redox hepético pela mensuracdo da atividade das enzimas
antioxidantes catalase e superéxido dismutase, bem como a peroxidacéo lipidica em

camundongos C57BL/6 jovens e idosos alimentados com dieta hipercal orica;

o Redizar a andlise histopatoldgica hepética em camundongos C57BL/6 jovens e

idosos alimentados com dieta hipercal orica.
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3REVISAO DA LITERATURA

3.1 Sindrome metabdlica: mar cos histéricos, defini¢des e contexto epidemiol 6gico

A SMet é reconhecida como uma doenca metabdlica complexa que retine fatores de
risco cardiovasculares, o que a classifica como um dos principais desafios da pratica clinica
atualmente, na medida em que a dificuldade terapéutica soma-se a dificuldade de manter os
resultados em longo prazo, tornando-a um grande e importante foco de investigactes
(GARCIA et al., 2008).

Esta desordem vem sendo discutida desde a década de 80, porém as primeiras
descricOes foram feitas em 1965 com estudo de Avogaro e colaboradores. No ano de 1979,
houve grande expansdo no entendimento de um dos principais componentes da SMet, a
resisténcia a insulina, por DeFronzo e colaboradores, e mais tarde Reaven (1991A,B; 1992)
progrediu com a hipétese da resisténcia a insulina como mecanismo central da SMet.
Contudo, o conhecimento acerca desta sindrome progrediu a partir do reconhecimento do
tecido adiposo como um 6rgdo enddcrino produtor de substancias bioativas e ndo apenas
ComMo um reservatorio energético (LOPES, 2004; OUCHI et a., 2011).

A prevaléncia da SMet é crescente e estudos apontam os fatores ambientais, tais como
habitos alimentares e sedentarismo, como principais causas. O aumento do consumo de
alimentos com contetidos lipidicos e glicidicos elevados e 0 menor consumo de itens naturais
(frutas e verduras) levam a deficiéncias nutricionais e 0 aparecimento de morbidades
crénicas. Este quadro se agrava quando associado a um comportamento sedentério, situacéo
observada nos centros urbanos e que decorrem, principalmente, de fatores como falta de
tempo para a prética de exercicios e 0 comodismo. Essas alteracdes no perfil nutricional e na
diminuicdo da atividade fisica da populacdo sdo representadas pelo aparecimento da
obesidade, resultado do aumento do consumo e diminuicdo de gasto energético,
respectivamente (BARNESS et al., 2007; MARQUES et d., 2010; PALETAS et d., 2010).

A resisténcia ainsulina € caracterizada como ponto central da SMet (ZECCHIN et al.,
2004). Contudo, dentre as alteragdes metabdlicas que a caracterizam, a obesidade parece ser
um dos fatores desencadeantes mais importantes. Nas definigdes de SMet de acordo com as

diferentes organizages mundiais, a saber Organizacdo Mundia da Saide (OMS, 1998),
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“National Cholesterol Evaluation Program for Adult Treatment Panel 111" (ATP 111, 2001) e
Federacdo Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation (IDF, 2005),
mostradas na tabela 1, a obesidade € um parémetro constante como critério diagnostico,
avaliada pelo indice de massa corpora e circunferéncia da cintura. Além disso, na pratica
clinica, a associacdo de obesidade e SMet sdo comuns, para fins de prevencdo, diagnéstico e
tratamento (GARCIA et al., 2008)

A obesidade como pardmetro da SMet é expressa tanto pela obesidade corporal
quanto pela visceral, isto €, os individuos podem apresentar uma ou outra manifestacdo, néo
sendo, portanto, necessaria a presenca de obesidade corporal para serem considerados
portadores de SMet. A propria definicdo de SMet, de acordo com o IDF (2005), ndo inclui a
obesidade corporal como paréametro diagnéstico, mas a abdominal (ou visceral), avaliada
pela medida da circunferéncia da cintura (CC). Além disso, estudos apontam que sujeitos
com obesidade abdominal e que apresentam caracteristicas associadas com a resisténcia a
insulina, estdo com risco aumentado de doencas cardiovasculares, semelhantes aquelas que
caracterizam a SMet (GASTALDELLI et a. 2002; VERLOHREN et al., 2004;
CHATTERJEE et d., 2009).

Outras alteragdes metabdlicas, apesar de parecer ser menos importantes (pressao
arterial, niveis de glicose de jggum e niveis lipidicos), sdo consideradas em todas as
organizagOes supracitadas. Contudo, recentemente, as DHGNA passaram a ser consideradas
como mais um componente da SMet, pela forte associagéo de todos os componentes da SMet
com a concentracdo de gordura no figado, representando, desta forma, mais um pardmetro
diagndstico paraa SMet (KOTRONEN et al., 2007; FRAULOB et al., 2010).

No Brasil, os critérios do ATPIII (2001) sdo os recomendados pela | Diretriz
Brasileira no Diagnéstico e Tratamento da SMet (2005), em funcéo da sua simplicidade e
praticidade clinica, uma vez que nos critérios da OMS (1998) é considerada como ponto de
partida a avaliacdo da resisténcia a insulina, o que ndo o torna pratico sob o ponto de vista
clinico. A diferenca que existe entre as defini¢cbes de SMet, de acordo com as organizagdes
mundiais mostradas na tabela 1, no que diz respeito aos componentes essenciais e a
combinacdo dos critérios, dificulta os estudos comparativos de prevaléncia da SMet entre as
diferentes populaces, bem como as variages geograficas (FORD e GILES, 2003; Diretriz
Brasileira de Diabetes, 2007).
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Tabela 1 — Critérios para diagndstico de sindrome metabdlica de acordo com diferentes organi zagdes
mundiais - Organizacdo Mundial da Satde (OMS, 1998), “National Cholesterol Evaluation Program

for Adult Treatment Panel 111" (ATP 111, 2001) e Federacdo Internacional de Diabetes (Internationa
Diabetes Federation (IDF, 2005).
Organizagao Par ametr os

Hiperinsulinemia ou regulacdo de glicose alterada e 2 outros fatores:

v TG*(mg/dL) > 150

v HDL® (mg/dL) < 35 PIH® e <39 PIM 7

v Tratamento anti-hipertensivo ou PA8 (mmHg) = 140 e/ou = 90
v

v

RCQ® > 0,90 PIH e > 0,85 PIM
Microalbumindria (mg/min) = 20

v 1Mc0> 30 kgm?

omst (1998)

Trés ou mais fatores:
v TG (mg/dL) > 150
v" HDL (mg/dL) < 40 P/H e < 50 PIM
v" PA (mmHg) =130 e/ou = 85

ATP 1112 (2001) v cctl(em)>102PH e > 83 PIM
v' Glicemiadejejum (mg/dL) = 110

CC elevada, de acordo com a etnia, mais 2 fatores:
v TG (mg/dL) > 150
v" HDL (mg/dL) < 40 P/H e <50 P/M
v" PA (mmHg) = 135 e/ou = 85

[ DF3 (2005) v’ Tratamento para dislipidemia e pressdo arterial
v Glicemiadejejum (mg/dL) = 100
"Organizacdo Mundial de Salde; “Adult Treatment Panel 1lI; JInternational Diabetes Federation;

“triglicerideos; °high density lipoprotein (lipoproteina de ata densidade); ®para homens; “para mulheres;
8oressdo arterial; °relacdo cintura quadril; °indice de massa corporal; “‘circunferéncia da cintura Fonte:
adaptado de OMSS, 1998; ATP 111, 2001 e IDF, 2005.

A prevaéncia de SMet € crescente e os valores aumentam de forma progressiva de
acordo com o0 aumento da idade. Em uma populacdo americana a prevaléncia de SMet,
guando ajustada para a idade, foi de 23,7%. Para a faixa etéria de 20-29 anos a prevaléncia é
de 6,7%, aumentando de forma brusca na faixa de 60-69 anos para 43,5% (FORD et al.,
2002). No Brasil, ndo foram encontrados registros de estudos que representem toda a
populacdo, mas estudos isolados como o de Pelegrini e colaboradores (2010) que mostram
uma prevaléncia de 28% no Distrito Federal, Rocha e colaboradores (2011) que demonstram
a prevaléncia de 65,3% em indigenas do Rio Grande do Sul. Contudo, estudos em diferentes
popul agcBes como a mexicana, a norte-americana e a asiatica revelaram preval éncias elevadas
da SMet, dependendo do critério utilizado e das caracteristicas da populaco estudada,
variando as taxas de 12,4% a 28,5% em homens e de 10,7% a 40,5% em mulheres (FORD e

GILES, 2003; GANG et a., 2004; AGUILAR-SALINAS et a., 2004; OH et al., 2004).
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3.2 Patogenia e 0 novo componente da SMet: DHGNA

No meio cientifico, a SMet e os fatores a ela associados encontra-se, atualmente,
como uma prioridade de pesquisa, visto seu alto impacto sobre a salde da populagdo em
geral e suarelacdo com as doencas cardiovasculares. Nesse contexto, as pesquisas, tanto em
humanos quanto em animais, tém sido largamente utilizados para melhor entender os
mecani smos fisiopatol 6gicos que regem a SMet (GANG et al., 2004; PALETAS et al., 2010;
MARQUES et d., 2010).

Este agravo metabdlico, como descrito anteriormente, tem como caracteristica chave
a Rl e esta, por sua vez, esta diretamente associada aos demais componentes, como o
diabetes tipo 11, por exemplo, e estes, geralmente, & obesidade (GARCIA et a., 2008). A
insulina € um hormonio secretado pelas células beta () das ilhotas pancreéticas e tem a
funcdo principal de manter os niveis de glicose nhormais, pois promove a captacdo celular
periférica da glicose, principalmente no musculo e no tecido adiposo, e reduz a producéo
hepatica de glicose pela diminuicdo da gliconeogénese e glicogendlise, aém de regular o
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas e promover o crescimento e divisdo celular.
Uma vez que ocorra alteracao da sensibilidade a insulina a disponibilidade de glicose, temos
0 que chamamos de resisténcia a insulina (WILCOX, 2005; LECLERCQ et a., 2007;
MUOIO e NEWGARD, 2008).

Inicialmente, a elevacdo nos niveis de glicose € compensada pelo aumento da
secrecdo de insuling, porém em um quadro hiperglicémico prolongado, como o observado no
diabetes tipo Il, essa secrecdo aumenta ainda mais, causando a diminuicdo da resposta,
aumento da resisténcia a agdo da insulina e diminuigcdo da funcéo da célula beta (WILCOX,
2005). Além disso, aRI € um fator de risco independente para o desenvolvimento do diabetes
tipo Il e da aterosclerose (DUNCAN et al., 2007). A Figura 1 mostra a via de sinalizagdo

desencadeada pelainsulina apos ligagdo com o receptor na membrana celular.

O diabetes tipo Il € caracterizado pela elevada concentracdo de glicose sanguinea,
decorrente, como citado anteriormente, da incapacidade insulinica em exercer seus efeitos
nos tecidos alvos. A deficiénciainsulinica observada no diabetes tipo |1 produz alteraces no
metabolismo dos carboidratos e desta forma, associa-se a obesidade, principalmente quando

se faz uso de dietas com elevado teor calérico, o que o torna um grande problema mundial,
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principalmente em paises desenvolvidos, onde os indices de prevaléncia sdo crescentes
(GASTALDELLI et al., 2002; DEFRONZO, 2004; WINZELL e AHREN, 2004).

Figura 1 — Viade sindizag8o desencadeada pela insulina apés ligagdo com o receptor na membrana
celular.

Autofosferilagdo Fa——

.
® Potassio,
e / Fosfato,

Magnésio
rg Plefosfatos N (i
S L]
b i Cm Substratosdo : '] '
®e Y e |

Glicogénio<—|
’ . Enzimas-
\_  Pwab alvo

A ligagdo da insulina na subunidade a do receptor da insulina culmina na ativacdo da tirosina cinase e esta
fosforila os substratos do receptor da insulina. Uma vez fosforilados, os substratos irdo desencadear uma série
de acOes, dentre elas a ativagdo da Pl-3 cinase (fosfoinositol-3-cinase) que, por sua vez, gera Pl-3 fosfatos e na
sequéncia a sintese e transocagdo dos transportadores de glicose (Glut4) para a membrana plasmética,
favorecendo a captacédo de glicose mediada pelainsulina Fonte: adaptado de Consitt et al., 2009.

Estudo de Gastaldelli e colaboradores (2002) mostra que em pacientes diabéticos o
acumulo de gordura visceral tem um impacto negativo no controle glicémico, decorrente da
diminuicéo da sensibilidade insulinica periférica e da acentuada gliconeogénese. Além disso,
0 desenvolvimento de enfermidades cardiovasculares, como a hipertensdo arteria,
aterosclerose, entre outras, podem ser advindas do diabetes (STEINBERG et a., 1996;
MOLNAR et al., 2005).

A hipertensdo arterial associada ao diabetes envolve vérios fatores, dentre eles, as
modificacBes vasculares, como a diminuicdo do relaxamento dependente do endotélio
decorrente do desbalanco redox e consequente disfuncéo endotelial vascular (REDON et al.,
2009). A hipertensdo associada a obesidade é decorrente da el evada secrecéo de leptina pelos
adipdcitos, situacdo diretamente relacionada com um aumento da atividade nervosa simpatica
(AIZAWA-ABE et d., 2000; ALVAREZ et a., 2002). Além disso, existe uma associagado do
indice de massa corporal com 0 aumento da pressdo sanguinea, dos niveis de glicose de
jelum, colesterol total, VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade) e LDL (lipoproteina



29

de baixa densidade) e diminuicdo dos niveis de HDL colesterol (lipoproteina de alta
densidade) (LAMON-FAVA et a., 1996).

A elevacdo dos écidos graxos livres no plasma, observada em pacientes obesos e com
um indice de adiposidade viscera elevado, tem um papel chave na patogénese da Rl através
de ages especificas que bloqueiam a transducdo de sinal insulinico, alterando, desta forma, o
transporte de glicose celular (SHULMAN, 2000; GASTALDELLI et a., 2002). Isso
acontece devido ao aumento da captacdo desses acidos graxos livres e consequentemente,
aumento dos seus metabdlitos (diacilglicerol, acetil Coenzima A gordurosa e ceramidas) no
meio intracelular. Uma cascata de fosforilagdo € ativada nos aminoacidos serina e treonina
dos substratos do receptor da insulina, desencadeada pela proteina cinase tetha (PKC6),
reduzindo a acéo de ativacdo da fosfoinositol-3-cinase (Pl3-cinase) e, consequentemente, 0S
efeitos da insulina na sintese e trandocacdo dos trasportadores de glicose (GLUT) e o
transporte de glicose para o interior celular propriamente dito, sdo reduzidos (SHULMAN,
2000), sugerindo, desta forma, uma associacdo direta da obesidade com o aparecimento do
diabetes e da RI, podendo ser mais exacerbada quanto maior for a concentracdo de glicose
ingeridanadieta (WILLET et al., 2002). A Figura 2 mostra o mecanismo de RI proposto por
Shulman (2000).

O tecido adiposo produz citocinas pro-inflamatérias que sdo marcadores de
inflamagdo sistémica, a exemplo da interleucina 6 (IL-6) e do fator de necrose tumoral alfa

(TNF-a), altamente correlacionados com o grau de obesidade (WISSE, 2004).

A IL-6 é produzida no tecido adiposo por macréfagos e adipocitos, e sua liberagdo
depende da concentragdo de gordura no corpo (WEISBERG et a., 2003). Esta induz ao
aumento da proteina C reativa, um forte marcador de risco metabdlico; aumento nos niveis
de fibrinogénio e, em células endoteliais e do musculo liso vascular causa 0 aumenta da
expressao de moléculas de ades&o e ativa sistemas |ocais de renina-angiotensina, favorecendo
0 dano e a inflamacdo da parede vascular, contribuindo desta forma com processos
ateroscleroticos (WISSE 2004; WASSMANN et a., 2004).
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Figura 2 — Mecanismo de resisténcia ainsulinainduzido pela obesidade.
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O aumento da disponibilidade de &cidos graxos para a célulaleva ao aumento na quantidade intracelular de seus
metabdlitos. Estes metabolitos, a exemplo do diacilglicerol, ativam uma cascata de fosforilagdo nos
amino&cidos serina e treonina dos substratos do receptor de insulina (IRS1 e IRS2), desencadeada pela PKCS8,
diminuindo a fosforilagdo do aminoé&cido tirosina. Ocorre entdo a diminuicdo da ativagdo da Pl 3-cinase,
reduzindo assim os efeitos da insulina na trandocag@o do transportador de glicose (Glut 4) e, desta forma,
diminui o transporte de glicose para o interior celular. Fonte: adaptado de Shulman, 2000.

O TNF-a representa um elo entre o desenvolvimento da RI e obesidade. 1sso ocorre
através da fosforilagdo em serina do receptor da insulina e do substrato do receptor da
insuling, resultando na diminuicdo da ativacdo da PI3-cinase, essencia para as agfes da
insuling, e, consequentemente induzindo a diminuicdo dos transportadores de glicose
funcionalmente disponiveis (WISSE, 2004). Fernandes-Real e colaboradores (1998)
demonstram que os niveis circulantes do receptor 2 do TNF-a séo proporcionais ao indice de
massa corporea, circunferéncia da cintura, massa de gordura livre, niveis de glicose e R,
mostrando esta citocina como um sistema de regulagdo da agdo da insulina na obesidade.
Além disso, o TNF-a contribui com a RI pela elevagdo nos niveis circulantes de écidos
graxos livres causados pela inducdo da lipdlise e estimulo da lipogénese no figado e no
tecido adiposo, e diminuicdo da secrecdo de adiponectina pelos adipocitos (KERN et al.,
2003; WISSE, 2004).
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Outra citocina liberada pelos adipécitos e crucial para o controle energético,
saciedade e ingestdo de alimentos é a leptina. Esta transmite informagbes sobre o
esgotamento ou acumulo dos estoques de gordura para o cérebro. Individuos obesos com
SMet geramente tém uma ata concentracdo de leptina circulante, porém mostram-se
resistentes ao efeito da leptina no hipotdlamo e, desta forma, a reducdo do apetite e 0
aumento do gasto energético ndo sdo ativados, e 0 peso corporal em excesso é mantido. Além
disso, outro efeito da leptina no organismo humano é o aumento da atividade simpética,
representando assim, um elo fisiopatoldgico entre a obesidade e a hipertensdo arterial no
homem (AIZAWA-ABE et a., 2000; WISSE, 2004).

Uma vez presente o quadro de RI, a supressdo da lipélise mediada por este hormonio
estara prejudicada, ou sgja, a degradacdo de lipidios sera favorecida, bem como a continua
migracdo de é&cidos graxos ao figado, acarretando no aparecimento de RI hepética e
consequente hiperinsulinemia. Esta, por sua vez, estimula a lipogénese de novo hepética,
elevando, desta forma, o acimulo de triglicerideos no figado e a lipase horménio sensivel no
tecido adiposo. Este estimulo eleva ainda mais a liberacéo de acidos graxos para a circulagéo
mantendo, desta forma, um circulo vicioso de liberacdo e captacdo de écidos graxos pelo
tecido adiposo e pelo figado, respectivamente, caracterizando assim um mecanismo
envolvido na patogenia das DHGNA pela diminuida acdo dainsulina (PAGANO et al., 2002;
BERTOLAMI, 2004; FONSECA, 2008). Além disso, 0 depdsito de gordura visceral
favorece a captagdo hepatica de acidos graxos, via circulagdo portal, pela sua favoravel
localizac&o e esse acumulo hepético de gordura € também acentuado pela captura dos lipidios
que chegam ao tecido a partir da alimentacdo, através dos quilomicrons (MATHIEU et al.,
2009). Dessa forma, os &cidos graxos, principal reserva de caloria no organismo, S30
considerados importantes mediadores dos efeitos do tecido adiposo como tecido endécrino
complexo na SMet.

O quadro de RI também leva a0 aumento da atividade da lipase hepética e da
producdo de apolipoproteina B, eventos associados com aumento das particulas de LDLs
pequenas e densas e diminuicdo da HDL; e com o aumento da sintese e secrecdo de
triglicerideos e VLDL pelo figado, respectivamente, contribuindo, desta forma, para o
aparecimento do quadro disiipidémico caracteristico da SMet (BERTOLAMI, 2004;
FONSECA, 2008). Desta forma, as alteracdes no metabolismo das lipoproteinas representam
amaior manifestagdo hepética de Rl (WILCOX, 2005).
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A dislipidemia é caracterizada por altos niveis de triglicerideos (TG), baixos niveis de
HDL e/ou pelo aparecimento de LDLs peguenas e densas (BERTOLAMI, 2004; ADIELS et
al., 2008). A mudanca no metabolismo de lipoproteinas é iniciada pela producéo hepética
excessiva de TG e VLDL pelo aumento da producéo de apolipoproteina B100. A VLDL é
liberada do figado, podendo ser convertida em IDL (lipoproteina de densidade intermediaria)
pela lipase lipoproteica presente no endotélio capilar dos vasos sanguineos (LPL;
“lipoprotein lipase™) e esta em LDL ainda nos vasos sanguineos. Esta, por sua vez, é ricaem
colesterol e catabolizada, principamente, através do reconhecimento hepético pelos seus
receptores LDL especifico. O aumento da lipase hepética esta associado com a hidrdlise dos
triglicerideos e fosfolipides nas particulas de LDLs pequenas e densas e HDL, causando
aumento e diminuicdo destas, respectivamente (BERTOLAMI, 2004 ; ADIELS et a., 2006;
ADIELS et al., 2008).

Outros fatores podem estar envolvidos na relacdo da obesidade visceral com o
metabolismo lipidico do figado aterado. Nesse sentido, a diminuicdo da secrecdo da
adiponectina, uma importante citocina liberada pelo tecido adiposo, acarretada pelo aumento
da producdo de substéncias pro-inflamatérias como o TNF-a, poderia contribuir para
diminuir o metabolismo das lipoproteinas hepéticas, uma vez que esta participa de processos
metabdlicos em vérios 6rgaos, incluindo o figado (KERN et al., 2003; ZECCHIN et a.,
2004). Assim, esta desregulagdo no metabolismo lipidico do figado e consequente
desenvolvimento de esteatose hepatica, didipidemia e RI, explicadas anteriormente, pode

representar papel chave na patogénese da SMet.

Todos os componentes da SMet correlacionam-se com a concentragéo de gordura no
figado e a progresséo desta aumenta com o grau de obesidade, fato que classificaas DHGNA
como mais uma manifestacdo da SMet (PAGANO et a., 2002; KELLEY et at., 2003;
QURESHI e ABRAMS, 2007). Marchesini e colaboradores (2003) avaliaram a prevaléncia
de SMet em portadores de DHGNA e observaram que esta aumenta com o aumento do indice
de massa corporal, de 18% em individuos com o peso normal para 67% em individuos

obesos.

A DHGNA é uma doenca cronica caracterizada pela infiltragdo de gordura no figado
na auséncia de consumo cronico de @cool ou outras causas conhecidas de doenca hepética,

podendo progredir para esteatohepatite ndo alcodlica, a qual é caracterizada por esteatose,
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inflamagdo e fibrose, e em Ultimo estagio levando a cirrose e hepatocarcinoma (QURESHI e
ABRAMS, 2007; GENTILE e PAGLIASSOTTI, 2008).

Estima-se que a DHGNA, uma doenca do figado comum nos Estados Unidos, mas
com prevaléncia aumentada em todo mundo, afeta em torno de 25-30% da populacdo geral,
10% de criancas e até 80% de individuos obesos e diabéticos (WIECKOWSKA et al., 2007,
GENTILE e PAGLIASSOTTI, 2008). No Brasil, Cotrim e colaboradores (2011) observaram
gue a DHGNA é mais frequente em homens assintométicos e o frequente diagndstico
histolégico encontrado foi de esteatohepatite com fibrose, somando-se a um numero

significativo de casos com cirrose.

A progressao das DHGNA ¢é explicada pela hipotese dos dois hits, proposta
primeiramente por Day e James em 1998. Nesta, o primeiro hit corresponde a esteatose
simples e envolve o acimulo de TG no figado, condi¢do que sozinha desencadeia RI e cria
um circulo vicioso de disfun¢Bes metabdlicas, como explicado anteriormente, propiciando
assim condigdes para 0 desenvolvimento ou aparecimento do segundo hit, que envolve
inflamag&o, fibrose e morte celular, caracteristicas de esteatohepatite. Véarios fatores estéo
envolvidos na progressdo deste segundo hit, e devido ao figado gorduroso ser mais
susceptivel ao estresse oxidativo, este constitui um dos principais fatores (VIDELA et al.,
2004). Nesta condicdo, a producéo elevada de espécies reativas de oxigénio pela disfungdo
mitocondrial ocorre no figado, resultante da sobrecarga do sistema de oxidagdo dos acidos
graxos de cadeia longa, e em sequéncia, a peroxidagdo lipidica e ainducdo de citocinas pro-
inflamatdrias promovem a progressdo da esteatohepatite para fibrose e finalmente cirrose
(WIECKOWSKA et a., 2007; GENTILE e PAGLIASSOTTI, 2008). Nesse contexto,
condicdes propicias para gerar 0 segundo hit, como por exemplo, aguelas rel acionadas com a
SMet (obesidade, diabetes), contribuem para causar lesdo hepética, culminando com
esteatohepatite e, ao longo do tempo, a doenca hepatica em estégio final. A Figura 3 mostra

um esguema simplificado da hipétese dos dois hits.



Figura 3 — Esgquema simplificado da hipétese dos dois hits.
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O primeiro hit corresponde a esteatose simples e envolve o acimulo de triglicerideos no figado, desencadeado
na presenca de obesidade e SMet. Varios fatores estéo envolvidos no aparecimento e progressao do segundo hit:
estressantes ambientais (como o consumo de dietas “high fat”), a producdo de citocinas, espécies reativas de
oxigénio e o dano mitocondrial. O segundo hit envolve inflamaggo, fibrose e morte celular caracteristico de
esteatohepatite Fonte: adaptado de Mantena et al., 2008.

A insulina promove aformagdo de matriz extracelular e pode determinar a progresséo
da fibrose pela ac8o desta no estimulo de fatores de crescimento (PARADIS et al., 2001).
Além disso, 0 estresse oxidativo exacerbado poderia modular as fungdes das células de
Kupffer através da ativacdo de fatores de transcricdo que aumentam a expressdo de genes
relacionados com mediadores pré-inflamatorios e fibrogénicos (VIDELA et a., 2004,
ARAYA et d., 2006). Somando-se, estudos mostram que a apoptose pode ser consequéncia
da acdo toxica dos é&cidos graxos livres de cadeia longa sobre os hepatdcitos pela
desregulacéo do metabolismo lisossomal e por induzirem estresse no reticulo endoplasmético
(FELDSTEIN et al., 2004; WEI et a., 2006). O TNF-a de origem hepatica e tecido adiposo

também esta4 envolvido no processo da apoptose pela inducdo da liberacdo de espécies



35

reativas de oxigénio e caspases da mitocondria (GUICCIARDI et al., 2000; QURESHI e
ABRAMS, 2007; MARIAPPAN et al., 2009).

Ainda ndo existe um marcador especifico para diagnosticar as DHGNA. Contudo,
métodos comuns de imagem, como a tomografia computadorizada e ultrassonografia, séo
utilizados. Entretanto, existe uma limitagdo na utilizagdo destas pela limitada sensibilidade e
especificidade. Informagfes como a presenca de inflamagéo, fibrose e se a esteatose é micro
ou macrovesicular so6 sdo obtidas por biopsia hepatica, que é considerada o “padrdo ouro”
para quantificacdo de gordura no figado e diagndstico da esteatohepatite (KOTRONEN e
YKI-JARVINEN, 2007; WIECKOWSKA et a., 2007).

No geral, os testes laboratoriais que sao rotineiramente incluidos na avaliagdo de
pacientes com suspeita de DHGNA incluem a andlise sérica de enzimas como a aanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP) e gama
glutamil transferase (y-GT), uma vez que atividade elevada é indicativa de lesdo hepética,
porém esta elevacdo ndo € observada em todos os individuos com diagnéstico de DHGNA, o
gue limita a investigacdo, instigando, desta forma, a busca por novos biomarcadores ideais,
isto € que sgiam reprodutiveis, de baixo custo, facilmente disponiveis e que estgjam
envolvidos no mecanismo patofisiolégico deste agravo (MOFRAD et a., 2003;
KOTRONEN e YKI-JARVINEN, 2007; WIECKOWSKA et al., 2007).

Nesse contexto, biomarcadores séricos ndo invasivos que reflitam a patofisiologia da
doenca, como os de estresse oxidativo, inflamacdo, apoptose e fibrose, tém sido avaliados,
porém estudos prospectivos e de validagao ainda sGo necessarios, Visto que encontram-se em
fase inicial de investigagdo (FELDSTEIN et a., 2004; HOROZ et d., 2005; RATZIU et d.,
2006; WIECKOWSKA et a., 2007).

Diversos estudos com ratos e camundongos demonstram a presenca de DHGNA pelo
uso de dietas “high-fat” (MURAYAMA et al., 2009; WADA et d., 2010; FRAULOB ¢t a.,
2010; MEIJER et al., 2010). Nesse contexto, € importante salientar a importancia dos acidos
graxos dietéticos para o aparecimento de DHGNA, bem como da necessidade de medidas de
intervencdo dietética, além das farmacoldgicas, no tratamento e/ou controle deste agravo,
salientando também a importancia da abordagem multidisciplinar na gestéo das desordens
gue abordam a SMet, como as DHGNA. A Figura 4 mostra os caminhos chaves na
patogénese da DHGNA.
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Figura 4 — Caminhos chave na patogénese da DHGNA.
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A obesidade, induzida tanto por fatores genéticos quanto ambientais, causa a maior liberacdo de écidos graxos
do tecido adiposo para a corrente sistémica. Estes, por sua vez, podem levar ao aparecimento de RI e
hiperinsulinemia. Esta condicdo favorece a maior liberagdo de &cidos graxos pela supressdo da lipolise
diminuida no tecido adiposo. A liberacdo de TNF-a pelos adipdcitos também contribui, por mecanismo
semelhante ao dos é&cidos graxos, para o aparecimento da RI e hiperinsulinemia. Na sequéncia, ocorre a maior
captacdo de &cidos graxos pelo figado e aparecimento de RI e hiperinsulinemia hepética. O aumento, induzido
por esta condicdo, de apolipoproteina B e da lipogénese de novo hepética causam, juntamente com a
concentracdo de &cidos graxos elevado, o aciimulo de TG, caracterizando assim a esteatose hepética e a maior
liberacdo para a corrente sistémica da lipoproteina VLDL. O acumulo de gordura hepatica causa dano
mitocondrial, culminando na liberagdo de caspases (que participam do processo de apoptose celular) e maior
producdo e liberagdo de espécies reativas (envolvidas no processo inflamatério e fibrético). A
RI/Hiperinsulinemia também contribuem diretamente com o processo fibrético. O quadro inflamatério e
fibrético, juntamente com o acimulo de gordura, constituem a esteatohepatite. Fonte: Adams et a., 2005;
Cobbold et al., 2010.

3.3 Papel do balanco redox na SMet e DHGNA

O estado redox normal é caracterizado pelo equilibrio orgénico entre a producdo de
substéancias oxidantes e a remocdo destas por aquelas ditas antioxidantes. Uma vez alterado
esse equilibrio (desbalanco redox), seja pela elevada producdo e concentragéo das oxidantes
e/ou pela diminuicdo das antioxidantes, o efeito biologico benéfico de participacdo na
regulagdo em vérios mecanismos fisiol0gicos chaves passa a ser citotoxico, podendo reagir
diretamente com varios alvos intracelulares como lipidios, proteinas e DNA, e desta forma,
possuindo um papel chave na génese e desenvolvimento de doengas como agquelas
observadas na SMet (ZALBA et al., 2001; WEYDERT e CULLEN, 2009; WIRTZ et a.,
2009).

As principais fontes de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON) nos

sistemas fisiol6gicos s80 a mitocondria, através da cadeia transportadora de elétrons
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(MANTENA et a., 2008), a NADPH oxidase, que catalisa a reducdo de um elétron do
oxigénio molecular para gerar anion radical superéxido (‘O,) usando NADPH como doador
de elétron (SONTA et a., 2004), a mieloperoxidase (VAZ e AUGUSTO, 2008), a enzima
sintase do Oxido nitrico (NOS) desacoplada (SHINOZAKI et al., 2000).

A producdo cronica de ERONs, pelo aumento da atividade da NADPH oxidase,
excede a capacidade dos antioxidantes celulares enzimaticos, como a GPx e as formas de
SOD. Além disso, a NADPH oxidase pode ser ativada e regulada por diversos fatores, como
forcas mecéanicas, hormoénios e citocinas, dentre eles a trombina, TNF-q, interleucina-1, LDL
oxidada (GRIENDLING et al, 2000; CAl et al., 2003; DUSTING et a., 2005; FURUKAWA
et a., 2004; ROBERTS et al., 2006). Estudo de Furukawa e colaboradores (2004) demonstra
que o aumento de ERO na obesidade esté associado com o aumento da expressdo da NADPH
oxidase e diminui¢éo da expressdo de enzimas antioxidantes como a CAT e a SOD no tecido
adiposo, mostrando gque a obesidade pode induzir ERO sistémica. A atividade da NADPH
oxidase elevada também contribui com outras alteragdes clinicas como o diabetes e a
hipertensdo, pelo aumento da producéo de ‘O, situacdo observada na patogenia da SMet
(SONTA et a., 2004; XU et al., 2008). Somando-se, estudo de Roberts e colaboradores
(2006) mostra que o estresse oxidativo na SMet induzida por dieta “high-fat” € acompanhado
de uma regulagdo elevada da NADPH oxidase e uma baixa regulacdo de enzimas chave no
sistema de defesa antioxidante (a SOD e a glutationa peroxidase) nos rins e na aorta de ratos,

eisto foi associado com um aumento da peroxidacdo lipidica plasmaética.

Grandes quantidades de "O, formados captam o 6xido nitrico (NO) biodisponivel,
promovendo, desta forma, a formacdo de outro tipo de espécie reativa com elevada
citotoxicidade, o peroxinitrito (ONOQ") (DIEDERICH et a., 1994, VANHOUTTE, 2001).
O 'NO é um radical livre com agdo antioxidante e vasodilatadora, sintetizado a partir da
oxidac&o do aminoécido L-arginina, que é transformado em Oxido nitrico e L-citrulina sob a
acao catalizadora da enzima NOS (PALMER e MONCADA, 1989), existente no organismo
sob trés isoformas: a sintase do Oxido nitrico endotelial (eNOS), a sintase do éxido nitrico
neuronal (NNOS) e a sintase do Oxido nitrico induzida (iINOS) (FORSTERMANN et al.,
1993).

Reducdo nos niveis de tetrahidrobiopterina (BH4) em animais com RI leva a
producdo aumentada de ‘O, na vasculatura. A BH4 é um cofator essencial para a atividade da

NOS e uma vez reduzidos os niveis deste cofator, a NOS fica desacoplada, catalizando a
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formacéo de ‘O, ao invés de "NO (SHINOZAKI et al., 2000). Além disso, a Rl diminui a
producdo de ‘NO via sinadizagdo insulinica, uma vez que a ativacdo da PI3-cinase é
necessaria para a ativacéo da AKT e na sequéncia, da NOS endotelial (Figura 5) (NADRUZ
JR e FRANCHINI, 2004).

Figura 5 — Diminuig&o da producdo de ‘NO via sinalizagdo insulinica
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A ativagdo prejudicada da PI3K via sinalizag8o insulinica diminui a ativagdo da eNOS e, consequentemente, a
producéo de ‘NO catalizada por esta. Fonte: adaptado de Nadruz Jr e Franchini, 2004.

A hiperglicemia também é uma fonte geradora de espécies reativas, como o0 ‘O,
através da auto-oxidacdo da glicose, da ativacao da via poliol para degradacdo da glicose em
excesso e da glicosilacdo de proteinas (WOLFF e DEAN, 1987; WAJCHENBERG, 2002;
YAN et a, 2003; CERIELLO, 2005).

As defesas antioxidantes mais relevantes no citoplasma incluem a SOD (enzima
envolvida na dismutacdo de ‘O, com producédo de peréxido de hidrogénio (H.O,)), a CAT
(enzima que decompde o H,O, em &gua e oxigénio) e a GPx (principal enzima antioxidante
no citoplasma e mitocéndria que metaboliza H,O, em &gua), enquanto que no plasma,

moléculas como o0 acido ascorbico, vitamina E e flavondides, provenientes da dieta,
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respondem pela maior atividade antioxidante (WOLIN, 2000; DROGE, 2002; MARITIM et
al., 2003). Animais com perfil para SMet possuem uma diminuicdo de antioxidantes
enddgenos, a exemplo dos estudos de Beltowski e colaboradores (2000), que demonstraram
diminuicéo da atividade da SOD em ratos obesos, diabéticos e com niveis de triglicerideos
elevados.

Como explicado anteriormente, 0 estresse oxidativo participa da progressdo das
DHGNA (QURESHI e ABRAMS, 2007). Vérios caminhos oxidativos podem exercer um
papel principal no aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio na esteatohepatite,
incluindo a mitocondrial, citocromo P-450, mieloperoxidases, 6xido nitrico sintase (VIDELA
et a., 2004; UCHIYAMA et d., 2006; WIECKOWSKA et a., 2007; MANTENA et a.,
2008).

Mantena e colaboradores (2008) apontam um mecanismo de inducéo de estresse
oxidativo, ruptura da sinalizacdo do ‘NO e disfungdo mitocondrial pela obesidade, como os
principais eventos moleculares que aceleram a progresséo da esteatose para esteatohepatite e

fibrose. A Figura 6 mostra esse mecanismo detal hadamente.

Muitas enzimas chaves dos sistemas de oxidagcdo dos acidos graxos sdo reguladas
pelo receptor alfaativado por proliferador de peroxissomo (PPAR0). Deficiéncia na oxidagéo
induzida por este receptor ou a sobrecarga da oxidagdo por via peroxissomal (ao invés da
mitocondrial, por disfuncdo desta), causa defeitos no metabolismo energético e favorece o
desenvolvimento de esteatohepatite, pelo aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (REDDY, 2001). Somando-se, a Rl pode predispor o estresse oxidativo pela
diminuicéo da oxidacdo de écidos graxos mitocondriais (QURESHI e ABRAMS, 2007).
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Figura 6 — A obesidade corrompe o funcionamento do sistema de fosforilagdo oxidativa na
mitocondria.
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A obesidade corrompe o funcionamento do sistema de fosforilagdo oxidativa na mitocondria, resultando na
geracado de ‘O, dentro dos complexos| elll. O O, é entdo dismutado para H,O, pela y,SOD e pode difundir da
mitocdndria para o citoplasma e afetar outras vias de sinalizagdo celular. A obesidade também causa aumento
na expressdo da iNOS, devido a infiltracdo de células inflamatérias e via indugdo em células de Kupffer,
hepatécitos e células epiteliais hiliares, que leva a difusdo do "NO para dentro da mitocondria, onde inibe o
citocromo ¢ oxidase e altera o controle da respiragdo mitocondrial dependente de ‘NO, reage com ‘O, para
formar ‘'ONOO". O H,0,, ‘0O, e ‘'ONOO" podem iniciar reagdes que levam ao aumento da geracdo de espécies
reativas de lipidios, induzir modificagdes de proteinas e danos ao DNA mitocondrial. O H,0, em excesso pode
também alterar a capacidade antioxidante das enzimas catalase e glutationa peroxidase, responsaveis pela
detoxificacdo deste radical livre. Fonte: adaptada de Mantena et al., 2008.

Vérias condigcbes sio favoraveis ao aparecimento do desbalanco redox, incluindo
condicOes dietéticas pelo uso de dietas ricas em gordura e aglicar (MOLNAR et al., 2005;
ROBERTS et a., 2006; GUEDES, 2009; MARTINS et al., 2010). Este comportamento
dietético é relacionado com o aparecimento das complicacBes que compdem a SMet. Desta
forma, torna-se interessante a utilizagcdo de modelos animais para este agravo com base na
dieta praticada pelas populacdes, principalmente aquelas ocidentalizadas, e a avaliagéo de
suas repercussdes metabdlicas pode fisiopatol ogicamente ser realizada, incluindo as DHGNA
(GADJA et a., 2007). Nesse contexto, Uchiyama e colaboradores (2006) mostraram que a
dieta “high-fat” causou um actmulo de lipidios no figado em camundongos deficientes de
cuiznSOD, pela diminuicdo da secrecdo de TG hepético devido a degradacdo de
apolipoproteina B no figado e no plasma, sugerindo que o estresse oxidativo acentua o
acumulo de lipideo hepético e assim, participa da progresséo das DHGNA em modelos

animais.
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3.4 SMet e seus agravos no processo de envelhecimento

O processo de envel hecimento precoce, observado na populacdo atual mente, pode ser
consequéncia direta das mudancgas no estilo de vida, em especia ao ritmo acelerado dos
grandes centros urbanos associado, muitas vezes, afalta de tempo para a prética de exercicios

fisicos e ao comportamento alimentar desregulado.

Como ja explanado anteriormente, a prevaléncia da SMet aumenta proporcional mente
ao avanco da idade e também em pacientes com DHGNA, indicando a idade avancada como
um fator critico para o aparecimento de agravos metabdlicos (FORD et a., 2002;
MARCHESINI et a., 2003; GRUNDY et a., 2004). Além disso, situactes de estresse
crbnico, como a ingesta constante de dietas com alto teor calérico, por exemplo, na idade
avancada, também contribui para o aparecimento mais precoce de doencas metabdlicas
(SINCLAIR, 2005; BAUR et al., 2006; GUPTE et d., 2010).

O principal fator que contribui para o processo do envelhecimento e o aparecimento
mais precoce de doengas metabodlicas € o estresse oxidativo, e durante este processo de
envelhecimento, a NADPH oxidase € uma das principais fontes de espécies reativas de
oxigénio (HAMILTON et al., 2001; PARK et a., 2007; SALMON et d., 2010).

A diminuicao da biodisponibilidade de "NO pode também acontecer com o avanco da
idade e n&o apenas pela presenca de patogenias que envolvam esta diminuigdo. Sendo assim,
a idade avancada constitui um fator de risco para 0 aparecimento de doencas
cardiovasculares, e a elevacdo de espécies reativas de oxigénio associada a este avanco € o
fator que contribui para o prejuizo da funcéo endotelial e vasodilatacdo dependente desta,
contribuindo com o aparecimento de doencas como a hipertensdo arterial (HAMILTON et
al., 2001; DAl e RABINOVITCH, 2009).

A idade € um fator de risco para aterosclerose e na condicdo de exposicdo a dieta
“high-fat”, animais idosos desenvolvem mais intensamente a aterosclerose e outros fatores
relacionados & SMet que animais jovens, sugerindo que o envelhecimento acentua os efeitos
metabdlicos e vasculares da dieta “high-fat” pelo aumento do estresse oxidativo associado a
esta condicdo (COLLINS et a., 2009).

A idade avancada acentuou a esteatohepatite induzida por dieta “high-fat” em

camundongos “knockout” para o receptor de LDL em estudo de Gupte e colaboradores
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(2010) de tal forma que a esteatose hepdtica, inflamagdo, fibrose, estresse oxidativo e
marcadores de lesdo hepética estavam muito mais acentuados em camundongos idosos
versus jovens. Esses dados demonstram a contribuicdo do processo de envelhecimento no
agravamento e progressdo das DHGNA associada a dieta “high-fat”. Além disso, essa
contribui para 0 processo de senescencia celular, contibuindo para a patogénese de doencas
associadas ao consumo desta (SONE e KAGAWA, 2005).

Sendo assim, na relacdo existente entre envelhecimento e estresse oxidativo e destes
com o0s agravos relacionados a SMet e a progressdo de DHGNA, faz-se necess&rio a
investigacdo mais aprofundada das possiveis vias metabdlicas envolvidas nestes processos,
associadas ao fator que predispde: o consumo de dieta “high-fat”, mimetizando, desta forma,
a inadequada pratica alimentar observada atualmente pelo consumo de dietas com elevado

teor cal6rico e o aparecimento da SMet.
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4 MATERIAISE METODOS

4.1 Animais e delineamento experimental

Foram utilizados camundongos machos isogénicos, da raga C57BI/6J (Figura 7A),
jovens [com idade variando entre 6 a 8 semanas (21.5 + 0.46 g)] e idosos [com idade
variando entre 53 a 57 semanas (30.9 + 0.59 g)] provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

Os animais foram mantidos em condi¢des padréo de experimentagdo animal, em um
espaco especifico, Laboratério Experimental para Camundongos do Laboratorio de
Reatividade Cardiovascular (LRC), localizado no Instituto de Ciéncias Biol6gicas e da Salde
(ICBS), onde tiveram livre acesso a &gua e alimentagdo ad libitum, ambiente com ciclo de
luminosidade de 12 horas (7:00 as 19:00 h), temperatura variando entre 21 + 2,0 °C e
condi¢Bes adequadas de higienizagdo. A ética durante todo o tratamento e sacrificio destes
animais foi obedecida, evitando-se a0 maximo o sofrimento dos mesmos. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFAL (Protocolo 005208/2010-46).

Os animaisjovens (n total = 25) e os animaisidosos (n total = 28) foram divididos em
quatro subgrupos. grupo controle (“n” jovem = 8 e “n” idoso = 5), que recebeu dieta chow
(CT); grupo dieta hipercaldrica (“n” jovem = 9 e “n” idoso = 5), que recebeu dieta
hipercal 6rica (DHC); grupo dieta hipercal érica + tempol (“n” jovem =4 e “n” idoso = 9), que
recebeu dieta hipercalérica e tratamento com o tempol na &gua de beber (DHC + Tempol);
grupo dieta hipercaldrica + apocinina (“n” jovem = 4 e “n” idoso = 9), que recebeu dieta
hipercal 6rica e tratamento com a apocinina na agua de beber (DHC + Apocinina). A Figura

7 B e C ilustra as dietas utilizadas no estudo, “chow e hipercaldrica, respectivamente.

O tratamento dietético experimental aconteceu em um intervalo de 14 semanas, sendo
o tratamento farmacol dgico iniciado na 4% semana (+ 3 dias) de intervencao dietética (periodo
onde comega a ocorrer aumento da glicose) até o final desta, ou sga, com duracéo total de 10

semanas.



Figura 7 — Camundongos C57BL/6 (A) e dietas utilizadas no estudo, “chow”(B) e hipercaldrica (C).
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4.2 Dieta hipercalérica

A dieta hipercaldrica utilizada continha 58,4% (GUEDES, 2009) das caorias
provenientes dos lipidios, foi manipulada no LRC de forma asséptica e oferecida aos animais
sob a forma de pellet. A dieta chow (Nuvilab®) continha 14% calorias provenientes dos

lipidios. A Tabela 2 mostra a composi¢cdo dos macronutrientes das dietas utilizadas.

Tabela 2. Distribuicdo cal 6rica percentua dos macronutrientes das dietas chow e hipercal érica.

Macronutriente Dieta chow Dieta hipercalorica
Carboidratos (% calérica) 63,0 26,6
Proteinas (% cal6rica) 23,0 15,0
Lipidios (% calorica) 14,0 58,4

Fonte: Guedes, 2009.

4.3 Tratamento far macol égico

No tratamento farmacologico foram utilizados o tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametil piperidina-1-oxil), um mimético da superéxido dismutase (WILCOX, 2010), na
dose de 50 mg/kg de peso corporal e diluido na &gua de beber, e a apocinina (4-hidroxi-3-
metoxiacetofenona), um inibidor seletivo da NADPHox (STEFANSKA e PAWLICZAK,
2008), também na dose de 50 mg/kg de peso corporal e diluido na &gua de beber. Antes de
iniciar o tratamento farmacol 6gico foi mensurado, diariamente, a ingestéo liquida para saber,
em média, a quantidade de agua ingerida pelo grupo afim de utilizar este dado para gjustar a
dose dos farmacos utilizados no estudo. Sendo assim, a dose foi gjustada baseada na média
de peso corporal semanal e na média de &gua ingerida semanal por cada grupo tratado

farmacol ogicamente. O tratamento prosseguiu até o dia do sacrificio.
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4.4 AvaliagBesin vivo
4.4.1 Ingesta alimentar

A ingesta alimentar dos animais foi avaliado trés vezes por semana em balanca semi-
analitica (0,001 g; Shimatzu®) durante todo o tratamento dietético experimental.

4.4.2 Peso cor por al

O peso corporal dos animais foi avaliado em balanca semi-analitica (0,001 g;
Shimatzu®), antes, durante (semanalmente, respeitando os mesmos dias e horérios da
semana) e ao final do tratamento dietético experimental.

4.4.3 Glicose dejegjum

Os niveis de glicose foram determinados semanalmente pela leitura no aparelho
“Optium Xceed” (Abbott®). Para tanto, os animais foram mantidos em jejum de 12 horas e
em seguida submetidos a coleta de sangue a partir da veia caudal, apds um pequeno corte na

ponta da cauda do animal.
4.4.4 Avaliacdo datolerancia a glicose e sensibilidade a insulina

Apbs restricdo alimentar noturna de 12 horas, o teste de tolerancia a glicose foi
realizado através da aplicagdo intraperitoneal de 2 g de glicose/kg de peso corporal. Foi
coletada uma gota de sangue (veia caudal) para verificagdo da glicemia no momento anterior
a aplicacdo (glicemia de jejum) e apbs a aplicacdo, de forma temporal, nos intervalos de 15,
30, 60, 90 e 120 minutos (MOLNAR et a., 2005). O aparelho utilizado paraleitura glicémica
foi 0 “Optium Xceed” (Abbott®).

Para a realizacdo do teste de sensibilidade a insulina, os animais foram mantidos no
estado alimentado e seguiu-se com a aplicacéo intraperitoneal de 0,75 U de insulina’kg de
peso corpdreo. A insulina utilizada foi de acgo rapida (Humulin®). Os niveis de glicose foram
avaliados, assim como no teste supracitado, no momento anterior a aplicacdo e de forma
temporal nosintervalos de 15, 30 e 60 minutos (MOLNAR et al., 2005).

4.5 Sacrificio dos animais
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ApGs jeum noturno de 12 horas, os animais foram anestesiados com cetamina/xilasina
(110/20 mg/kg; i.p.) e em seguida, sacrificados por puncdo cardiaca. O fluido sanguineo
coletado durante a puncdo foi transferido para tubos tipo “eppendorf” de 1,5 mL
heparinizados (25 Ul/mL). Em seguida, centrifugou-se o material biolégico a 3500 rpm por
10 minutos a 4 °C, objetivando-se a separacdo do plasma e do componente eritrocitario. As
gorduras viscerais epididimal, perirenal e mesentérica foram retiradas dos animais, assim
como o figado, coragdo, pulm&o, rim, intestino e musculo, em seguida pesados em balanca
semi-analitica e estocados, juntamente com o plasma e o componente eritrocitario, em freezer
-86 °C para andlises posteriores. O 0sso tibia direito foi removido para avaliacdo do
crescimento animal, e para a medida do comprimento do mesmo foi utilizado um paquimetro

(Tramontina®).

Apos a pesagem do figado total, antes do procedimento para armazenamento em -86
°C, foram realizados dois cortes longitudinais de aproximadamente 5 mm de espessura no
|6bulo direito destinado a andlise histol6gica. Outros fragmentos de pesos conhecidos foram
realizados para as demais andlises (perfil lipidico total e balanco redox, descritos mais
adiante) e o tecido remanescente foi estocado separadamente em outro tubo. Para minimizar
variagoes provindas de diferentes localizagdes do 6rgdo, os fragmentos foram obtidos através

do mesmo tipo de corte nos diferentes animais.

4.6 Peso relativo tecidual

Os tecidos retirados para avaliagdo de peso tecidual foram: gorduras visceral
epididimal, perirenal e mesentérica, figado, coragdo, pulméo, rim, intestino e musculo. Foram
pesados em balanca semi-anaitica (0,001 g; Shimatzu®) e todos os valores foram

normalizados pelo peso corporal de cada animal e os resultados demonstrados em percentual.

4.7. Avaliagdes sistémicas
4.7.1 Avaliacéo do perfil lipidico plasmatico

Os niveis de colesterol e triglicerideos foram mensurados através de Kit comercial

(Labtest™) adaptado para microplaca, observando-se as recomendacdes do fabricante (Figura
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8) (FAZIO, 1997). Sucintamente, as amostras de plasma foram diluidas em tampao PBS 0,01
M na proporc¢do de 1:100 para colesterol, e 1:50 para triglicerideos. Em seguida, 100 pL do
reagente para cada teste (colesterol e triglicerideos) foi adicionado a uma aliquota de 100 pL
da amostra diluida. Em seguida, adicionou-se 100 uL dos padrdes e a mesma quantidade de
reagente para cada teste a placa. Ap6s homogeneizagdo e incubacdo a 37 °C durante 10
minutos em banho-maria, a absorbancia foi determinada em leitor para microplaca (Thermo
Scientific®) no comprimento de onda de 492 nm. Utilizando as equacbes de Friedewald
(FRIEDEWALD et a., 1972), estimou-se as concentracfes de VLDL (VLDL = TG/5).

Figura 8 — Esquema para dosagem em microplaca.

Os pogos sao representados verticalmente por letras (A-H) e horizontalmente por nimeros (1-12). Nos pogos, a
letra B representa o branco (1 e 2), P, os pontos da curva (1-6) e A, as amostras bioldgicas (1-40). Todos os
pontos foram realizados em duplicata. Fonte: Souza, 2009.

4.7.2 Mensuracao dos mar cador es de funcéo e lesdo hepética

A andlise da funcdo e da lesdo hepética foi realizada através da mensuragdo das
concentracdes plasméticas de albumina, alanina aminotrasferase, aspartato aminotrasferase
(AST), fosfatase alcalina (ALP), gama glutamiltransferase (y-GT) e desidrogenase |&tica
(LDH). Para andlise destes marcadores, o plasma obtido a partir do sangue coletado por
puncdo cardiaca no momento do sacrificio dos animais, conforme descrito no item 4.5, foi

utilizado. Apds esse procedimento, diluiu-se o material bioldgico em PBS 0,01 M ou solugdo
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salina 0,9 %, de acordo com o parametro a ser analisado. A concentragéo de proteinas totais
(PTNs) foi medida através do método colorimétrico de Bradford (1976) com leitura
espectrofotométrica a 595 nm e as demais andlises foram realizadas através de kits
colorimétricos comerciais Labtest®, conforme instrucdes do fabricante, e adaptado para
microplacas. A razdo AST/ALT foi obtida pela divisdo da atividade plasmética destas

enzimas.
4.7.3 Avaliacéo da peroxidacdo lipidica plasmatica

O ensaio utiliza como marcadores de peroxidacdo lipidica as substancias reativas ao
&cido tiobarbitirico (TBARS), principalmente o malonildialdeido. A mensuracdo dos
metabdlitos peroxidados foi realizada em microplacas pelo método descrito por Wallin e
colaboradores (1993) com adaptagbes realizadas por Rabélo (2004). Sucintamente,
utilizaram-se 100 yL de material biolégico diluido em PBS 0,01 M (diluigdo 1:5). Em
seguida, este material foi submetido a reacdo com 1000 pL de uma solucdo do é&cido
tiobarbitdrico (TBA, 1,3%:; p/v; Sigma®, USA). Uma curva padréo foi preparada com 190 pL
de diferentes concentragdes de 1,1,3,3-tetra-metoxi-propano (0-7,5 nmol/L, Sigma®, USA) e
10 pL de hidroxitolueno butilado (BHT). Este material foi aguecido a 100 °C por 60 minutos,
resfriados a 4 °C por 10 minutos para finalizar a reacdo. Na sequéncia, procedeu-se a
centrifugagdo a 3000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. A leitura foi realizada em
um leitor para microplacas (Thermo Scientific®), tendo-se como comprimentos 532 e 600

nm.

Os dados obtidos foram normalizados pela concentracdo de proteinas plasmaticas
(Método de BRADFORD, 1976).

4.8 AvaliacOes locais (hepaticas)
4.8.1 Obtencdo do homogenato hepético

Para obtencdo do homogenato, o tecido hepético foi triturado em tampéo de lise
celular RIPA (Tampéo para radioimunoprecipitacdo) na proporcéo de 1:10 até obtencdo de
um homogenato. Em seguida, o materia foi sonicado por 10 segundos e centrifugado (5000
rpm por 1 hora). O sobrenadante foi entdo utilizado para dosagens enziméticas e avaliagdo da

peroxidacao lipidica.
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4.8.2 Avaliacao da peroxidacao lipidica hepatica

A metodologia utilizada para mensuracdo da peroxidacdo lipidica hepatica foi
realizada semelhante a do plasma (ver item 4.7.3.), porém sem dilui¢do do material biolgico
e os dados obtidos foram normalizados pela concentracéo de proteinas hepéticas (M étodo de
BRADFORD, 1976).

4.8.3 M ensuracéo da atividade da SOD hepatica

Para mensuragdo da atividade da enzima SOD foi utilizado o kit comercial Fluka® e
foi realizado em microplaca (Nunc®, Dinamarca) conforme instrugdes do fabricante. O
método é baseado na utilizacdo de um sal hidrosoluvel, o WST-1 (2-(4-lodofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H tetrazdlio, sal monosddico), que é reduzido pelo anion
radical superéxido (‘Oy). O produto desta reacdo é o cromégeno “formazana”. A taxa de
reducdo é linearmente relacionada a atividade da enzima xantina oxidase (XO) que, por sua
vez, € inibida pela SOD. Assim, a atividade desta Ultima é expressa como porcentagem de
inibicdo da X O pela da SOD (Figura 9). O homogenato hepatico foi diluido em PBS 0,01 M
na proporc¢do 1:100 e aleiturafoi realizada no comprimento de onda de 450 nm (Leitora para
microplacas (Thermo Scientific®). Os dados foram normalizados pela concentracio de
proteinas hepéticas (M étodo de BRADFORD, 1976).

Figura 9 — Reaco para avaliagio da atividade da SOD (Fluka®).
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O método é baseado na utilizagdo de um sal hidrossolGivel, 0 WST-1 (2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H tetrazélio, sal monosoddico), que é reduzido pelo anion radical superéxido ("O,). O produto
desta reagdo é o cromogeno “formazam”. A taxa de reducdo € linearmente relacionada a atividade da enzima
xantina oxidase (XO) que, por sua vez, é inibida pela SOD. Assim, a atividade desta Gltima é entéo expressa
como porcentagem de inibicdo da X O pelada SOD. Fonte: Fluka® SOD Assay kit.

4.8.4 Mensuracdo da atividade da CAT hepética
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A metodologia utilizada para avaliagdo da atividade da CAT foi padronizada no
Laboratorio de Reatividade Cardiovascular e no Max Delbriick Center for Molecular
Medicine (MDC) Berlin-Buch e, no momento, encontra-se em fase final de escrita do
documento envolvendo a protecdo técnico-cientifica. Assim, os detalhes relacionados a
metodologia ndo estdo agui expostos. Contudo, resumidamente, os reagentes foram
preparados imediatamente antes do inicio da reacdo, 20 uL do homogenato hepatico diluido
(1:500) em tampdo especifico foi adicionado a microplaca e para inicio da reacéo,
adicionaram-se 20 pyL de H»0, (Concentracdo final = 1 mM). Em seguida, uma substancia
cromogena foi adicionada e o produto reacional foi quantificado em microplaca, a 540 nm
em uma leitora especifica (Thermo Scientific®). Uma curva padrdo foi preparada para
calcular a concentracdo da enzima nas amostras. A atividade da CAT foi normalizada pela
concentragdo de proteinas hepéticas (Método de BRADFORD, 1976).

4.8.5 Perfil lipidico hepético

A determinacdo do perfil lipidico hepético foi realizado pela técnica descrita por
Folch e colaboradores (1957). Sucintamente, esta se baseia ha separacdo dos lipidios totais
hepaticos pela utilizagdo de solventes com diferentes polaridades. Assim, aproximadamente
100 mg de tecido hepético foi triturado (semelhante a obtencdo do homogenato para
dosagens enziméticas) em solucdo de cloroformio:metanol (CHCl3:MeOH - na proporcéo
2:1). O homogenato obtido foi centrifugado, apds a adi¢cdo de 400 pL de MeOH, a 3000 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente e 0 sobrenadante reservado em tubo previamente
pesado. Neste, por sua vez, foram acrescentados 800 L de CHCIl3; e 640 pL de cloreto de
sodio (NaCl 0,73%) e, novamente foi realizada uma centrifugacdo nas condi¢bes descritas,
sendo a fase inferior utilizada para a etapa seguinte, que consistiu na lavagem desta por trés
vezes com 600 pL de solucdo de Folch composta por 3% de CHCIl 3, 48% de MeOH, 47% de
agua destilada e 2% de NaCl a 0,29%. Apds cada procedimento de lavagem, os tubos foram
submetidos a uma nova centrifugacdo e o sobrenadante, desprezado. Os tubos foram
mantidos em estufa 37 °C, overnight, para obtencdo dos extratos lipidicos. Estes foram
quantificados gravimetricamente em balanca analitica e normalizados pelo peso tecidual
hepatico total.
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Os extratos lipidicos obtidos, por sua vez, foram ressuspensos e homogenei zados em
500 pL de isopropanol até obtencdo de uma suspensdo. Esta foi utilizada para a mensuracéo
do nivel de triglicerideos e colesterol no tecido hepético, seguindo a mesma metodologia
descrita anteriormente no item 4.7.1.

4.8.6 AvaliacOes histol0gicas hepéticas

Todas as técnicas de processamento e coloracdo dos fragmentos hepaticos foram
realizadas no Laboratério de Imunohistologia (ICBS — UFAL), em colaboracdo com a Profa.
Dra. Salete Smaniotto.

Os fragmentos hepéticos (I6bulo direito) obtidos apds sacrificio dos animais, foram
fixados por imersdo em formalina tamponada 10% por, no méximo, 16 horas. As amostras
foram incluidas em parafina e em seguida foram seccionadas em micrétomo manual
(Leica®), tendo-se de 4-6 pm como padr&o para a espessura de corte. Em seguida, as |aminas
foram devidamente coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e a andlise morfoldgica
realizada em microscépio oOptico de luz (Olympus) no aumento de 400x. O registro
fotografico dos resultados foi obtido utilizando-se uma camara fotografica digital, tendo sido

expressos resultados representativos por grupo experimental.

4.9 Andlise dos Resultados

Os dados obtidos foram analisados através da andlise de variancia (ANOVA) de duas
vias com corregdo de Bonferroni e teste T de Sudent ndo pareado. Foram considerados
estatisticamente significativos os valores de p < 0,05. Para tabulaco 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), respectivamente.
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5 RESULTADOS
5.1 Ingesta alimentar

Durante 14 semanas de intervencdo dietética foi mensurada a quantidade de dieta
ingerida pelos animais, sendo esta avaliada pelo coeficiente de eficiéncia alimentar,
representado graficamente no Grafico 1A-B (jovens e idosos, respectivamente), onde a
ingesta da ultima semana de intervencdo foi normalizada pelo peso corpora dos animais,
também da Ultima semana, nos grupos experimentais em questdo. Os animais, tanto jovens
quanto idosos, pertencentes aos grupos alimentados com dieta hipercalérica (DHC, DHC-
Tempol e DHC-Apocinina), ingeriram uma quantidade significativamente menor que os
animais alimentados com a dieta controle “chow”, como mostra o Grafico 1, e o tratamento
farmacol6gico com o tempol (50 mg/kg) e a apocinina (50 mg/kg) ndo modificou de forma

significativa, paramais ou para menos, a ingesta destes animais DHC.

Gréfico 1 - Ingesta alimentar dos camundongos C57BL/6J jovens (A) e idosos (B), apds intervencao
dietética, controle e hipercal 6rica, e farmacol 6gica com o tempol (50 mg/kg) e apocinina (50 mg/kg).
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Os valores estdo expressos em gramas (g) de dieta consumida individual normalizada pelo peso do animal em
gramas (g). Cada barra do gréfico representaa média+ EPM. Teste t de Sudent n&o pareado: ***p<0,001 DHC
vsCT.

5.2 Avaliagdo do peso corporal e crescimento dos animais
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O acompanhamento do peso corpora durante as semanas de intervencdo dietética e
farmacologica encontra-se representado no Gréfico 2A-B  (jovens e adultos,
respectivamente). Os resultados mostram que ndo ha diferenca significativa entre os grupos
jovens durante todo o periodo experimental (Grafico 2A). Contudo, para os animais idosos
observa-se uma diferenca significativa entre os animais aimentados com dieta HC
comparados aos animais controle, observada a partir da 82 semana de intervencdo dietética
(*p < 0,05). Esta diferenca € mantida até o final do experimento (***p < 0,001, Gréfico 2B).
Os tratamentos farmacolégicos com o tempol, um mimético da SOD, e a apocinina, um
inibidor seletivo do complexo NAD(P)H oxidase, ndo modificou, de forma significativa, o

ganho pondera dos animais DHC.

Gréfico 2 — Acompanhamento do peso corpora dos camundongos C57BL/6J jovens (A) e idosos (B)
com intervencdo dietética, controle e hipercadrica, e farmacoldgica com o tempol (50 mg/kg) e a
apocinina (50 mg/kg).
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Os valores estdo expressos em gramas (g). Cada barra do gréfico representa a média £+ EPM. ANOVA (duas
vias) com pos-teste de Bonferroni: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 DHC vs CT.

O crescimento animal, avaliado pelo comprimento tibial direito dos animais esta
expresso no Gréafico 3A-B (jovens e idosos, respectivamente). A andlise dos dados mostra
gue ndo houve diferenca significativa entre os animais pertencentes ao grupo jovem (controle
e hipercal6rico com e sem tratamento farmacologico), bem como agueles pertencentes ao
grupo idoso (controle e hipercal6rico com e sem tratamento farmacol 6gico), sugerindo que a
dieta hipercal6rica utilizada no presente estudo ndo influenciou no desenvolvimento dos

animais jovens, assim como ndo interferiu na modulagdo deste pardmetro nos animais idosos.

16
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Os resultados obtidos também demonstram que o tratamento farmacol 6gico ndo interferiu no

desenvolvimento animal.

Grafico 3 — Comprimento tibial dos camundongos C57BL/6J jovens (A) e idosos (B) apds
intervencdo dietética, controle e hiperca érica, e farmacol 6gica com o tempol (50 mg/kg) e apocinina

(50 mg/kg).
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Os valores estdo expressos em centimetros (cm). Cada barra do gréfico representa a média + EPM. Teste t de
Student ndo pareado.

5.3 Glicosedejgum

Os niveis de glicose de jeum (mg/dL) dos animais medidos semanamente estdo
representados no Gréafico 4A-B (jovens e adultos, respectivamente) em tempos distintos:
tempo 0 (basal, antes da intervencdo dietética), tempo 1 (inicio do tratamento farmacol 6gico
com o tempol e a apocinina) e tempo 2 (final do tratamento farmacol 6gico e dietético). Nota-
se, tanto nos animais jovens quanto nos animais idosos DHC, um aumento significativo dos
niveis de glicose de jejum quando comparados ao grupo CT correspondente. E possivel
observar, nos grupos tratados com o tempol (50 mg/kg) e a apocinina (50 mg/kg), tanto
jovens quanto idosos, que ndo ocorreram mudangas significativas neste perfil ao final do

tratamento.
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Gréfico 4 — Avaliagdo da glicose de jum dos camundongos C57BL/6J jovens (A) e idosos (B)
durante intervencao dietética, controle e hipercal orica, e farmacol 6gica com o tempol (50 mg/kg) e a
apocinina (50 mg/kg).
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Glicose de jejum basal (0), inicio de intervencdo farmacolégica (1) e fina de intervencédo farmacol6gica e
dietética (2), de cada grupo experimental. Os valores estdo expressos em miligramas/decilitro (mg/dL). Cada
ponto do gréfico representaa média+ EPM. ANOVA (duas vias) com Bonferroni: ***p<0,001 DHC vs CT.

5.4 Avaliacdo da toler&ncia a glicose e sensibilidade a insulina

O Gréfico 5A-B (jovens e idosos, respectivamente) mostra a tolerancia a glicose.
Como observado, a curva do gréfico dos animais aimentados com dieta hipercaldrica
(DHC), mostra um pico de concentracdo de glicose significativamente maior, apos injecéo
intraperitoneal de 2g de glicose/kg de peso corporal, em relagdo aos animais alimentados
com dieta “chow”.

A andlise do perfil da curva mostra um declinio na glicemia em funcéo do tempo. Tal
declinio, por sua vez, mostra-se significativamente menor nos animais expostos a uma dieta
hipercaldrica comparados aos animais expostos a uma dieta “chow”, indicando um perfil de

intolerancia a glicose nos animais DHC (Gr &fico 5A-B).

Nos grupos jovem e idoso tratados farmacol ogicamente com a apocinina, € possivel
observar um declinio significativo na curva glicémica em funcdo do tempo, em relacdo ao
grupo DHC néo tratado, indicando uma melhora na intolerancia a glicose (Gréafico 5A-B)
guando comparado ao grupo controle. Um declinio significativo na curva glicémica do grupo
idoso tratado com o tempol também é observado (Gréfico 5B). Contudo, 0 mesmo néo
ocorre no grupo jovem tratado com o tempol (Gréfico 5A).
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Gréfico 5 — Toleréncia a glicose em camundongos C57BL/6J jovens (A) e idosos (B), apos
intervencdo dietética, controle e hipercalérica, e farmacologica com o tempol (50 mg/kg) e a
apocinina (50 mg/kg).
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Apbs 12 horas de jejum noturno, adiministrou-se, por via intraperitonial, uma dose de 2g de glicose/kg de peso
corporal. Apds este procedimento, a glicose sanguinea foi avaliada antes (t=0) e 15, 30, 60, 90 e 120 minutos
apos a injecdo de glicose. Os valores estdo expressos em miligramas/decilitro (mg/dL). Todos os pontos
representam a média + EPM. ANOVA (duas vias) com Bonferroni: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 DHC vs
CT; *p<0,05; **p<0,001 DHC + Tempol e DHC + Apocinina vs DHC.

O Gréfico 6A-B (jovens e idosos, respectivamente) mostra o perfil de sensibilidade a
insulina dos grupos em questdio. E possivel observar, nos animais jovens, que as curvas
glicémicas em funcdo do tempo, apds injecdo intraperitoneal de 0,75 U de insulinalkg de
peso corporal, apresentaram comportamento semelhante. Contudo, a curva glicémica dos
animais idosos DHC indica uma sensibilidade a insulina diminuida. No entanto, ap6s o
tratamento com o tempol (50 mg/kg) e a apocinina (50 mg/kg), foi observada uma melhora
neste parametro, visto que ocorreu uma decaida significativa nos niveis glicémicos,

observados em funcéo do tempo e comparados aos animais DHC.
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Gréfico 6 — Sendbilidade & insulina em camundongos C57BL/6J jovens (A) e idosos (B), apos
intervencdo dietética, controle e hipercaldrica, e farmacoldgica com o tempol (50 mg/kg) e a
apocinina (50 mg/kg).
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Ap6s a aplicagdo intraperitonial de 0,75 U de insulinalkg de peso corporal, os niveis glicémicos foram avaliados
antes (t=0) e 15, 30 e 60 minutos ap0s ainjecdo de insulina. Os valores estao expressos em miligramas/decilitro
(mg/dL). Todos os pontos representam a média + EPM. ANOVA (duas vias) com Bonferroni: *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 DHC vs CT; *p<0,05; #p<0,01; *p<0,001 DHC - Tempol e DHC - Apocininavs DHC.

5.5 Peso relativo tecidual

Os valores de peso tecidual estdo representados graficamente e numericamente em

percentual, nas figuras e tabel as, respectivamente, que se seguem.

As Tabelas 3 e 4 mostram 0 peso tecidual para 0s grupos jovens e idosos, respectivamente:
peso relativo cardiaco, pulmonar, renal, muscular e intestinal. O peso tecidual hepético esta
representado graficamente no Gr&fico 8, assim como o perfil de gordura visceral no Gr éfico
7.

E possivel observar uma perda tecidual cardiaca, renal e intestinal nos animais jovens
alimentados com dieta hipercal érica quando comparados ao controle. Uma vez tratados com
o tempol (50 mg/kg) e a apocinina (50 mg/kg), ndo foi observado melhora significativa em
relacéo ao grupo DHC que ndo foi submetido a intervencdo com os farmacos supracitados
(Tabela 3).
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Tabela 3 — Peso tecidual relativo dos animais jovens submetidos ao tratamento dietéico com dieta

HC e farmacol 6gico com o tempol (50 mg/kg) e a apocinina (50 mg/kg).

CT vs DHC vs DHC vs
Parametro Grupos Jovens DHC DHC- DHC-
Tempol Apocinina
CT DHC DHC-Tempol DHC-Apocinina p

Coragio (%) 0,505+ 0,012 0,419+ 0,023 0,389 + 0,018 0,451+ 0,017 <0,05 NS NS
Pulmao (%) 0.612 + 0.034 0.551 + 0.057 0.648 + 0.029 0.605 + 0.002 NS NS NS

Rim (%) 1,25+ 0,032 1,078 + 0,053 1,002 + 0,029 1,161+ 0,036 <0,05 NS NS

M dsculo 0,543+ 0,018 0,484 + 0,023 0,541+ 0,034 0,597 + 0,059 NS NS NS

Gastrocnémio (%)

Intestino (%) 3,949 + 0,180 2,368+ 0,155 2,25+ 0,053 3,052 + 0,298 < 0,001 NS NS

Os valores estdo expressos como média + EPM obtidos de, pelo menos, cinco animais por grupo experimental .
Teste t de Sudent néo pareado. NS = N&o significativo.

Nos animais idosos DHC, a perdatecidual ocorreu em todos os parametros avaliados:

cardiaco, pulmonar, renal, muscular e intestinal, em relacdo ao grupo CT. O tratamento com

o tempol (50 mg/kg) e a apocinina (50 mg/kg) ndo melhorou a perda tecidual observada

quando comparados ao grupo DHC nédo submetido a intervencéo farmacoldgica (T abela 4).

Tabela 4 — Peso tecidua relativo dos animais idosos submetidos ao tratamento dietético com dieta
HC e farmacol 6gico o tempol (50 mg/kg) e a apocinina (50 mg/kg).

CTvs DHC vs DHC vs
Parametro  Grupos | dosos DHC DHC- DHC-
Tempol Apocinina
CT DHC DHC-Tempol DHC-Apocinina p

Coragdo (%) 0,488+ 0,011 0,332+ 0,019 0,384 + 0,027 0,393+ 0,023 <0,01 NS NS
Pulméo (%) 0,578+ 0,034 0,390 + 0,043 0,452 + 0,028 0,446 + 0,030 <0,05 NS NS
Rim (%) 1,250 + 0,042 0,900 + 0,025 0,992 + 0,052 1,005 + 0,053 <0,01 NS NS
Gastrocnémio (%) 0,590 + 0,027 0,394 + 0,026 0,347 + 0,027 0,403 + 0,040 <0,05 NS NS
Intestino (%) 3,614+ 0,102 1,864 + 0,071 1,327 + 0,354 1,487 + 0,089 <0,001 NS NS

Os valores est8o expressos como média + EPM obtidos de, pelo menos, cinco animais por grupo experimental .
Teste t de Student nédo pareado. NS = N&o significativo.

5.5.1 Perfil de gordura visceral

Os dados do Gréafico 7 representam o percentual de gordura epididimal, perirrenal e

mesentérica, dos animais jovens (A, C e E, respectivamente) e idosos (B, D e F,

respectivamente). Nota-se um aumento significativo nas gorduras epididimal e perirenal nos

animais jovens alimentados com dieta hipercalérica quando comparados com o grupo
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controle “chow” (Grafico 7A e C, respectivamente), ndo sendo observado diferenca
significativa na gordura mesentérica (Gréfico 7E). A intervencdo farmacolégica com o
tempol (50 mg/kg) e a apocinina (50 mg/kg) ndo modificou o padréo tecidual de gorduras. Ja
para os camundongos idosos, os dados mostram um aumento significativo nas gorduras
epididimal, perirrenal e mesentérica do grupo DHC em relacdo aos animais alocados no
grupo controle (Gré&fico 7B, D e F, respectivamente). Nos grupos tratados com o tempol (50
mg/kg) e a apocinina (50 mg/kg), o aumento de gordura visceral ndo foi aterado
significativamente em relacéo ao grupo exposto apenas a dieta hipercal orica.

A Figura 10 mostra fotos representativas de um animal de cada grupo CT e DHC,
jovem e idoso, dando énfase (no circulo vermelho) para o0 acimulo de gordura visceral, onde

€ possivel visualizar que nos animais idosos a intensidade do acimulo foi maior.

Figura 10 — Foto representativa dos camundongos C57BL/6J (A) CT-Jovem, (B) DHC-Jovem, (C)
CT-ldoso e (D) DHC-Idoso, ap6s intervencao dietética, com enfoque (em circulo vermelho) para o
acumulo de gordura visceral.
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Gréfico 7 - Peso relativo do tecido adiposo epididimal (A e B), perirena (C e D) e mesentérico (E e
F) dos camundongos C57BL/6J jovens e idosos, apds intervencao dietética, controle e hipercalérica, e
farmacol 6gica com o tempol (50 mg/kg) e a apocinina (50 mg/kg).

A B

Jovem Idoso

Peso relativo epididimal (%)
w
\

Peso relativo epididimal (%)

@)
W)

Peso relativo perirenal (%)
w
1

Peso relativo perirenal (%)

Peso relativo mesentérico (%
w
1

Peso relativo mesentérico (%)

Os valores estdo expressos em percentual (%). Cada barra do grafico representa a média + EPM. Teste t de
Sudent ndo pareado: ***p<0,001 DHC vs CT.
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5.5.2 Peso tecidual hepatico

O peso relativo hepético, além de constituir um dos pardmetros de caracterizacdo
macroscopica, € também um parametro de avaliacdo da integridade morfoldgica e funcional
do figado, ou sgja, através dessa medida € possivel se avaliar 0 comprometimento funcional

por perda tecidual deste érgéo.

No Gréfico 8A e B é possivel observar uma diminuicdo significativa na massa
hepética entre o grupo DHC e o CT (p < 0,001), tanto nos jovens quanto nos idosos,
indicando que a dieta hipercalérica compromete o tecido hepético, representando prejuizo
funcional. O grupo tratado com o tempol, jovem e idoso, ndo apresentou uma melhora neste
quadro, porém apds intervencdo com a apocining, € possivel observar, no grupo jovem, um
aumento significativo na massa tecidual hepética em relacéo ao grupo DHC ndo submetido a
este tratamento farmacoldgico. Estes dados sugerem uma possivel acdo protetora da

apocinina (50 mg/kg) sobre este tecido.

Gréfico 8 — Peso hepético relativo dos camundongos C57BL/6J jovens (A) e idosos (B), apos
intervencdo dietética, controle e hipercalérica, e farmacoldgica com o tempol (50 mg/kg) e a
apocinina (50 mg/kg).
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Os valores estdo expressos em percentua (%). Cada barra do gréfico representa a média + EPM. Teste t de
Sudent ndo pareado: ***p<0,001 DHC vs CT; *p<0,05 DHC - Apocinina vs DHC.
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5.6 AvaliacOes sistémicas
5.6.1 Perfil lipidico e peroxidacao lipidica plasmatica

Os dados obtidos dos niveis de triglicerideos, colesterol e VLDL estédo expressos nas
Tabelas 5 e 6, jovens e idosos respectivamente. N&o foi observado diferenca significativa
nos niveis de triglicerideos e VLDL plasméticos, tanto nos grupos jovens quanto nos grupos
idosos DHC vs CT para o periodo de intervencéo do protocolo experimental (14 semanas).
Contudo, é possivel visualizar que o nivel de colesterol dos animais alimentados com dieta
hipercal6rica € estaticamente mais elevado quando comparados ao grupo controle “chow”,

tanto parajovens quanto paraidosos.

A peroxidacdo lipidica plasmética foi determinada através da mensuragdo da
concentragdo de malonildialdeido [MDA], um dos principais produtos da peroxidacéo
lipidica, através do método TBARS. Observa-se que ndo ha diferenca significativa para os

grupos jovens (T abela 5) e para os grupos idosos (T abela 6) para este parémetro avaliado.

Tabela 5 — Concentragdes plasméticas de triglicerideos, colesterol total, VLDL e [MDA] dos animais
jovens submetidos ao tratamento dietético com dieta HC e farmacol 6gico com o tempol (50 mg/kg) e
a apocinina (50 mg/kg).

Par ametro Grupo CT GrupoDHC  GrupoDHC-  Grupo DHC-
Tempol Apocinina
Triglicerideos (mg.mL™Y) 60.93 + 5.13 77.91+ 10.05 63.33 + 4.024 101.9+ 16.51
Colesterol Total (mg.mL ™Y 23.32+11.09 66.03 + 92252 62.42 + 7.742 49.88 + 14.03
VLDL (mgmL™Y) 12.19+1.03 15.58 + 2.01 12.67 + 0.805 20.37+3.30
62.12 + 9.03 91.48 + 28.75 47.97 +8.15 81.39+ 7.393

[MDA] (nM.mgProtei na'l)

Cada valor representa a média + EPM. Teste t de Student ndo pareado: *p<0,05 DHC vs CT.

Tabela 6 — Concentragdes plasméticas de triglicerideos, colesterol total, VLDL e [MDA] dos animais
idosos submetidos ao tratamento dietético com dieta HC e farmacol 6gico com o tempol (50 mg/kg) e
aapocinina (50 mg/kg).

Par ametro Grupo CT GrupoDHC  GrupoDHC-  Grupo DHC-
Tempol Apocinina
Triglicerideos (mg.mL™Y) 66.50 +10.24 118.3+ 26.74 124.9+ 18.05 88.69 + 17.07
Colesterol Total (mg.mL"Y) 32.13+9.37 7450+ 10,122 74.54 + 10.80 84.46 + 13.73
VLDL (mgmL™Y) 13.30+ 2.05 23.67+535 24.99 + 3.61 17.74+ 3.41
47.44 + 8.76 77.42 + 27.59 51.98 + 8.80 40.88 + 9.70

[MDA] (nM.mg Protei na'l)

Cada valor representa a média + EPM. Teste t de Student ndo pareado: *p<0,05 DHC vs CT.
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5.6.2 Marcador es de funcéo e lesdo hepatica

Os dados referentes aos marcadores de funcéo e lesdo hepética estdo expressos no
Gréfico9enas Tabelas7 e 8.

Nota-se, pelos resultados obtidos que a atividade da AST nos animais jovens néo foi
estatisticamente diferente entre os grupos (Grafico 9A). Contudo, nos animais idosos,
alimentados com uma dieta hipercaldrica, € possivel observar um aumento significativo na
atividade desta enzima quando comparado aos animais que receberam dieta “chow” (Grafico
9B), apontando, desta forma, lesdo hepdtica nesses animais. Nos grupos tratados
farmacol ogicamente com o tempol (50 mg/kg) e com a apocinina (50 mg/kg) a atividade da
AST néo aterou de forma significativa, tanto para os jovens quanto para os idosos, em

comparagdo com 0 respectivo grupo controle destes (DHC).

Na avaliagcdo do marcador de lesdo hepética mais especifico, a enzima ALT, ndo foi
observado mudancas significativas entre os grupos CT e DHC, tanto jovens quanto idosos
(Gréfico 9C-D, respectivamente). No entanto, no grupo jovem tratado com o tempol
(50mg/kg), € possivel observar uma diminuicéo significativa da atividade desta enzima em

relacdo ao grupo controle correspondente, o DHC (Gr &fico 9C).

A razdo AST/ALT, indicador de lesdo e grau de comprometimento hepético, foi
verificada (Gréafico 9E-F). Nota-se que a razdo AST/ALT nos animais jovens ndo foi
estatisticamente diferente entre os grupos (Gréfico 9E). Contudo, nos animais idosos,
alimentados com uma dieta hipercal 6rica, é possivel observar um aumento significativo nesta
razdo quando comparado aos animais que receberam dieta “chow” (Grafico 9F), apontando,
desta forma, grau de comprometimento hepatico mais elevado nesses animais. Nos grupos
tratados farmacol ogicamente com o tempol (50 mg/kg) e com a apocinina (50 mg/kg) néo foi
observado diferenca significativa, tanto para os jovens quanto para os idosos, em comparacao

com o respectivo grupo controle destes (DHC).
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Gréfico 9 — Atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST), aanina aminotransferase
(ALT) earazéo AST/ALT dos camundongos C57BL/6J jovens (A, C e E, respectivamente) e idosos
(B, D eF, respectivamente), apds intervencdo dietética, controle e hipercal orica, e farmacol 6gica com
o tempol (50mg/kg) e a apocinina (50mg/kg).
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Os valores estao expressos em unidade enzimética por litro de analito (U/L). Cada barra do gréfico representa a
média+ EPM. Teste t de Sudent n&o pareado: *p<0,05 DHC vs CT; *p<0,05 DHC - Tempol vs DHC.
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O resultado referente aos demais marcadores de fungdo hepética avaliados, tais como
ALP, y-GT, LDH, albumina e PTNs totais, encontra-se expresso na Tabela 7 (jovens) e 8
(idosos). As andlises ndo indicaram mudangas significativas nos parametros avaliados, tanto

para 0s grupos jovens quanto para os grupos idosos.

Tabela 7 — Atividades plasméticas de marcadores hepéticos. fosfatase alcaina (ALP), gama
glutamiltransferase (y-GT), desidrogenase lética (LDH) e concentracfes plasméticas de abumina e
proteinas totais dos camundongos C57BI/6J jovens, apds intervencdo dietética, controle e
hipercal érica, e farmacol 6gica com o tempol (50mg/kg) e a apocinina (50mg/kg).

Par ametro Grupo CT Grupo DHC Grupo DHC- Grupo DHC-
Tempol Apocinina
ALP (U/L) 4857 + 26.76 4934 + 104.1 4883 + 84.50 4993 + 77.47
y-GT (U/L) 2786 £ 110.3 3289 £+ 339.1 3084 £ 107.3 3412 + 224.3
LDH (U/L) 535.8 £ 21.36 593.2+ 3211 545.4 +5.63 643.6 + 54.86
Albumina 78.51 + 0.66 78.48 + 0.57 80.20 + 1.05 78.59 + 0.64
(mg/mL)
PTNs (mg/mL) "5.125+ 0.64 8.373+1.63 8502+ 1.01 6.411+1.11

ALP (fosfatase alcalina), y-GT (gama glutamiltransferase), desidrogenase lé&ica (LDH). U/L: unidade
enzimatica por litro de analito, quantidade de enzima necessaria para produzir um mol de p-nitrofenol, p-
nitroanilina e NADH, respectivamente. Os valores est&o expressos como média + EPM. Teste t de Student n&o
pareado.

Tabela 8 — Atividades plasméti cas de marcadores de funcdo hepéatica: fosfatase alcaina (ALP), gama
glutamiltransferase (y-GT), desidrogenase l&tica (LDH) e concentragdes plasméticas de albumina e
proteinas totais dos camundongos C57BI/6J idosos, apds intervencdo dietética, controle e
hipercal 6rica, e farmacol 6gica com o tempol (50mg/kg) e a apocinina (50mg/kg).

Par ametro GrupoCT Grupo DHC Grupo DHC- Grupo DHC-
Tempol Apocinina
ALP (U/L) 4733+ 55.14 4678 = 69.15 4969 + 132.1 4966 + 132.5
y-GT (U/L) 2546 + 22.49 2624 + 102.5 3109 + 187.5 3184 + 223.6
LDH (U/L) 528.0+£ 6.5 521.9+8.89 589.2 + 25.28 562.8 + 21.06
Albumina 77.64 £ 0.80 7769+ 14 78.79+0.9 78.69 £ 0.36
(mg/mL)
PTNs (mg/mL) 4.687 + 1.17 5.855+1.18 8910+ 29 10.58 + 1.38

ALP (fosfatase alcalina), y-GT (gama glutamiltransferase), desidrogenase lética (LDH). U/L: unidade
enzimética por litro de analito, quantidade de enzima necessaria para produzir um mol de p-nitrofenal, p-
nitroanilina e NADH, respectivamente. Os valores estéo expressos como média + EPM. Teste t de Student ndo
pareado.
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5.7 Avaliagdes teciduais hepaticas
5.7.1 Peroxidacéo lipidica hepética

Os niveis de peroxidagdo lipidica hepética observados tanto para 0s grupos jovens
como idosos, alimentados com dieta hipercalérica, mostraram-se significativamente
diferentes, quando comparado aos respectivos grupos controles “chow”, como mostra o
Grafico 10A-B. Nos grupos tratados farmacologicamente com o tempol (50 mg/kg) e a
apocinina (50 mg/kg), tanto jovens quanto idosos, ndo foi observado melhora significativa da
peroxidacao lipidica em relacdo ao grupo que recebeu apenas dieta hipercal orica.

Gréfico 10 — Peroxidagdo lipidica hepatica em concentracdo de MDA (malonildialdeido) por

miligrama de proteina dos camundongos C57BL/6J jovens (A) e idosos (B), apls intervencdo
dietética, controle e hipercaldrica, e farmacolégica com o tempol (50 mg/kg) e a apocinina

(50mg/kg).
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Cada barra do gréfico representa a média + EPM. Teste t de Sudent ndo pareado: * p<0,05; **p<0,001 DHC vs
CT.

5.7.2 Atividade das enzimas catalase e super 0xido dismutase hepatica

A atividade da SOD, medida como porcentagem de inibicdo da enzima xantina
oxidase (X0O), ndo diferiu significativamente entre os grupos experimentais jovens (Gr &fico
11A) e entre os grupos experimentais idosos (Gr afico 11B). Da mesma forma a atividade da
catalase, expressa em unidade enzimética, ndo se mostrou significativamente alterada entre

os grupos (Gr éfico 12A-B, jovem e idoso, respectivamente).
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Gréfico 11 — Atividade da SOD (superdxido dismutase) em camundongos C57BL/6J jovens (A) e
idosos (B), apds intervencdo dietética, controle e hipercadrica, e farmacoldgica com o tempol
(50mg/kg) e a apocinina (50 mg/kg), em percentua de inibi¢do da enzima XO (xantina oxidase) por
miligrama de proteina.
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Cada barrado gréfico representa amédia + EPM. Teste t de Sudent ndo pareado.
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Gréfico 12 — Atividade da catalase em camundongos C57BL/6J jovens (A) e idosos (B), apos
intervencao dietética, controle e hipercal orica, e farmacol 6gica com o tempol (50mg/kg) e a apocinina
(50mg/kg), em mM/min/mL normalizada pela concentragéo hepética de proteinas em miligrama.
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Cada barrado gréfico representa amédia+ EPM. Teste t de Sudent ndo pareado.

5.7.3 Perfil lipidico hepético

A composicao lipidica do tecido foi investigada e, com relacdo ao teor lipidico total

dos animais jovens, os resultados observados ndo apresentaram diferenca entre os grupos
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experimentais (Gréfico 13A). Por outro lado, nos idosos é possivel observar que quando
alimentados com dieta hipercalérica, o teor lipidico total encontra-se significativamente
elevado (Grafico 13B).

Gréfico 13 — Contelido lipidico total no tecido hepatico dos camundongos C57BL/6J jovens (A) e
idosos (B), apds intervencdo dietética, controle e hipercalérica, e farmacoldgica com o tempol (50
mg/kg) e aapocinina (50 mg/kg). Os valores estdo expressos em miligramas por miligramas de tecido
(dados normalizados).
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Cada barra do gréfico representaamédia+ EPM. Teste t de Sudent ndo pareado: *p<0,05 DHC vs CT.

Os parametros TG, COL e VLDL foram mensurados e os resultados obtidos estéo
representados no Gréafico 14 (A-B; C-D; E-F, respectivamente). Nos jovens, os niveis dos
parédmetros supracitados néo diferiram estatisticamente entre os grupos (Gréfico 14 A, C e
E). Nos idosos, os niveis destes parametros encontram-se significativamente elevados nos

animais DHC comparados ao controle (Gréafico 14 B, D e F).
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Gréfico 14 — Concentragao de triglicerideos, colesterol e VLDL no tecido hepético dos camundongos
C57BL/6Jjovens (A, C e E, respectivamente) e idosos (B, D e F, respectivamente), apds intervencdo
dietética, controle e hipercadrica, e farmacoldgica com o tempol (50 mg/kg) e a apocinina (50

mg/kg).
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Os valores estdo expressos em miligramas por mililitros. Cada barra do gréafico representa a média = EPM.

Teste t de Student ndo pareado: *p<0,05 DHC vs CT.
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5.7.4 Avaliagbes histol6gicas hepética

As alteragcBes morfol ogicas do figado foram avaliadas a partir dos cortes histol 6gicos
do 6rgéo de cada animal experimental, representados nas Figuras 11 (Grupos Jovens) e 12
(Grupos Idosos). Os resultados visualizados nos cortes histolégicos aqui apresentados séo

representativos dos grupos experimentais.

Na fotomicrografia do corte histolégico dos animais controle jovens € possivel
observar uma arquitetura normal do tecido hepético, com os corddes de hepatocitos, 0 espaco

sinusoide e a veia centrolobular (Figura 11A).

Figura 11 — Fotomicrografias de cortes histolégicos (6um) obtidos dos camundongos C57BL/6J

jovens, apbs intervencao dietética, controle e hipercal érica, e farmacol dgica com o tempol (50 mg/kg)

e aapocinina (50 mg/kg) e corados pelo método de hematoxilina e eosina (HE).
- e =y

As microfotografias apresentadas representam os principais achados histol6gicos por grupo experimental. (A)
Histologia hepética norma do grupo controle; (B e C) grupo DHC com desorganizagdo celular hepética,
vacuolizagdo (micro -seta vermelha- e macro -seta preta) intracelular, focos de inflamag&o (circulo) e possivel
fibrose (seta verde escuro) e presenga de células em baldo (seta azul); (D e E) grupo DHC-Tempol com
vacuolizagdo (micro -seta vermelha) intracelular, focos de inflamag&o (circulo) e (F) grupo DHC-Apocinina
com vacuolizagdo (micro -seta vermelha-) intracelular. Aumento de 400X.

Nos animais jovens alimentados com dieta hipercaldrica foi observado alteracdo no
parénquima hepatico, com desorganizacdo celular, presenca de micro e macro vacuolos de
gordura, sendo mais abundantes os microvacuolos, aglomerados de céulas inflamatérios,
células em formato de baldo (indicativo de processo inflamatorio) e, apesar da coloragdo ndo
ser especifica para visualizagdo de fibrose, é possivel que estes animais apresentem,
possivelmente pela deposicdo de matriz entre as células 0 que aumenta a disténcia entre elas
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(Figura 11B-C). Nos animais tratados com o tempol (Figura 11D-E) e a apocinina (Figura
11F), a andlise qualitativa indica uma presenca menos acentuada de microvacuolos e raros
macrovacuol os. Contudo, focos inflamatorios ainda foram visualizados no grupo tratado com

o tempol.

A andlise dos cortes histologicos dos figados do grupo controle “chow” idoso (Figura
12A-B) indica um processo inicial de alteracdo no parénquima hepético com presenca rara de
peguenos vacuolos, aglomerados de células inflamatérios, células em formato de baldo e
ndcleos picnéticos (sinais caracteristicos de degeneracdo celular), decorrido, muito
provavelmente, pela idade j& avangada destes animais. Este quadro se agrava quando estes
animais idosos ingerem dieta hipercalérica, pois o grau de comprometimento hepético
observado foi mais severo, com infiltrado gorduroso intenso, caracterizado pela presenca
acentuada de micro e macrovacuolos, além de aglomerados inflamatorios e possivel fibrose
(Figura 12C). Contudo, no grupo tratado com o tempol (Figura 12D) e a apocinina (Figura
12E-F), a andlise qualitativa indica uma presenca menos acentuada de micro e

macrovacuol os. Entretanto, alguns aglomerados inflamatérios ainda foram visualizados.

Figura 12 — Fotomicrografias de cortes histolégicos (6um) obtidos dos camundongos C57BL/6J
idosos, apds intervencdo dietética, controle e hipercal 6rica, e farmacol gica com o tempol (50 mg/kg)
eaapocinina (50 mg/kg) e corados pelo méodo de hematoxilina e eosina (HE).

. __“.__

As microfotografias apresentadas representam os principais achados histol 6gicos por grupo experimental. (A e
B) Histologia hepética do grupo controle com desorganizagdo celular (seta vermelha) e foco inflamatério
(circulo); (C) grupo DHC com desorganizagdo celular hepética, vacuolizagdio (micro (seta vermelha) e macro
(seta preta)) intracelular, focos de inflamacéo (circulo) e possivel fibrose (seta verde escuro); (D) grupo DHC-
Tempol com vacuolizagdo (micro-seta vermelha- e macro -seta preta-) intracelular, focos de inflamacéo
(circulo) e (E e F) grupo DHC-Apocinina com vacuolizagdo (micro-seta vermelha- e macro -seta preta)
intracelular e foco inflamatorio (circulo). Aumento de 400X.
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6 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que a ingestéo de dieta hipercal6rica, por 14 semanas, induz
alteracbes metabdlicas semelhantes aquelas observadas em portadores de doengas
cardiometabdlicas (como a SMet humana) e que, de fato, as doencas hepéticas gordurosas
ndo alcodlicas associadas as mudangas dietéticas constituem mais um componente
diagnostico para a SMet, onde a infiltracdo gordurosa hepética € acentuada quando a dieta
hipercal 6rica € ingerida em idade avancada (GUPTE et al., 2010).

Levando-se em considerag&o estudos anteriores realizados por n0sso grupo, Nos quais
o desbalanco redox (tanto local (hepético) quanto sistémico) e a presenca de esteatohepatite
foram observados no modelo animal para a SMet, ap6s intervencdo dietética hipercalrica
por 26 semanas, 0 presente estudo visou investigar, principalmente, as alteracdes hepéaticas e
0 papel do balanco redox local neste modelo animal, porém com uma intervencdo dietética
por 14 semanas. Somando-se a isso, analisou-se a exposi¢ao dietética em animais adultos
jovens e idosos. Além disso, foi objeto desse estudo a intervencdo farmacol égica com dois
agentes. o tempol, um mimético da SOD e a apocinina, um inibidor seletivo do complexo
NADPH oxidase. Estas ferramentas farmacoldgicas foram utilizadas com o intuito de se
investigar as vias metabdlicas envolvidas no possivel desbalanco redox presente apos este
menor tempo de intervencdo dietética hipercaldrica e a relacdo deste possivel evento

oxidativo com as ateracGes metabdlicas envolvidas na SMet.

Diversos estudos sdo realizados com o intuito de elucidar vias metabdlicas envolvidas
em determinadas patogenias e para isso, a utilizacdo de modelos animais geneticamente
modificados e agentes farmacolégicos que bloqueiam determinadas vias ou mimetizam
outras sdo largamente utilizados (VONCKEN, 2003). No campo de estudo do balanco redox
os agentes 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil piperidina-1-oxil (tempol) (WILCOX, 2010) e o 4-
hidroxi-3-metoxiacetofenona (apocinina) (STEFANSKA e PAWLICZAK, 2008) destacam-

se.

O tempol atua como mimético da SOD por sequestrar as particulas de ‘O, sendo,
desta forma, utilizado na pesquisa de vérias patogenias, incluindo aguelas relaci onadas com a
SMet, como a Rl (BANDAY et al., 2005), e hipertensdo (PATEL et a., 2006). Possui
capacidade de permear a membrana celular e o trato gastrointestinal 0 que o torna efetivo

apo6s administracdo oral, sendo bem efetivo quando adicionado na agua de beber de ratos e
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camundongos na concentracdo entre 1 e 6 mmol.I™* (WILCOX e PEARLMAN; 2008). A
apocinina é experimentalmente utilizada como um inibidor seletivo da NADPH oxidase, que
€ responsavel pela maior producdo de espécies reativas de oxigénio, diminuindo assim a
producdo de ‘O, dos macréfagos e neutréfilos ativados e possui miltiplas aces biol6gicas
aém dos efeitos antioxidantes (STEFANSKA e PAWLICZAK, 2008; RABELO et al.,
2010).

Os resultados encontrados no presente estudo mostram que a dieta hipercalérica
utilizada foi ingerida em quantidades significativamente menores pelos animais dos grupos
de diferentes idades (jovens e idosos) quando comparado a ingestdo de dieta “chow”
(Grafico 1). Alguns estudos mostram que o nivel de saciedade induzido pela elevada
ingestéo de lipidios € mais elevado, devido, em parte, a diminuicdo do esvaziamento géastrico
e pela elevada liberac&o de leptina (hormonio que participa do controle central do apetite)
pelos adipécitos (WISSE, 2004; ELIAS e BITTENCOURT, 2008). No presente estudo, o
aumento da adiposidade visceral, observado nos animais jovens e idosos alimentados com
dieta hipercal érica pode ter causado o aumento da liberacdo de leptina e assim, contribuido
para o nivel de saciedade elevado nestes animais. Contudo, uma vez que ndo se dosou 0s

niveis dessa adipocina, essa hipotese néo foi confirmada.

O tempo de exposicdo a dieta por 14 semanas ndo induziu obesidade corporal nos
animais jovens, porém foi suficiente para induzir a um significativo aumento de peso
corporal nos animais idosos (Gr éfico 2). Paraavaliar se o crescimento dos animais jovens foi
um fator determinante para este resultado de peso corporal encontrado, o comprimento tibial
(Gréfico 3) e o comprimento céfalo-caudal (dados ndo mostrados) foram mensurados. Nao
sendo observado mudancas significativas, os dados indicam que nd houve
comprometimento do crescimento dos animais DHC em fungdo da ingestdo da dieta
hipercalérica. Estudo de Demigné e colaboradores (2006) mostra que, em camundongos da
linhagem OF1 alimentados com uma dieta “high fat” ndo existe diferenca no comprimento
cauda-nariz destes animais em relacdo ao controle. Estes dados corroboram com 0S Nossos
achados, apesar de tratar-se de outra raca de camundongos. Além disso, apesar da dieta
hipercalérica, utilizada no presente estudo, ser rica em gordura, esta € composta de micro e
macronutrientes essencials para 0 crescimento e manutencdo das necessidades diarias, 0 que,

de fato, contribuiu para o crescimento normal dos animais jovens e manutencao nos animais
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idosos. Sendo assim, os dados relativo ao peso corporal indicam que o envelhecimento

acentua os efeitos metabdlicos da dieta hipercal 6rica no parametro obesidade.

O tratamento em grupos separados com o tempol e com a apocinina ndo alterou o
padréo de ingestdo dietética, o comprimento tibial e o céfalo-caudal, bem como n&o houve
modificagdes no ganho de peso corporal, uma vez que ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos hipercalricos farmacol ogicamente tratados
(DHC-Tempol, DHC-Apocinina) e o grupo controle para este (DHC). Estes dados indicam
que o aumento na atividade da NADPH oxidase e a elevada concentragdo de &nion
superéxido ndo estédo envolvidos na modulacdo destes pardmetros, em decorréncia do

consumo de dieta hipercal érica.

Os resultados encontrados no presente estudo possibilita a investigagdo dos diferentes
fendtipos de SMet encontrados em humanos, isto €, a presenca de alteragdes metabdlicas sem
necessariamente apresentar obesidade corporal, mas apenas a descrita como obesidade
visceral e corrobora com o fato de que varios componentes da SMet podem ter origem a
partir do aumento da adiposidade viscera (FONSECA, 2008).

A escolha da ragca isogénica C57BL/6 decorreu, principamente, devido a
susceptibilidade a intervencéo dietética e a pureza génica destes animais, além de ser uma
das ragas mais utilizadas (COLLINS et al., 2004). Entretanto, animais isogénicos podem
carregar mutacBes cujo efeito possa ndo ser adequado para determinadas pesquisas
(HARPER, 2008). Poderia se pensar, no presente estudo, que a obesidade corporal néo
desenvolvida pelos animais jovens apés ingesta de dieta hipercal érica estaria relacionada a
guestdo da isogenicidade, porém, caracteristicas inerentes a dieta hipercalérica utilizada
podem estar mais diretamente envolvida, assim como a questdo da idade de exposicéo a esta

dieta, no aparecimento do fenétipo de obesidade corporal.

Os dados glicémicos no estado de jgum (Gréfico 4) mostram que, quando
alimentados com dieta hipercalérica, os animais apresentaram nivels significativamente
elevados em comparacdo aqueles que receberam a dieta “chow”, tanto no grupo de animais
jovens quanto no grupo idoso, indicando que, de fato, a ingestdo de uma dieta hipercal 6rica
por 14 semanas altera a homeostase da glicose (SONE e KAGAWA, 2005), possivelmente
pelo aumento da deposicdo de gordura e, consequentemente, reducdo do transporte de glicose

para o interior celular em decorréncia da maior liberacdo de acidos graxos para 0 meio



75

sistémico (CONSITT et a., 2009). Nossos achados também assemelham-se aos de Molnar e
colaboradores (2005), que mostram elevados niveis de glicose de jejum e forte intolerancia a

glicose em camundongos C57BL/6J alimentados com dieta “high fat”.

Apobs o tratamento farmacoldgico com o tempol e a apocina, ndo foram observados
melhoras significativas na hiperglicemia de jgum dagueles animais alimentados com dieta
hipercal 6rica, tanto jovens quanto idosos, indicando que o aumento na atividade da NADPH
oxidase e a elevada concentragdo de anion superoxido ndo estéo envolvidos diretamente na
manutencdo da hiperglicemia, em decorréncia do consumo de dieta hipercalorica por 14

Semanas.

Ao final da 142 semana de intervencdo, os animais (jovens e idosos) alimentados com
dieta hipercal6rica se apresentaram intolerantes a glicose. No entanto, o tratamento com o
tempol (no grupo idoso) e a apocinina (em ambos 0s grupos, jovens e idosos) melhorou de
forma significativa a tolerancia a glicose ap0s o desafio glicémico. O perfil das curvas
glicémicas apresenta um claro e significativo decaimento em fungéo do tempo em ambos 0s

grupos farmacol ogi camente tratados, quando comparados com o grupo DHC (Gr éfico 5).

E sabido que o principal fator que contribui para o processo do envelhecimento e o
aparecimento mais precoce de doencas metabdlicas € o estresse oxidativo, e que esta
condicdo acentua os efeitos metabdlicos e vasculares da dieta “high-fat” (COLLINS et al.,
2009; GUPTE et al., 2010). Sendo assim, a juncdo destes dois fatores, a idade avancada e a
utilizagdo de uma dieta hipercal orica, realizado no presente estudo, contribuiu para acentuar a
producdo de espécies reativas, como o anion radical superoxido, que, por sua vez, pode
contribuir diretamente para 0 aparecimento e€/ou manutencdo da intoleréncia a glicose nestes
animais. Como o tempol atua como sequestrador de anion superoxido (BANDAY et a.,
2005), é possivel que a utilizagdo deste agente farmacol égico no modelo idoso utilizado no
presente estudo possa ter contribuido para a diminuicdo destas espécies reativas e, com iSso,
amelhora natolerancia a glicose destes animais foi visualizada, como mostram os resultados
(Gréfico 5B). No entanto, nos animais jovens, o fato de o tratamento com o tempol ndo
culminar nos resultados semelhantes aqueles observados nos idosos, apontam para o fato de
gue outras espécies reativas, que ndo apenas 0 anion radical superdxido, possam estar

também envolvidas com aintolerancia a glicose neste modelo.
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Por outro lado, os resultados referentes aos grupos jovens e idosos tratados com a
apocinina, um inibidor da NADPHoX, e sendo este complexo enzimatico uma das principais
fontes de anion radical superéxido (DUSTING et al., 2005; RABELO et al., 2010), sugere-se
gue é possivel que o aumento na atividade deste possa estar envolvido nos mecanismos
associados ao perfil glicémico patogénico observado neste modelo dietético de SMet, tanto
em animais jovens como idosos. E, que em animais jovens, a elevada concentracdo de anion
radical superdxido, decorrente deste possivel aumento na atividade da NDPHox, esteja sendo
direcionado para formacdo de outras espécies reativas, como o peroxinitrito (CERIELLO,
2005), que por sua vez pode estar mais diretamente envolvido naintolerancia a glicose neste

modelo jovem.

Ao final do tratamento dietético e da intervencdo farmacoldgica, os animais jovens
alimentados com dieta hipercalérica ndo se mostraram resistentes a insulina. Entretanto, os
animais idosos apresentaram uma sensibilidade a insulina diminuida, observada pela menor
intensidade de decaimento da curva concentrag@o-glicose em funcdo do tempo quando
comparados aos animais que receberam dieta “chow” (Gré&fico 6). A RI, na maioria dos
casos, ocorre por defeitos pos-receptor na sinalizagdo insulinica. Estes eventos envolvem
véarios mecanismos que incluem a deficiéncia na fosforilagdo do receptor da insulina, na Pl 3-
cinase, alteragtes na funcdo dos transportadores de glicose e outros (WILCOX, 2005; CHOI
e KIM, 2010). Contudo, a diminuicéo na sintese e/ou liberagdo de insulina pelas células [3-
pancredticas pode acontecer, em casos como 0 uso prolongado de dietas “high-fat” e a idade
avancada, e desta forma contribuir com o quadro hiperglicémico caracteristico do diabetes
(SONE e KAGAWA, 2005; HASEGAWA et al., 2010).

Uma vez que o quadro de intolerancia a glicose esteja presente, € provavel que algum
ponto da sinalizag&o insulinica, desde a sintese até a acdo propriamente dita, esteja alterado.
Sendo assim, a avaliacdo daresisténciaa insulinairdindicar a possivel causa. Nesse sentido,
a normalidade das curvas de glicose em funcdo do tempo no teste insulinico, observada no
presente estudo para os animais jovens alimentados com dieta hipercaldrica, indica que o
acoplamento insulina exdgena-receptor aconteceu e na sequéncia a cascata de sinalizacéo
insulinica, culminando na captacdo de glicose pelas células, sugerindo, dessa forma, que a
alteracdo pode estar na menor sintese e/ou liberacdo da insulina endégena pelas células
pancredticas. O estudo de Sone e Kagawa (2005) mostra uma liberacdo de insulina

insuficiente em animais alimentados por um longo periodo de tempo com dieta “high-fat” e
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0S autores associam isso a senescéncia das células B-pancredticas. Segundo 0s autores, este
evento foi, provavelmente, provocado pela ingesta de dieta “high-fat”. Este mecanismo pode
estar implicado ao observado no presente estudo em relacdo aos animais jovens. Contudo,
outras abordagens precisam ser realizadas para averiguar as causas e confirmar tais suspeitas

em estudos subsequentes.

A RI apresentada pelos animais idosos alimentados com a dieta hipercaldrica,
utilizada no presente estudo, foi atenuada apds tratamento com ambos os farmacos utilizados
na intervencado, o tempol e a apocinina. Estes efeitos podem ser observados a partir da anélise
da curva temporal de decaimento representativa dos niveis glicémicos. Estes dados sugerem,
mais uma vez, uma possivel participagdo da concentracdo elevada de éanions radicais
superéxidos, provavelmente, decorrentes de aumento da atividade do complexo enzimatico
NADPH oxidase sistémico no perfil glicémico patogénico destes animais idosos. Estes dados
sdo reforcados pela ndo observacdo de uma diferenca estatisticamente significativa na
atividade hepética total da SOD, 0 que leva a se pensar que a atividade desta enzima esteja
sendo direcionada para 0 meio sistémico em funcdo da possivel elevada concentracdo de
anions radicais superoxidos. Neste contexto, devido a inexisténcia de um lumindémetro na
nossa Instituicdo e a necessidade da obtencdo de ensaios em tecidos ndo congelados, a
atividade do complexo NADPH oxidase ainda ndo pode ser avaliada nestes animais.
Somando-se as observacOes anteriores, 0 tempol melhora a sensibilidade insulinica pela
diminuic&o do estresse oxidativo em ratos obesos, melhorando assim a captacdo de glicose
estimulada pelainsulina (BANDAY et al., 2005).

Independente do ganho de peso corporal, pelo consumo da dieta hipercal 6rica por 14
semanas, 0 acumulo de gordura visceral foi marcante em ambos 0s grupos, jovens e idosos
(Gréfico 7 e Figura 10). Entretanto, foi significativamente maior nos animais idosos
alimentados com dieta hipercaldrica comparados aos animais jovens alimentados com a
mesma dieta (comparagdes estatisticas ndo mostradas, mas podem ser visualizadas
qualitativamente na Figura 10). Sob este aspecto, os dados atentam para uma possivel
relacdo da idade com o grau de obesidade e a deposicéo de gordura, em funcdo do consumo
de dieta hipercalorica por 14 semanas. Além disso, sugere uma especial participacdo desta
adiposidade viscera nas demais alteracfes observadas neste modelo, como a hiperglicemia

de jegjum, o infiltrado gorduroso hepatico (mais intenso nos animais idosos).
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O balango redox é necess&rio para a regulacdo de vérios mecanismos fisiolgicos
centrais. Entretanto, na maioria dos eventos celulares, niveis elevados de espécies reativas,
devido a homeostase celular redox alterada, sdo citotéxicos e reagem com varios alvos
intracelulares, causando danos as células (WEYDERT e CULLEN, 2009). Neste sentido,
diversos estudos mostram uma perda tecidual e celular em diferentes situagdes patogénicas
(SONE e KAGAWA, 2005; DENG-BRYANT et a., 2008; GRIFFIN et al., 2008). Sendo
assim, € interessante ressaltar a perda tecidual associada ao consumo de dietas “high-fat”,
uma vez que estas causam um estresse oxidativo e, desta forma, contribuem para o processo
de senescéncia celular e o aparecimento de outras disfuncbes metabodlicas associadas ao

consumo por longo tempo.

A dieta hipercaldrica, utilizada no presente estudo, induziu perda tecidual em alguns
Orgaos, avaliada pelo peso relativo, nos animais alimentados com a mesma durante um
periodo de 14 semanas. De acordo com os dados obtidos, nota-se perda nos tecidos cardiaco,
renal, hepatico e intestinal nos animais jovens alimentados com a dieta hipercal 6rica quando
comparados aos animais alimentados com dieta “chow” (Tabela 3 e Gréfico 8). Nos animais
idosos, a perda tecidual induzida pela dieta hipercalorica foi ampla e ocorreu nos tecidos
cardiaco, pulmonar, renal, muscular, intestinal e hepético (Tabela 4 e Grafico 8). A
peroxidacao lipidica hepética, induzida pela dieta hipercal érica utilizada no presente estudo,
pode estar envolvida diretamente na perda tecidual deste 6rgao, uma vez que os produtos de
peroxidacdo lipidica sdo citotoxicos e altamente reativos, podendo reagir com biomoléculas
e, desta forma, contribuir para a injuria tecidual (BROWNING & HORTON, 2004,
STEWART et a., 2009). Possivelmente, a peroxidacdo lipidica também estegja presente nos
demais 6rgdos e participe da perda tecidual, entretanto, isso ndo foi verificado para

comprovagao.

Estudos mostram que agentes antioxidantes como o tempol e a apocinina exergcam
uma agdo protetora sobre tecidos especificos, em consegquéncia da diminuicdo de agentes
oxidantes (DENG-BRYANT et a., 2008; STEFANSKA & PAWLICZAK, 2008; WILCOX,
2010). Os resultados do presente trabalho, para os animais jovens, mostram uma possivel
acao protetora da apocinina sobre o tecido hepético, pois 0 peso relativo deste 6rgéo para o
grupo DHC apocinina foi significativamente maior que o DHC sem tratamento (Gr &fico 8).
Os dados sugerem que a perda tecidual hepética induzida pela dieta hipercal 6rica possa ser,

provavelmente, advinda do possivel aumento da atividade da enzima NADPH oxidase e
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consequente, do aumento na producdo de anions superdxidos. Contudo, estudos mais
aprofundados devem ser efetuados para averiguar os mecanismos pelos quais a dieta “high-

fat” utilizada no presente estudo induziu a perda tecidual.

Estudos anteriores realizados por nosso grupo mostraram que neste mesmo modelo
animal, porém em animais jovens alimentados com a dieta hipercal 6rica por um periodo de
26 semanas, 0s niveis de TG, COL, VLDL e peroxidacéo lipidica, tanto sistémico quanto
hepético, foram significativamente mais elevados no grupo aimentado com a dieta
hipercal 6rica comparado aquele alimentado com dieta “chow”. No presente estudo, onde a
exposicdo a dieta hipercalérica foi por um periodo de 14 semanas, alteracdes lipidicas
plasméticas significativamente el evadas foram observadas apenas para colesterol, parajovens
e idosos (Tabela 5 e 6, respectivamente). No que se refere a auséncia de alteractes
significativas para os demais parametros do perfil lipidico plasméatico observado no presente
trabalho, estudo de Dobrian e colaboradores (2000) mostra que os niveis de glicemia e de
lipidios plasmaticos apresentam, até certo ponto, relacéo direta com o tempo de exposicao a
dieta “high-fat” e com o ganho de peso corporal durante a exposi¢do. Sob este aspecto, 0s
resultados aqui apresentados sugerem que o inicio das alteracOes lipidicas possa estar
relacionado com o tempo de exposi¢éo a dieta, sendo necessario um periodo de exposicéo
superior a 14 semanas para gue tais ateracOes aparecam de forma significativa. Nesse
sentido, estudo de Sone e Kagawa (2005) mostra el evados niveis de triglicerideos e colesterol
total em animais alimentados com dieta “high fat”, que adquiriram obesidade corporal, por

um periodo de 16 semanas.

No que concerne as avaliages plasmaticas de marcadores de lesdo hepética, os dados
apontam para atividade da AST e a razdo AST/ALT significativamente mais elevados nos
animais idosos DHC comparado ao CT, ndo sendo observado 0 mesmo para os animais
jovens (Gréfico 9). Nossos achados para os animais jovens diferem dos de Fraulob e
colaboradores (2010) gue observaram aumento significativo na atividade da AST e ALT em
camundongos jovens expostos a dieta hipercalérica. Acredita-se que isto possa ser devido a
obesidade desenvolvida pelos camundongos, diferentemente dos animais jovens do presente
estudo que se apresentam como modelo de SMet sem obesidade corporal, e semelhante aos
animais idosos que apresentam este parametro. Este fator pode estar envolvido no aumento

do grau de infiltragdo gordurosa hepatica e no comprometimento das fungdes do 6rgéo.
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A enzima AST apesar de menos especifica que a AL T, é altamente sensivel e nivels
plasmaticos el evados sdo indicativos de morte celular e lesdo grave. Além disso, elevacdo na
razdo AST/ALT indica grau de comprometimento hepético mais elevado. Sendo assim, o0s
dados atentam para um comprometimento hepético mais acentuado para os animais idosos,
possivelmente pela maior susceptibilidade as alteracGes advindas da exposicéo ao elevado
teor gorduroso proveniente da dieta hipercaldrica, bem como pela obesidade corporal

desenvolvida por estes, fator que pode estar envolvido no comprometimento hepatico.

Acerca dos demais marcadores plasmaéticos hepéticos avaliados, néo foram detectadas
mudancas significativas, tanto nos animais jovens quanto nos idosos (Tabela 7 e 8,
respectivamente), demonstrando que a sintese protéica foi prioritariamente mantida ja que o
figado € o principal sitio deste anabolismo e que n&o ocorreu lesdo significativa no trato
biliar pelo consumo de dieta hipercal6rica. Contudo, ressalta-se que alteragdes nas enzimas
hepéticas nem sempre sdo detectadas em pacientes com diagnostico de DHGNA (VIDELA et
al., 2004), o que ndo descarta a possibilidade de alteraces hepéticas advindas do consumo de
dieta hipercaldrica, sob 0 ponto de vista apenas destes marcadores. Somando-se a isto,
Guedes (2009) observou €elevada atividade plasmatica para ALT, AST e ALP em
camundongos alimentados com dieta hipercaldrica por 26 semanas, sugerindo que o tempo
de exposicdo a dieta hipercaldrica pode estar relacionado com a deteccdo de mudanca na

atividade destas enzimas.

Os dados referentes aos parametros supracitados para os grupos tratados com o
tempol e com a apocinina ndo diferiram daqueles sem tratamento farmacol 6gico, mostrando
gue as vias investigadas no presente estudo ndo participam diretamente na modulagdo destes
paré@metros. Entretanto, apesar da atividade da ALT ndo esta significativamente mais elevada
no grupo DHC jovem comparado ao CT, observa-se uma diminui¢gdo significativa desta
guando tratados com o tempol, contudo os valores continuam dentro da faixa de valores

encontrados para os animais CT.

Como ja visto em estudos anteriores realizados por nosso grupo (GUEDES, 2009;
SOUZA, 2009) esta dieta hipercal6rica induz a um comprometimento no balanco redox e
peroxidacao lipidica (tanto hepético quanto sistémico) quando utilizadas por 26 semanas. A
literatura também aponta a utilizacéo de dietas “high-fat” no aparecimento das complicacdes
supracitadas (VIDELA et a., 2004; UCHIYAMA et d., 2006; MARTINS et al. 2010).
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No presente estudo, onde o tempo de exposicdo a dieta foi de 14 semanas, uma
elevada peroxidagdo lipidica hepética foi observada nos animais jovens e idosos expostos a
dieta hipercaldrica, indicando, provavelmente, uma alteracdo redox local (Grafico 10).
Contudo, esta possivel ateracdo redox ndo envolve modificacdo na atividade hepatica das
enzimas antioxidantes avaliadas no presente estudo (SOD e CAT - Graficos 11 e 12,
respectivamente), uma vez que ndo diferiram entre os animais alimentados com dieta
hipercal6rica comparado aos que ingeriram dieta “chow”. Esses dados sugerem que a
concentracdo das espécies reativas alvo destas enzimas (anion superéxido e peroxido de
hidrogénio, respectivamente) possa ndo estar elevada o suficiente para alterar a capacidade
antioxidante destas, o peroxido de hidrogénio pode também esta sofrendo a acéo da GPx, ou
estas espécies possam estar sendo direcionadas para reacfes de formac&o de outras espécies
reativas como o peroxinitrito, produto da reacdo do ‘O, com o ‘NO, sendo possivel a
participacdo do peroxinitrito, uma vez que este pode dar inicio ao processo de peroxidacdo
lipidica (LEOPOLD e LOSCALZO, 2009).

O tratamento farmacol0gico com o tempol e com a apocinina ndo interferiu no grau
de peroxidacao lipidica hepatica induzida pela dieta hipercal érica. Esses dados sugerem que
0 possivel aumento da atividade da NADPHoOx e consequente aumento de anion superoxido
nao contribuiram para a inducéo direta da peroxidacao lipidica, uma vez que o tempol é um
sequestrador de anion superoxido e a apocinina um inibidor da NADPHox. Sendo assim,
outra fonte e outro tipo de espécie reativa podem estar relacionados com o aparecimento
desta. Nesse contexto, outras espécies como o radical tirosil (gerado pela mieloperoxidase)
(SAVENKOVA et a.,1994), o peroxinitrito (produto da reacdo do O, com o ‘NO) e o
peréxido de hidrogénio (produto da dismutacdo de 'O, pela SOD) (LEOPOLD e
LOSCALZO, 2009) podem dar inicio ao processo de peroxidacdo lipidica. Contudo, outras
abordagens precisam ser realizadas para averiguar essas outras fontes. Os produtos gerados
no processo de peroxidacdo lipidica também atuam como agentes reativos e causam reagdes
de dano celular (amplificando, desta forma, os efeitos do estresse oxidativo). Além disso,
induzem inflamacao, através da indugdo de citocinas inflamatérias, e fibrose, pela ativacéo
de células estreladas hepéticas, as quais sintetizam coldgeno (BROWNING & HORTON,
2004).

Videla e colaboradores (2004) mostraram a correlagdo do estresse oxidativo

plasmético e hepético com achados clinicos e histoldgicos em pacientes com DHGNA. Os
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resultados do estudo demonstraram que o estresse oxidativo esta desenvolvido no figado de
patientes com esteatose e essa Situagdo € agravada ainda mais em pacientes com
esteatohepatite, em decorréncia da diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes e da
capacidade antioxidante total no plasma, bem como pelo aumento da concentracdo de
citocromo P-450. Estes dados reafirmam a participagdo do estresse oxidativo na progressao
das DHGNA em humanos e, sob este aspecto, o presente estudo atenta para uma possivel
participacdo do estresse oxidativo, advindo do consumo de dieta hipercalérica, no

aparecimento de esteatohepatite em camundongos.

A ativacdo dos caminhos aternativos de oxidacdo dos acidos graxos, quando a
capacidade de oxidacéo via mitocondria se torna prejudicada, resulta na formagéo adicional
de espécies reativas, as quais também contribuem diretamente para 0 aparecimento da
peroxidacéo lipidica (BROWNING e HORTON, 2004). Assim, o aumento da captacéo e
acumulo de é&cidos graxos no figado, decorrente da elevada liberagdo destes pelo tecido
adiposo, contribui para o aumento da producdo de espécies reativas. Nesse contexto, a
elevada adiposidade visceral, observada nos animais alimentados com uma dieta
hipercalérica no presente estudo, sugere uma participagdo direta dos acidos graxos
provenientes desta adiposidade viscera no acumulo de gordura no figado e o

desencadeamento da peroxidacao lipidica hepética, tanto nos jovens quanto nos idosos.

Os dados também indicam que, dependendo do tempo de exposicdo a dieta
hipercal 6rica, a peroxidacdo lipidica antecede elevacbes plasméticas na atividade de enzimas
de avaliacdo hepética. Uma vez que elevactes plasmaticas significativas na atividade destas
enzimas sd0 detectadas apos lesdo e morte celular hepética e os produtos de peroxidagéo
lipidica podem causar danos celulares, contribuindo para a progressdo da DHGNA, isto

sugere que a avaliagdo da peroxidacao lipidica possa ser um meio de diagnostico precoce.

A despeito da quantificacéo do contetdo lipidico total hepético vinculada a exposi¢éo
a dieta hipercal6rica, utilizada no presente estudo, observa-se, nos animais idosos, mas néo
nos jovens, um aumento significativo comparado ao grupo CT (Grafico 13). Além disso,
elevacdo significativa dos niveis de TG, COL e VLDL hepatico também foi observada
(Gréfico 14). Os dados sugerem que tais alteragdes também possam estar relacionadas com a
idade de exposicéo a esta dieta hipercaldrica, isto €, quanto mais avancada a idade, maior a
probabilidade de aparecimento de alteragbes no metabolismo lipidico hepatico,

provavelmente devido a maior susceptibilidade em acumular gordura tanto corporal quanto
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visceral, como observado nos animais idosos do presente estudo, e na sequéncia a maior
captagdo de gordura pelo figado, qualificada nas fotomicrografias dos cortes histol égicos

hepaticos destes animais.

Nos cortes histolégicos hepéticos dos animais jovens, alimentados com dieta
hipercal6rica (Figura 11B-C), é possivel visualizar a presenca de micro e macrovacuol os de
gordura, apesar do contelido lipidico total quantificado néo ter sido estatisticamente diferente
entre este grupo e o grupo CT. Por outro lado, a dieta hipercal6rica, quando consumida por
animais em idade avangada, causou um acumulo mais acentuado de gordura hepatica,
observado pela intensa presenca de micro e macrovacuolos de gordura nos cortes
histologicos destes animais (Figura 12C) e pelo elevado contetdo lipidico total, além do
elevado nivel de TG, COL e VLDL.

Os resultados supracitados sugerem que este acimulo de gordura hepética tenha
participacéo direta no elevado indice de peroxidacéo lipidica observado nestes animais. Além
disso, o grau de acimulo de gordura e o comprometimento celular hepético, consequente ao
consumo de dieta hipercal6rica por 14 semanas, parece estar relacionado com a idade, uma
vez que, os animais idosos além de apresentarem um acumulo de gordura hepética
(qualitativamente visualizados pelos cortes histologicos do figado) mais intenso que os
jovens, também apresentaram atividade plasmética elevada da enzima AST, um marcador de
lesdo hepatocelular mitocondrial. Corroborando com nossos achados histol 6gicos, diversos
estudos mostram o acumulo de gordura hepatica pelo consumo de dieta hipercaldrica
(GUEDES, 2009; FRAULOB et a., 2010; MARQUES et ., 2010; GUPTE et al., 2010).

Na andlise qualitativa dos cortes histologicos dos animais alimentados com dieta
hipercalérica, € possivel também observar a presenca de aglomerados inflamatérios e
provavelmente fibrose, possivelmente pela deposicdo de matriz entre as células o que
aumenta a distancia entre elas, caracterizando, desta forma, ainducéo de esteatohepatite pelo
consumo desta dieta por 14 semanas. Sugere-se que € possivel que no presente estudo, 0s
produtos de peroxidacdo lipidica e o estresse oxidativo local tenham induzido esta

inflamag&o pelainducdo de citocinas inflamatdrias e agdo direta destes sobre as células.

Nos animais jovens e idosos tratados com o tempol e com a apocinina, a analise
qualitativa dos cortes histol6gicos indica uma presenca menos acentuada de microvacuol os e

macrovacuolos de gordura. Estes dados sugerem que a inibicdo da atividade da NADPHox
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pela apocinina e a captacdo das particulas de anions superéxidos pelo tempol, de alguma
forma diminuiram a captacdo de écidos graxos pelo figado durante o tratamento crénico
concomitante com o consumo de dieta hipercal érica. E possivel que a melhora da tolerancia a
glicose nos animais jovens, bem como da toleréncia a glicose e sensibilidade a insulina nos
animais idosos, causada pelo tratamento com os farmacos supracitados, tenha causado a
diminuic&o da liberacdo de acidos graxos pelo tecido adiposo, provavel mente pela supressdo
da lipolise mediada pela insulina, e, consequentemente, diminuido a captagdo hepatica
destes.

Os dados histol6gicos obtidos também indicam que o estado redox normal hepético
possa estar alterado, possivelmente pelo aumento na atividade da NADPH oxidase e elevada
producdo de anions superdxidos, e na sequéncia esta contribuindo com o acimulo de gordura
hepatica. Uchiyama e colaboradores (2006) sugerem, em seus estudos, que o estresse
oxidativo acentua o acumulo de gordura hepética pela secrecéo de lipoproteina prejudicada
devido a degradacdo de apolipoproteina B no figado. E esse processo de degradacédo é
causado pela peroxidagdo lipidica (PAN et a., 2004; BROWNING & HORTON, 2004).

Nesse sentido, a elevada peroxidacao lipidica hepatica, observada no presente estudo,
pode ter contribuido diretamente para a inibicdo da liberacdo hepética de lipoproteina para o
meio sistémico, corroborando com os resultados encontrados para a concentragdo de VLDL
sistémica, a qual ndo diferiu significativamente entre o grupo DHC e CT, tanto jovem quanto
idoso. Somando-se, Furukawa e colaboradores (2004) demonstraram que, em camundongos
obesos, 0 tratamento com apocinina melhorou o diabetes, a hiperlipidemia e a esteatose
hepética, sugerindo que a apocinina possa desenvolver um papel protetor na progresséo das
DHGNA.

Os aglomerados inflamatérios ainda foram visualizados histologicamente no grupo
jovem tratado com o tempol e nos grupos idosos tratado com este agente e com a apocinina.
Essa inflamagdo pode ser consequéncia direta tanto dos produtos da peroxidagao lipidica e/ou
outros tipos de espécies reativas que ndo 0 anion superoxido, quanto pela inducdo de
citocinas inflamatorias (BROWNING & HORTON, 2004).

Tomados em conjunto, os dados encontrados no presente estudo demonstram que a
ingesta de dieta hipercal orica, por 14 semanas, induz alteracbes metabolicas e DHGNA, tanto

em animais jovens quanto em animais idosos, obtendo-se assm um modelo animal que
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possibilita a investigacdo dos diferentes fenétipos para a SMet encontrados em humanos, ou
sgja, agueles que apresentam obesidade corporal e aqueles que apresentam apenas a
obesidade visceral como ponto central para 0 aparecimento das demais alteracbes
relacionadas a SMet. Sob este aspecto, os dados atentam para uma possivel relacdo da idade
que esta dieta hipercaldrica € exposta, com o grau de obesidade e a deposi¢cdo de gordura
visceral. Além disso, esta Ultima pode ter participado de forma especial no aparecimento da
hiperglicemia e também no acumulo de gordura hepatica, uma vez que os acidos graxos
livres s@o captados pelo figado, culminando no aparecimento de DHGNA. Os dados obtidos
também indicam para o fato de que € possivel que a dieta hipercal6rica tenha induzido o
estresse oxidativo, tanto sistémico quanto hepético, e, juntos, podem ter contribuido para o
aparecimento e manutencdo da DHGNA via desregulacéo da sinalizacéo insulinica, tanto nos
jovens quanto nos idosos. Nesse sentido, 0 estresse oxidativo configura-se como um avo
merecedor, assim como a obesidade e a RI, de atencdo especial dentro dos mecanismos
implicados na SMet e na DHGNA. A Figura 13 mostra um esquema dos possiveis

mecanismos a partir dos resultados obtidos neste estudo.
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Figura 13 — Esquema dos possiveis mecanismos envolvidos nas dteracfes observadas no modelo de

sindrome metabdlica, com e sem obesidade centra
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A ingestéo de dieta hipercalérica por 14 semanas induz obesidade corpora em animais idosos, mas ndo em
animais jovens. Entretanto, independente da idade, a dieta induz obesidade visceral, mais acentuada nos animais
idosos. A dieta hipercal érica induz alteragdes metabdlicas glicémicas e na sinalizag&o insulinica, provavel mente
desencadeada pelo aumento na atividade da NADPHox e "O,’, bem como pelo aumento da liberagéo dos &cidos
graxos livres (AGL) pelo tecido adiposo. A desregulagdo da sinalizag8o insulinica, por sua vez, leva a menor
supressdo da lipdlise no tecido adiposo mediada pela insuling, favorecendo a maior liberagdo de AGL para a
corrente sistémica. Os AGL sdo entdo captados pelo figado culminando, desta forma, no aparecimento de
DHGNA, caracterizada pelo acimulo de gordura e inflamagdo, consequente da peroxidacdo lipidica e
possivelmente do estresse oxidativo local. Fonte: Flavio Moura Rezende (ilustrador) e Valéria Nunes de Souza

(diagramagéo).
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7 CONCLUSOES

O ganho de peso corporal observado nos animais idosos, mas ndo nos animais jovens,
apds consumo de dieta hipercalorica por 14 semanas, indica que o envelhecimento

acentua os efeitos metabdlicos associados a dieta hipercal orica;

A hiperglicemia de jejum e aintoleréncia & glicose dos animais jovens com SMet ndo
foi modificada apds tratamento com o tempol, indicando que outras espécies reativas,
gue ndo o 'Oy, possam estar envolvidas mais diretamente. Entretanto, a apocininafoi
capaz de atenuar a intolerancia a glicose, indicando que possivelmente o aumento na
atividade da NADPH oxidase possa estar envolvido e o0 estresse oxidativo sistémico

possivel mente esteja presente neste model o animal;

O tempol e a apocinina atenuaram a intolerancia a glicose e a resisténcia a insulina
dos animais idosos, sugerindo que possivelmente o aumento na atividade da NADPH
oxidase e na concentracdo de anions superéxidos possam estar envolvidos nos
mecanismos associados ao perfil glicémico patogénico, bem como o estresse

oxidativo possivelmente esteja presente neste model o dietético paraa SMet;

O nivel de alteragdes lipidicas plasmaticas induzidas pela dieta hipercal6rica indica
uma possivel associacdo com o0 tempo de exposicdo a esta. Assim como as alteragdes
lipidicas hepéticas podem estar associadas tanto ao tempo de exposicdo quanto a

idade em que se € exposto a esta;

Os dados de acumulo de gordura visceral e de perda tecidual observada nos animais,
apos ingesta de dieta hipercalérica por 14 semanas, apontam ser mais intensos nos
idosos, indicando que, de fato, a idade intensifica os efeitos da ingesta de dieta
hipercal 6rica e que a adiposidade visceral € um ponto central para o aparecimento das
demais alteragdes como a hiperglicemia e o infiltrado gorduroso hepético no modelo
dietético utilizado;

O elevado grau de peroxidacéo lipidica hepatica, mas ndo plasmética, observado nos

animais jovens e idosos expostos a dieta hipercalérica por 14 semanas indica,
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provavelmente, primeiro uma alteragdo redox local. Contudo, este evento ndo envolve
modificacdo na atividade das enzimas SOD e CAT,;

O consumo de dieta hipercal érica por 14 semanas ndo alterou parametros plasméticos
de avaliagdo hepatica nos animais jovens. No entanto, alteracdes foram observadas
nos animais idosos, indicando que a dieta hipercal érica induz lesdo hepética de grau

mais elevado nos idosos;

A esteatohepatite observada nos animais jovens e idosos com SMet foi,
qualitativamente e quantitativamente, mais intensa nos idosos. O tempol e a apocinina
diminuiram o acumulo de gordura hepética qualitativa em ambos, mas ndo
guantitativamente, indicando que o estado redox normal hepético possa estar alterado

e participe contribuindo para 0 acimulo de gordura hepatica;

Os dados apontam que € possivel que a melhora do perfil glicémico, causada pelo
tratamento com a apocinina nos animais jovens e com o tempol e a apocinina nos
animais idosos, tenha causado a diminuicdo da liberagdo de &cidos graxos pelo tecido
adiposo, via supressdo da lipdlise mediada pela melhora da sinalizacdo insulinica,

levando, consequentemente, a diminuicao da captacdo e acumulo hepético destes;

O estresse oxidativo configura-se como um possivel marcador precoce no modelo
indicado. Além disso, pode ser um dos mecanismos implicados no aparecimento da
SMet e da DHGNA.
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