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RESUMO

Introducio: As alteragdes no estilo de vida das pessoas vem sendo dinamicamente
observadas nas ultimas décadas; destaque especial ¢ dado aos aspectos dietéticos. Neste caso,
como responsavel direto por doengas crdnicas, juntamente com outros aspectos do estilo de
vida como sedentarismo, tabagismo, qualidade de vida. No contexto das doengas cronicas de
elevada incidéncia e prevaléncia, a sindrome metabolica vem ganhando destaque nas
pesquisas experimentais € clinicas na busca de métodos diagnosticos precoces para seus
varios componentes a exemplo dos vasculares, bioquimicos e hepaticos, todos com associagao
também dietética. Neste contexto, destaca-se a inser¢cdo das doencas hepaticas gordurosas nao
alcodlicas como componente hepatico da sindrome, sendo este o objeto central do presente
trabalho. Objetivo: Avaliar o perfil morfologico, funcional e o balango redox do figado de
um novo modelo murino dietético para sindrome metabdlica. Métodos: Onze camundongos
isogénicos machos C57BL/6J foram randomicamente divididos nos grupos Controle (CT) e
Hipercalorico (HC) e alimentados com dieta chow e hipercalorica, respectivamente, durante
26 semanas. Foram procedidas avaliagdes plasmaticas de marcadores de fungdo hepatica
(ALT, AST, ALP, y-GT, LDH, albumina e proteinas totais), analise do estado redox local
(SOD, CAT e peroxidagao lipidica) e estudo histologico do tecido. Resultados: Foram
encontradas elevagdes significativas do ponto de vista estatistico nos principais marcadores de
funcao hepatica nos animais HC. Esse aumento foi de aproximadamente 1,5 vezes para ALT,
2,5 para AST e de 7,4 para ALP. A atividade de y-GT seguiu o padrao observado de elevagao
significativa no grupo HC, apesar de sua baixa atividade. Nao foram observadas diferencas
nas concentragdes de albumina e proteinas totais. Relativo ao estado redox local, a atividade
de SOD nao foi diferente entre os grupos, a de catalase foi significativamente diminuida nos
HC e os niveis de peroxidacdo elevados. Os achados histologicos corroboram esses

resultados, sendo corresponde a doenga hepatica avangada nos animais HC (padrio cirrético).



Conclusao: O componente hepatico no novo modelo murino dietético para sindrome
metabolica estudado apresenta alteragcdes em seu perfil morfoldgico, funcional e no balango

redox.

Palavras-chave: Sindrome Metabdlica, Funcdes Hepaticas, Balango Redox, Novo Modelo

Murino Dietético.
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ABSTRACT

Introduction: Changes in lifestyle of people has been dynamically observed in recent
decades, emphasis is given to dietary issues. In this case, as directly responsible for chronic
diseases, along with other aspects of lifestyle such as inactivity, smoking, quality of life. In
the context of chronic diseases of high incidence and prevalence, the metabolic syndrome has
gained prominence in clinical and experimental research in the search for early diagnostic
methods for its various components such as the vascular, biochemical and liver, all also
associated with diet. In this context, there was the inclusion of non-alcoholic fatty liver
disease as liver component of the metabolic syndrome, which is the central object of this
work. Objective: To evaluate the profile morphological, functional and redox balance in the
liver of a novel induced-diet mice model for metabolic syndrome. Methods: Eleven isogenic
male C57BL/6J mice were randomly divided into control (CT) and hypercaloric (HC) groups
and fed with chow and hypercaloric diet, respectively, for 26 weeks. We did ratings serum
markers of liver function (ALT, AST, ALP, y-GT, LDH, albumin and total protein), analysis
of local redox status (SOD, CAT and lipid peroxidation) and histological study of tissue.
Results: There were significant elevations of the statistical point of view in the main markers
of liver function in HC animals. This increase was approximately 1.5 times for ALT, 2.5 for
AST and 7.4 for ALP. The activity of y-GT followed the pattern of significant increase in the
HC group, despite its low activity. There’re no differences in the concentrations of albumin
and total protein. On the local redox state, the activity of SOD was not different between
groups, the catalase activity was significantly decreased in HC group and there’re high levels
of peroxidation in this same group. The histological findings corroborate these results, which
corresponds to advanced liver disease in animals HC (default cirrhotic). Conclusion: The

hepatic component in the novel induced-diet mice model for metabolic syndrome shows
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changes in your profile functional, redox balance and morphological.

Keywords: Metabolic Syndrome, Liver Functions, Redox Balance, Novel Diet-induced Mice

Model.
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1 INTRODUCAO

1.1 Problematizacao

As mudancas dietéticas contemporaneas em especial, as praticas alimentares
inadequadas com elevadas ingestdes de acidos graxos saturados, carboidratos simples, sodio e
baixos niveis de fibras e antioxidantes e outras condi¢cdes de estilo de vida como
sedentarismo, concorrem para a elevacao das taxas de doengas cronicas de causas passiveis de
prevengdo como a sindrome metabolica (SM) (MOLNAR et al., 2005; KOTRONEN & YKI-
JARVINEN, 2007).

Estas mudangas podem compor um espectro de fatores de risco capazes de induzir
alteracdes sistémicas e locais nos sistemas fisiologicos de regulagdo da homeostase. Especial
destaque ¢ dado ao possivel desequilibrio no balango redox tanto sistémico quanto local
(Figura 1). O estado redox, em termos gerais, corresponde ao equilibrio entre os estados pro-
oxidativo e anti-oxidativo. Este balanceamento entre a formacdo e a remog¢do de espécies
oxidativas no organismo precisa ser regulado de maneira que reagdes e processos metabdlicos
que sejam dependentes destas espécies ocorram em niveis adequados para a manutengdo da
fisiologia celular (ROVER Jr et al., 2001).

Tem sido evidenciado que o aumento do estresse oxidativo (EO) hepatico pode
promover, entre outras alteragdes, a lipoperoxidagdo de membranas e a ativagdo de células
inflamatorias que promovem diversas alteragdes fisiopatoldgicas e cursam para processos
patologicos de consequéncias diversas de acordo com a intensidade, duracdo e efeito da causa
agressora sobre o tecido. Esta condicdo de estresse pode ser subsequente a sobrecarga de
acidos graxos ao figado, que pode saturar o sistema antioxidante. Neste contexto, as dietas

hipercaloricas e hiperlipidicas, como as praticadas principalmente nas populagdes ocidentais,
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podem ser uma das possiveis causas desse desequilibrio organico (DAY, 2002; BROWING &
HORTON, 2004; McCULLOUGH, 2006; LECLERQ et al., 2007; QURESHI & ABRAMS,

2007; ADIELS et al., 2008).

ANTI-OXIDANTES

OXIDA NTE} m -i {% M

Figura 1. Representagdo esquematica do desequilibrio no balango redox (ROVER Jr et al., 2001).

Assim, as doengas hepaticas gordurosas nao alcoodlicas (DHGNA) surgem como o
componente hepatico da sindrome metabdlica e configuram-se como tema atual de pesquisas
(FESTI et al., 2004; BOER et al., 2004; KOTRONEN & YKI-JARVINEN, 2007).

As DHGNA compreendem um espectro amplo de manifestagcdes hepaticas, nao
associadas ao consumo de dalcool ou a outros agravos no o6rgdo de causa etiologica
determinada, que vao desde a infiltracdo gordurosa simples nos hepatocitos, denominada

esteatose, passando por esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA), infiltracdo de Mallory, fibrose
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e cirrose, podendo, mesmo que raramente, evoluir para hepatocarcinoma (BROWNING &
WORTON, 2004; KOTRONEN &YKI-JARVINEN, 2007; QURESHI & ABRAMS, 2007;
ADIELS et al., 2008; CONG et al., 2008). A esteatose hepatica ainda ¢é relatada como sendo
um tipo de infiltragdo celular reversivel e possivelmente benigno (COTRAN et al., 2000).
Mantena e Colaboradores (2008), apesar de concordarem que a esteatose pode ser uma
condicdo reversivel, apontam-na como uma condi¢do ndo benigna podendo representar o
primeiro passo para a progressao de patologias mais severas do 6rgdo, em conformidade com
o observado na evolucdo das DHGNA. Este espectro de doengas hepaticas apresenta-se como
a principal causa de cirrose criptogénica (PAGANO et al., 2002; FESTI et al., 2004).

A prevaléncia de tais agravos ¢ descrita na literatura porém, observa-se diferencas
entre as taxas, especialmente relacionadas a variagdes geograficas e ao desenho metodologico
dos estudos (KOTRONEN &YKI-JARVINEN, 2007). Estima-se, porém, que entre 14 e 24 %
da populagdo apresente algum grau de infiltracdo hepatica gordurosa de origem ndo alcodlica
assintomatica, sendo apontada ocasionalmente por métodos comuns de imagem
(BROWNING & HORTON, 2004). Contudo, a maior dificuldade diagndstica relaciona-se ao
fato de que ainda ndo ha um marcador especifico para o agravo, além da baixa sensibilidade
de métodos pouco invasivos clinicamente utilizados (FESTI et al., 2004; MEDINA et al.,
2004; ALLARD et al., 2008). As transaminases, que, em geral, estdo alteradas em casos de
lesdo hepatica, podem apresentar-se em seus niveis normais. Entretanto, constata-se que
grande parte dos diagnoésticos ainda é sequencial ao achado incidental de taxas sanguineas
elevadas destes parametros. Estima-se que apenas 17 % dos casos totais de pacientes com
DHGNA, avaliados por espectrometria de ressonancia magnética de proton ("H-MRS),
apresentem taxas elevadas destas enzimas (KOTRONEN & YKI-JARVINEN, 2007).

Sabe-se que o figado encontra-se no centro do metabolismo de macro e

micronutrientes, da depuracdo de substincias toxicas, da sintese de proteinas, de bile, de
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fatores de coagulagdo e do armazenamento de moléculas. E notdrio assim, que alteragdes
patoldgicas no 6rgao podem ter grandes e importantes repercussdes na manutengdo € na
qualidade da vida, cujas consequéncias variam de acordo com causa, intensidade e duragdo da
exposi¢ao aos fatores lesivos (MAIO et al., 2000). No caso especifico das DHGNA, o
contexto local e sistémico das agressdes concorrentes na sindrome metabdlica, como a
infiltragdo gordurosa persistente e gradativa, decorrente, principalmente, da alteragdo do
metabolismo lipidico e glicidico e acumulo de substancias inflamatdrias, pode determinar o

agravamento do comprometimento hepatico e, desta forma, a alteracdo das fungdes do 6rgao.

1.2 Problema

Como dito, as DHGNA, em especial a esteatose, tém sido apontadas como o
componente hepatico da SM (FESTI et al., 2004; BOER et al., 2004; KOTRONEN &YKI-
JARVINEN, 2007). No contexto dos estudos realizados acerca do tema, o uso de modelos
animais, com destaque aos murinos, apresenta-se relevante na busca de uma compreensiao
mais aprofundada dos diversos aspectos componentes (GADIJA et al., 2007). Assim, o modelo
murino dietético para sindrome metabolica utilizado neste trabalho, de maneira semelhante
aos demais modelos animais de experimentacdo, procura assemelhar-se a0 maximo com um
fenotipo humano. Diante do exposto, o presente estudo busca responder a seguinte questao: o
figado de um modelo murino dietético para sindrome metabodlica, alimentado com dieta high

fat mas, sem o desenvolvimento de obesidade esta alterado?
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1.3 Hipoteses

1.3.1 Hipdtese nula

O figado n3o se encontra alterado em um novo modelo murino dietético de

sindrome metabolica.

1.3.2 Hipétese alternativa

O figado encontra-se alterado em um novo modelo murino dietético de sindrome

metabdlica.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo geral

e Avaliar o perfil morfolégico, funcional e o balango redox do figado de um novo modelo

murino dietético para sindrome metabolica.

1.4.2 Objetivos especificos

e Investigar as alteragdes de marcadores de fungao hepatica no modelo estudado;

e Mensurar o teor lipidico, de triglicerideos, de colesterol total e de suas fracdes do tecido
hepatico;

e Avaliar a atividade de enzimas envolvidas no balanco redox presentes no tecido;

e Analisar os niveis de peroxidagao lipidica no 6rgao;

e Caracterizar as alteragdes morfo-histologicas hepaticas.
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1.5 Justificativa

As taxas de morbidade e mortalidade, associadas aos componentes da sindrome
metabolica, tém-se elevado dentre os individuos de diferentes etnias decorrente,
principalmente, das alteragdes no estilo de vida, com destaque para o componente dietético.
Apesar de grande parte dos dbitos terem associagdo direta com os componentes vasculares da
sindrome, as DHGNA tém ganhado destaque na literatura atual como o componente hepatico
da mesma. Contudo, semelhantes aos demais parametros que caracterizam o perfil
sindroémico, muitas vezes apresentam-se de forma assintomatica, o que pode acentuar o grau
de comprometimento do 6rgao e, assim, do individuo (McCULLOUGH, 2006; KOTRONEN
& YKI-JARVINEN, 2007; QURESHI & ABRAMS, 2007).

Neste contexto, ¢ crescente a busca por métodos diagnodsticos precoces € por uma
compreensdo mais aprofundada dos mecanismos patologicos envolvidos no agravo, de
maneira @ melhor direcionar as acgdes preventivas e medidas terapéuticas (DAY, 2002;
AGRAWAL & BONKOVSKY, 2002; McCULLOUGH, 2006; ADIELS et al., 2008). Assim,
os modelos murinos tém destaque devido, principalmente, a semelhanga genética com o
homem e a facilidade de manejo como tamanho, necessidade de menor espago, rapida
reprodugdo (MOLNAR et al., 2005; ANSTEE & GOLDIN, 2006; FITZGERALD et al.,
2007, CONG et al., 2008), sendo o prototipo proposto neste trabalho para avaliar o

componente hepatico em modelo dietético para sindrome metabolica.
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2.1 Contexto epidemiologico

O comportamento dietético, especialmente o ocidental, sofreu intensa mudanga no
decurso das ultimas décadas do século XX. Esta foi denominada transi¢do nutricional,
caracterizada pela alteracdo na pratica dietética com o aumento do consumo de itens
alimentares de elevados contetidos lipidicos e glicidicos em detrimento daqueles in natura,
como frutas e demais vegetais. Isoladamente, ja representa a possibilidade do
desenvolvimento de deficiéncias nutricionais, a citar as de micronutrientes. Entretanto, a
maior alteragdo no perfil nutricional da populacdo ¢ representada pela diminui¢do na
prevaléncia de desnutri¢ao e pelo aumento da obesidade (OLIVEIRA, 2004).

A transi¢@o nutricional tem sido atribuida também a outras mudangas no estilo de
vida, em especial, ao ritmo acelerado dos grandes centros urbanos. A necessidade de realizar
refeicdes cada vez mais rapidas e fora do domicilio, aliada a facilidade de aquisi¢@o e pronto
consumo dos referidos alimentos, estdo entre as razdes para estas mudangas. Destaca-se que o
principal fator ¢ a qualidade da alimentag@o, ndo somente comer muito ou adquirir excesso de
tecido adiposo (FONSECA, 2008). Desta forma, o tipo de dieta consumida tem sido associado
ao desenvolvimento de doencas cronicas. Interessantemente, as populacdes que praticam a
chamada dieta mediterranea, rica em frutas, vegetais, peixes e azeite de oliva, associada ao
consumo de quantidade diaria moderada de vinho, t€ém apresentado maior expectativa de vida
e menor prevaléncia de doencgas cronicas, comparadas as populagdes de praticas ocidentais. A
pratica mediterranea, em termos de nutrientes, corresponde a maiores quantidades de acidos
graxos monoinsaturados, fibras, antioxidantes, balanco equilibrado entre os aportes de acidos
graxos polinsaturados -6 ¢ -3 e baixo consumo de acidos graxos saturados (URQUIAGA et
al., 2004).

Uma segunda, mas também importante, altera¢ao no estilo de vida da populagao ¢
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o aumento do sedentarismo. Observado principalmente nos maiores centros urbanos,
encontra-se associado a diversos fatores como falta de tempo para a pratica de exercicio
fisico, melhoria no acesso aos meios de transporte e desta forma diminui¢do na pratica de
caminhadas, maior acesso aos meios de comunicacao e outros entretenimentos eletronicos em
lugar da pratica de atividades ludicas ao ar livre, situagdo acentuada pelo medo da violéncia
em vias publicas. Ainda mais grave € a associagdo entre comportamento alimentar inadequado
e sedentarismo (LOPES, 2007). Assim, o resultado, em geral, é o aparecimento da obesidade,
grave problema de satde publica atual, resultado do desbalancgo entre o consumo energético
devido ao suprimento abundante e o reduzido gasto metabolico devido a atividade fisica
reduzida (BARNESS et al., 2007).

Relatos da literatura mostram que espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERONs) sdo excessivamente produzidas na presenga da obesidade, o que pode predispor a
outras morbidades metabdlicas (FURUKAWA et al., 2004). Destaca-se também o
componente genético e o tabagismo como outros fatores também importantes a introdugao do
conceito de outra grande transi¢ao do final século XX: a epidemiologica. Esta é caracterizada
pela diminui¢do das taxas de doencas infectoparasitarias e pelo aumento das doengas cronicas
de causas passiveis de prevengao (PRATA, 1992).

Salienta-se que praticas alimentares saudaveis com o consumo de alimentos In
natura, controle do consumo caldrico e de gorduras totais, a pratica regular de atividades
fisicas com a diminui¢do do sedentarismo e a abstencao da pratica do tabagismo estdao entre os
principais meios de prevenc¢do da maioria das doengas cronicas que vém assolando a

populacdo. A figura 2 ilustra o contexto epidemioldgico descrito.
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2.2 A sindrome metabdlica

Datam da década de 60 as primeiras descrigdes acerca da sindrome metabolica,
agravo caracterizado pela associacdo de diversas anormalidades metabdlicas (AVOGARO et
al., 1965). Ao longo dos anos esta sindrome, também conhecida por sindrome do quarteto
mortal, sindrome X, sindrome plurimetabolica, sindrome da resisténcia a insulina e, por fim,
sindrome metabodlica, tem sido foco de intimeras investigacdes nas ciéncias basicas e
aplicadas, particularmente por sua principal caracteristica: ser multifatorial e, assim, requerer
atencdo multidisciplinar (AVILA, 2004; LOPES, 2007). Esta sindrome ¢ uma desordem
metabolica de crescente prevaléncia. Relatos tém apresentado taxas na ordem de 25 % na
populagio dos Estados Unidos (FORD et al., 2002). No Brasil, ndo foram publicados estudos
populacionais representativos da populacdo em geral. As diferentes taxas de prevaléncia
variam em func¢do das diversas classificagdes diagndsticas adotadas pelos estudos, além das
variaveis geograficas inerentes as amostras descritas. Entretanto, tem-se apresentado de forma
crescente ¢ os estudos epidemioldgicos em geral apontam o componente dietético como uma
das causas deste fenomeno (BROWNING & HORTON, 2004; KOTRONEN &YKI-
JARVINEN, 2007).

Entre os individuos portadores de obesidade e/ou diabetes tipo II (DMII) esta
prevaléncia chega a atingir 75 % (FESTI et al., 2004). Criangas e adolescentes também tém
desenvolvido tal agravo, sendo crescente o numero de diagndsticos de aterosclerose
coronariana ¢ de outros fatores de risco neste grupo populacional (CHEN & BERENSON,
2007). Além disso, o aumento do sobrepeso e da obesidade entre criangas e adolescentes tem
crescido enormemente nos ultimos anos. De acordo com estimativas recentes, 17,1 % das
criangas e adolescentes com idade entre 2 e 19 anos encontram-se acima do peso (OGDEN et

al., 2006). Desta forma, a sindrome metabdlica torna-se um problema de satide publica
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também nesta populagdo (CHEN & BERENSON, 2007).

Corroborando estes relatos, Ferreira e Colaboradores (2007), verificaram
prevaléncia de SM em 17,3 % de uma populagdo composta por 52 criangas com idade entre 7
e 10 anos classificadas como obesas através de um indice de massa corporal (IMC) acima do
percentil 95. Em uma populacao de adolescentes obesos avaliados em Lima, Peru, a taxa de
SM observada foi de 22,9 % (PAJUELO et al., 2007). Porém, segundo Chen e Berenson
(2007) ainda ndo existe um critério disponivel para a avaliagdo especifica deste grupo
populacional. Estes autores ressaltam a necessidade de estabelecimento destes parametros,
diante dos diferentes conceitos diagnosticos que os estudos em criangas vém adotando para o
diagnéstico e prevaléncia da sindrome, especialmente, diferentes pontos de corte para
classificagdo de obesidade, chamando atencdo para o fato de que o IMC tem sido utilizado
como estratificador e componente da mesma, o que ndo deve ser tomado como fator suficiente
de avaliagdo (CHEN & BERENSON, 2007), visto que semelhante ao portador adulto, ¢ a
associagdo de diferentes pardmetros alterados o que caracteriza a sindrome.

Algumas publicagdes tém apresentado diferentes descricdes dos componentes que
caracterizam a SM. A tabela 1 sumariza os principais parametros e pontos de corte adotados
para o diagndstico humano da mesma, descritos na literatura. Nestas descricdes também
podem ser encontrados relatos comparativos entre os resultados obtidos através da utilizacao

dos diferentes pontos de corte descritos (CAMERON et al., 2004).
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Tabela 1. Pardmetros e pontos de corte utilizados para o diagndstico de sindrome metabdlica de

acordo com diferentes recomendacdes de organizagdes e estudos publicados na literatura

OMS! (1998) ATP 1112 (2001) IDF3 (2005)
Hiperinsulinemia ou regulacdo de Trés ou mais fatores: CC elevada, de acordo com a etnia,
glicose alterada e 2 outros fatores: e pelo menos 1 fator:

e TG (mg/dL) > 150 TG (mg/dL) > 150 TG (mg/dL) > 150

e HDL® (mg/dL) < 35 P/H® e <39 HDL (mg/dL) < 40 P/H e <50 e HDL (mg/dL) < 40 P/H e < 50
P/M’ P/M P/M

PA (mmHg) > 130 e/ou > 85 e PA (mmHg)> 135 e/ou>85

e Tratamento anti-hipertensivo
ou PA* (mmHg) > 140 e/ou >
90

e RCQ’>0,90P/He>0,85P/M o CC'" (cm) > 102 P/H ¢ > 88 e Tratamento para dislipidemia e

P/M pressdo arterial

e Microalbuminiria (mg/min) > e Glicemia de jejum (mg/dL) > e Glicemia de jejum (mg/dL) >
20 110 100

e IMC" > 30 kg/m’

'Organizagio Mundial de Satde; “Adult Treatment Panel 111; *International Diabetes Federation; “triglicerideos;
*high density lipoprotein (lipoproteina de alta densidade) ; ®para homens; 'para mulheres; ®pressio arterial;

’relagdo cintura quadril; "’indice de massa corporal; ''circunferéncia da cintura.

No Brasil, conforme adotado na I Diretriz Brasileira no Diagnostico e Tratamento
da Sindrome Metabdlica (2004), a definicdo utilizada ¢ a do ATP III (2001) que apresenta
pequenas diferencas em relacdo aos critérios usados pela OMS (Tabela 1). Contudo, a III
Diretriz Brasileira de Diabetes adota os critérios definidos pelo IDF (2005), bem como
diversos estudos posteriores a essa publicagdo.

As alteragdes metabolicas relativas ao perfil lipidico, ao glicidico, a elevagao da
pressdo arterial (PA) e de medidas corporais associadas ao deposito adiposo sdo
consensualmente consideradas em todas as classificagdes diagnosticas (Tabela 1). Mais
recentemente, as doencas hepaticas gordurosas nao alcoodlicas (DHGNA) foram descritas
como o componente hepatico da SM, sendo atualmente um pardmetro diagnostico da mesma

(KOTRONEN & YKI-JARVINEN, 2007).
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2.2.1 Patogenia da sindrome metabolica

A partir da descricao classica de Reaven (1988), a SM foi baseada na presenga de
resisténcia insulinica (RI), estado de reduzida resposta dos tecidos a ag¢do da insulina. Trata-
se, pois de uma caracteristica chave da SM, podendo estar diretamente associada aos demais
componentes sindrémicos. Esta pode ser inicialmente representada pela presenga de tolerancia
a glicose diminuida, cujo prolongamento, em geral, culmina com DMII (BERGMAN et al.,
2007). Ambos, RI e DMII, podem ser caracterizados por dislipidemia, que ¢ um importante e
comum fator de risco cardiovascular. Segundo Adiels (2006), uma das anormalidades
metabolicas que ocorrem ¢ a producdo de VLDL (“very low density lipoprotein”; lipoproteina
de muito baixa densidade) em particulas aumentadas que atuam como iniciadoras de
mudangas nas lipoproteinas, resultando, assim, em altos niveis de particulas menores de LDL
(“low density lipoprotein”; lipoproteina de baixa densidade) e mais baixos niveis de HDL
(“high density lipoprotein™; lipoproteina de alta densidade). A dislipidemia, neste caso, ¢
caracterizada por altos niveis de triglicerideos (TG), baixos de HDL e/ou pelo aparecimento
de LDLs pequenas e densas, com lipidemia pos-prandial. Segundo Adiels (2008), estas
alteracdes metabodlicas precedem o diagnostico de DMII, podendo esta investigacdo ser
utilizada como parametro de rastreamento para instalacdo de tais alteragdes no metabolismo
lipidico.

Como dito, a producao hepatica excessiva de VLDL ¢ apontada como iniciadora
de mudangas no metabolismo de lipoproteinas (ADIELS et al., 2006). A sintese de VLDL
envolve uma lipidagdo da apoproteina B100 (apoB100) no figado que corresponde ao passo
inicial. Este processo ¢ realizado pela proteina de transferéncia microssomal de triglicerideo
(MTP; “microssomal triglyceride transfer protein”) no reticulo endoplasmatico rugoso (RER)

resultando na formagdo de uma particula de lipoproteina pré-VLDL que ¢ secretada apods
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lipidacao adicional. A formag¢do de VLDL ¢ altamente dependente do acumulo de TG no
citosol. Depois de liberada do figado pode ser convertida em IDL (“intermediate density
lipoprotein”; lipoproteina de densidade intermediaria) pela lipase lipoproteica (LPL;
“lipoprotein lipase™) e esta em LDL. Esta, por sua vez, ¢ rica em colesterol e catabolisada,
principalmente, através do reconhecimento hepatico pelos seus receptores de LDL.
Concentragdes anormais de lipideos e apolipoproteina podem decorrer de mudangas na
produgdo, conversdo ou catabolismo de lipoproteinas. Somando-se a isso, uma aumentada
liberagdo de acidos graxos eleva a secre¢do de VLDL-TG e apoB100 do figado.
Interessantemente, mecanismos compensatorios estao associados aos niveis menores de HDL
pela diminuig¢do da apoproteina A1 (ApoAl), carreadora desta lipoproteina (ADIELS et al.,
2008) (Figura 3). Assim, a desregula¢ao no metabolismo hepatico de lipideos pode apresentar
papel chave na patogénese de SM, com desenvolvimento de esteatose hepatica, dislipidemia e

RI (BIDDINGER et al., 2005).

DIMINUICAO

HDL
116%

IDL LDL
145%

VLDL
185% 185%
AUMENTO

Figura 3. Alteracdes no metabolismo de lipoproteinas na sindrome metabolica induzem a reducdo na taxa
catabolica das lipoproteinas que contem apoB o que resulta em aumento sérico das fracdes associadas a esta
apoproteina. Por outro lado, ocorre elevagdo no catabolismo de ApoAl resultando em diminui¢do dos niveis
séricos de HDL. Adaptado de Adiels e Colaboradores (2008).
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Um aumento na concentragdo de acidos graxos na circulagao contribui para
ativacdo do sistema nervoso autdbnomo simpatico (SNAS). Este evento pode induzir a
disfunc¢do endotelial, aumento dos niveis circulantes de cortisol, reten¢do de sédio e aumento
da PA. Além disso, o estado de lipotoxicidade pode agravar a faléncia das células B do
pancreas, contribuindo para a manutenc¢ao nos niveis glicémicos elevados, agravados pela RI
(FONSECA, 2008).

Somando-se aos fatores citados, pode ainda participar da patogenia da SM uma
produgdo desregulada de adipocitocinas, associada a obesidade, através da produgdo
aumentada de TNF-a (“tumoral necrose factor «”; fator de necrose tumoral o) por

mecanismos ainda ndo elucidados (FURUKAWA et al., 2004).

2.2.2 O papel do desbalanco REDOX na sindrome metabdlica

O metabolismo normal ¢é caracterizado pelo equilibrio entre substincias pro-
oxidativas e anti-oxidativas, como uma balanca de dois pesos em potencial equilibrio (Figura
1). Contudo, varias sdo as situagdes que podem gerar um desequilibrio negativo neste balango
ou estado redox.

Os sistemas organicos produzem espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERONSs), e citocinas pro-oxidativas, onde as principais fontes fisiologicas destas espécies sao

a mitocondria, através da cadeia transportadora de elétrons, a NADPH oxidase (NADPHox),
que catalisa a reduciio de um elétron do oxigénio molecular para gerar anion superoxido (O, )

usando NADPH como doador de elétron, a mieloperoxidase, a NOS (“nitric oxide syntase”;
oxido nitrico sintase) desacoplada e a xantina oxidase (XO) (CONDEZO-HOYOS et al.,

2009).
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O complexo enzimatico NADPHox pode estar presente em diferentes tipos
celulares como componente dos mecanismos de sinalizacdo redox. Interessantemente, o
tratamento de camundongos obesos com inibidor desta enzima reduz a produgdo de ERONs
no tecido adiposo, sugerindo a participagdo da enzima no EO e por diminuir a desregulacao
de adipocitocinas ¢ melhorar diabetes, hiperlipidemia e esteatose hepatica, apontando a
NADPHox como importante fonte de ERONs e a acdo deletéria destas em quantidades
excessivas (FURUKAWA et al., 2004). Assim, quantidades elevadas de ERONs podem ter
efeitos deletérios nos sistemas organicos por oxidagao irreversivel de lipideos, proteinas e
DNA (“dexyribonucleic acid”; acido desoxirribonucleico), inibindo a func¢do celular normal,

associados a progressdo de doenga cardiovascular (DCV) (CONDEZO-HOYOS et al., 2009).

Por sua vez, o O, " é uma espécie reativa de oxigénio (ERO) que atua tanto na

geracao de outras espécies reativas quanto na acao deletéria direta a parede vascular, podendo
diminuir a biodisponibilidade de 6xido nitrico (*NO), que ¢ um fator relaxante derivado do
endotélio, e reagir com este composto para formar o peroxinitrito (*ONOO-). Este, por sua
vez, ¢ altamente reativo e atuante direto no fendmeno de peroxidacdo lipidica (FEILLET-
COUNDRAY et al., 2009).

A peroxidagdo lipidica pode ser induzida por substancias oxidantes e gerar uma
grande variedade de produtos que incluem compostos carbonil reativos (CCR) e outros
produtos como cetonas e alcanos. Os CCR sao formados durante a peroxidacao lipidica e a
glicoxidagdo de carboidratos sendo precursores dos produtos finais de glicacdo avangada
(AGEs; “advanced glycation end products”) e peroxida¢dao lipidica avangada (ALEs;
“advanced lipid peroxidation end produts™) que reagem com proteinas, lipideos ¢ DNA. O
estresse carbonil, como ¢ conhecido, induz progressivamente a disfuncdes das proteinas e
prejuizos nos tecidos, o que pode gerar ainda inflamacdo e apoptose celular. Um dos

principais CCR formado durante a peroxidagdo lipidica ¢ o malondialdeido (MDA), que
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apresenta importante papel na modificacdo de LDL. Este aldeildo e outros CCR, como o 4-
hidroxinonenal (4-HNE), reagem com residuos de lisina de ApoB, alterando a afinidade pelo
receptor ¢ desviando o metabolismo para células scanvenger como macréfagos,
posteriormente transformados em células espumosas, caracteristicas de lesdes aterosclerdticas
e diretamente envolvidas nos mecanismos de ativacdo inflamatoria, mitogénica e pro-
apoptotica (NEGRE-SALVAYRE et al., 2008).

Normalmente, as células sdo dotadas de sistemas antioxidantes enzimaticos € nio
enzimaticos que combatem as ERONSs, neutralizando-as. Fazem parte deste sistema de defesa
as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSHpx). A

enzima SOD possui trés isoformas: uma citosoélica (SOD¢yz,), uma mitocondrial (SODyy,) €

outra extracelular (SODgc). Esta atua na dismutagdo do 0, em peréxido de hidrogénio

(H,0,) (O, + O, — H,0, + H,0). Este composto, por sua vez ¢ convertido em agua e

oxigénio pela atividade das enzimas GSHpx e CAT, esta ultima sendo a maior responsavel
pela detoxificagdo daquela espécie (2H,0, — H,O + O,) (McGIRT et al., 2002). Como
antioxidantes ndo enzimaticos apresentam destaque a glutationa (GSH), os polifendis,
principalmente flavondides, algumas vitaminas e minerais (FEILLET-COUDRAY et al.,
2009). A bilirrubina ¢ apontada também por suas propriedades antioxidantes, especialmente
quando estd em sua forma covalentemente ligada a albumina, seu principal transportador
sérico (CONDEZO-HOYOS, et al., 2009). Esta forma de bilirrubina é conhecida como 6-
bilirrubina ou biliproteina (YOSHIDA et al., 1987). Diaz-Gil e Colaboradores (1988)
identificaram um fator de crescimento do figado como sendo uma 6-bilirrubina que exerce
propriedades regenerativas e antifibréticas. E proposto por Condezo-Hoyos e Colaboradores
(2009) que essas propriedades sejam exercidas por mecanismos de acdo antioxidante, pois o
fator mostrou-se efetivo como sequestrador de radicais peroxil, hidroxil e superoxido em

baixas concentra¢cdes molares, aumentando a vasodilatacdo, reduzindo a PA e fibrose.
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Interessantemente, baixas concentragdes séricas de bilirrubina foram associadas a DCV. A
albumina também pode exercer atividade antioxidante, como sequestrador de radicais livres e

através da quelacdo de cobre e ferro que sdo metais que podem estar envolvidos na
propagacdo de peroxidacio lipidica através da reagdo de Fenton (Fe™ + O, — Fe' ™ + 0 " ;

Fe™ + H,0, — Fe" " + OH + OH") (ROCHE et al., 2008). Por outro lado, Condezo-Hoyos e
Colaboradores (2009) ndo observaram atividade antioxidante da albumina contra radicais
hidroxil, mas atribuem o resultado como provavelmente relacionado as baixas concentragdes

utilizadas.

2.3 Doencas hepaticas gordurosas niao alcodlicas como componente da sindrome

metabolica

As DHGNA apresentam-se como agravos hepaticos caracterizados pelo acimulo
de gordura no 6rgdo ndo atribuivel ao consumo alcoolico ou a outras causas conhecidas de
doenca hepatica, compreendendo a um amplo espectro de doengas de infiltragdo gordurosa.
Inicialmente, tem-se a esteatose simples que pode evoluir e/ou coexistir com a inflamagao,
sendo, assim, denominada esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA). Em uma sequéncia
fisiopatologica, tem-se a cirrose, necrose e, por fim, hepatocarcinoma hepatico (Figura 4).
Tais agravos sdo apontados como responsaveis por 33 % dos casos de cirrose criptogénica, ou
seja, aquelas de causa ndo estabelecida (PAGANO et al., 2002; FESTI et al., 2004).

Dados da literatura apontam para prevaléncias de algum grau de infiltracao
gordurosa hepatica na ordem de 20 % na populagdo em geral (ARAYA et al., 2006) e
aproximadamente de 70 a 90 % em individuos portadores de obesidade ou DMII

(TARGHER, 2007). E conveniente relembrar que as taxas percentuais destes agravos,
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similarmente as de SM, apresentam variacdes decorrentes das diferencas entre os desenhos
metodolégicos dos estudos e as varidveis geograficas das populagdes estudadas
(BROWNING & HORTON, 2004; KOTRONEN &YKI-JARVINEN, 2007). Jimba e
Colaboradores (2005) apontam prevaléncias de 29 % em japoneses adultos aparentemente
saudaveis de meia idade, independentemente associada ao prejuizo no metabolismo de
glicose. E visto que, mesmo populagdes orientais, que ja foram apontadas por menores taxas
de doengas cronicas, apresentam-se atualmente acometidas por distirbios metabolicos. Fan e
Colaboradores (2005) indicaram risco de figado gorduroso aumentado em 32, 31, 22, 23 ¢ 39
%, respectivamente, em individuos com obesidade abdominal, diabetes, dislipidemia,
hipertensdo ¢ SM. A prevaléncia destes agravos aumenta com a idade, presenca de DMII,
obesidade e hipertrigliceridemia. Somando-se ao exposto, a alanina aminotransferase (ALT)
também se apresenta como marcador, depois de excluidos os demais fatores de risco
(BEDOGNI et al., 2005). Entretanto, estudos populacionais precisam ser conduzidos para
melhor estimar estes apontamentos. Outros relatos indicam prevaléncia de SM de 65 % entre
individuos acometidos por DHGNA (RYAN et al., 2005). Nas populagdes dos Estados
Unidos e Asia a estimativa ¢ de que 2 a 10 % das criancas sejam acometidas por DHGNA

(PAPANDREOU et al., 2007).
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Figura 4. Fotos ilustrativas e representa¢do exquematica do comprometimento hepatico na evolugdo da doenga
hepatica gordurosa ndo alcodlica. HCC: hepatocarcinoma (Adaptado de DAY, 2002).

Inimeras descrigdes associaram a DHGNA a obesidade. Poniachik e
Colaboradores (2002) apontaram taxas de 91, 45, 47 e 1,4 %, respectivamente, de obesos
morbidos com diagnostico de esteatose, esteatohepatite, fibrose e cirrose. De fato, cerca de 70
a 90 % dos individuos obesos, submetidos a avaliagdes especificas, apresentam-se com algum
grau de infiltracdo gordurosa, sendo a obesidade um fator de risco, bem como um dos
componentes da sindrome metabolica. Contudo, os nao obesos podem também apresentarem
algum destes agravos hepaticos, além de serem resistentes a insulina e, assim, diagnosticados,
dessa forma, como portadores de SM. Ou seja, a sindrome pode manifestar-se em individuos

sem aumento da circunferéncia abdominal, porém com algum depdsito de gordura visceral
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(FONSECA, 2008).

Estudos apontam que a presenca de um figado gorduroso estd correlacionada
linearmente com todos os componentes da SM, independente da obesidade, sendo, portanto,
apontada como o componente hepatico da mesma (MARCEAU et al., 1999). Corroborando
esses achados, o mais importante ndo ¢ a quantidade, mas a qualidade da alimentagdo
ingerida. Magreza ou IMC dentro da normalidade ndo impedem a existéncia de complica¢des
metabolicas tdo graves quanto aquelas apresentadas no perfil para SM. Portanto, a avaliacao
do fendtipo corporal, através dos parametros de normalidade para IMC e relagdo cintura
quadril (RCQ), ndo deve ser tomada como componente isolado de investigagio (AVILA,
2004).

Estudos demonstram que 20 a 30 % dos individuos com esteatose evoluem para
cirrose dentro de 20 anos, o que potencialmente leva a faléncia hepatica e hepatocarcinoma.
Dentre os pacientes com diagnostico de infiltracdo gordurosa hepatica, os percentuais de
outros achados histologicos ¢ elevado, a exemplo do estudo de Araya e Colaboradores (2006).
Neste, os autores encontraram apenas 17,4 % de esteatose “pura” comparados com 78,3 ¢ 50
% com esteatohepatite e fibrose. Outros estudos estimam que aproximadamente 50 % dos
pacientes com EHNA desenvolvem fibrose, 15 % desenvolvem cirrose e 3 % progridem para
faléncia hepatica terminal, necessitando de transplante hepatico (MARCHESINI et al., 2001).
Assim, a esteatohepatite ¢ caracterizada por infiltragdo macrovesicular, inflamagdo lobular,
balonizacao de hepatdcito e fibrose, especialmente pericelular na regido centrolobular ou zona
3 (MANTENA et al., 2008).

A hipdtese de dois “hits” ¢ amplamente aceita como teoria da evolucdo das
DHGNA. Neste caso, um “hit” corresponde ao ponto de mudanga entre uma etapa e outra na
evolucdo do agravo. Segundo esta teoria, o primeiro “hit” corresponde ao actimulo de

triglicerideos no hepatdcitos, sendo corresponde a esteatose. Esta poderia involuir,
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suprimindo-se o agente causal, ou progredir para outras doengas hepaticas do espectro de
DHGNA a partir do segundo “hit”. Este, por sua vez, pode ser desencadeado por estressores
ambientais como dieta, fumo, poluentes, ou estressores metabolicos como hiperglicemia,
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia que se caracterizam como fatores capazes de
induzir estresse oxidativo (DAY, 2002). Dessa forma, o figado torna-se mais sensivel a
agressoes na presenca de esteatose (MANTENA et al., 2008). Além disso, existe a
possibilidade de se desencadear a resposta patologica devido a lipotoxicidade (FARREL &
LARTER, 2006).

Sabendo-se que o figado estd no centro do metabolismo de macro e
micronutrientes, da depuracdo de substincias toxicas, da sintese de proteinas, de bile, de
fatores de coagulacdo e do armazenamento de moléculas é notorio que alteragdes patoldgicas
neste 6rgao podem ter grandes e relevantes repercussdes para a manutengdo homeostatica e da
qualidade da vida, cujas consequéncias variam de acordo com a causa, a intensidade e a
duragdo da exposigdo a fatores agressivos (MAIO et al., 2000). No caso especifico das
DHGNA, o contexto local e sistémico das agressdes concorrentes na sindrome metabolica,
como persistente ¢ gradativa infiltragdo gordurosa, decorrente da alteracdo do metabolismo
lipidico e glicidico, e acimulo de substancias inflamatorias, podem determinar o agravamento
do comprometimento hepatico e, desta forma, levar a alteragdes nas fungdes do 6rgao.

A fisiopatologia da SM esta fortemente associada a resisténcia a insulina (RI) com
o envolvimento de fluxo excessivo de acidos graxos (Figura 5). Dessa forma, as
anormalidades metabolicas incluem intolerancia a glicose, RI, obesidade central, dislipidemia
e hipertensdo (ECKEL et al., 2005). A hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina tém sua
origem principal na secre¢do pancreatica compensatdria em resposta a reduzida sensibilidade
insulinica apresentada nos 6rgdos periféricos e ndo na liberagdo hepatica do hormonio

reduzida (PAGANO et al., 2002). Destaca-se que o estado pro-inflamatério consequente as
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anormalidades metabolicas desenvolvidas, contribui de maneira decisiva para com o perfil
sindrémico.

Estudos apontam uma relacdio entre a RI e a esteatose hepatica,
independentemente da existéncia de adiposidade. Sugere-se, que este agravo hepatico pode
ser um marcador precoce de diminuicdo na sensibilidade a insulina, independente de
adiposidade visceral. Desta maneira, considera-se a possibilidade de existéncia da SM sem
elevagdo da circunferéncia abdominal (HSIAO, 2007). Sabe-se ainda que a agdo da insulina
sobre os fatores de crescimento pode promover a formagdo de matriz extracelular e
determinar a progressao da fibrose. Além disso, o aumento do fluxo de acidos graxos, da
peroxidagdo mitocondrial e assim, do estresse oxidativo hepatico, estariam modulando as
funcdes das células de Kupfer através da ativagdo de fatores de transcricdo que, por sua vez,
aumentam a expressdo de genes relacionados com mediadores pro-inflamatérios e
fibrogénicos (ARAYA et al., 20006).

Com relagdo ao acimulo celular de lipideos, este pode resultar de um desbalango
entre a formagdo das goticulas de gordura e a hidrdlise destes lipideos pela lipase hormonio
sensivel (LHS) e LPL (HOLM et al., 2000) (Figura 5). Além disso, o figado gorduroso (FG),
em geral, apresenta-se com resisténcia a insulina, o que pode contribuir para o agravamento
do estado metabolico do individuo portador, com aumento do risco de doenga cardiovascular,
DMII e doenga hepatica avangada, especialmente pela exacerbagdo na producdo de glicose,
VLDL, CRP (“reactive C protein”; proteina C reativa) e fatores de coagulagdo. Somando-se a
isso, altos niveis de CRP podem ser sinénimo de excesso de citocinas e estado pro-
inflamatorio. Ja elevados niveis de PAI-1 (“plasminogen activator inhibitor 1”; inibidor do
ativador de plasminogénio 1) podem contribuir para um estado pro-trombotico. Por outro
lado, baixos niveis de adiponectina sdo relacionados a piora dos fatores de risco metabdlicos

(GRUNDY et al., 2004).
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Neste contexto, a distribui¢do corporal de tecido adiposo pode ser o mais
importante foco de investigacdo das alteracdes metabolicas associadas. O acumulo deste
tecido tem sido associado a RI, a um aumento de atividade inflamatdria, dislipidemia e
disturbios cardiovasculares. Desta maneira, este depdsito adiposo pode fazer parte da
patogenia da SM (FONSECA, 2008), através da liberagao de varios produtos que podem
exacerbar os fatores de risco, conforme descrito.

A partir das premissas anteriormente citadas, observa-se que cada fator de risco
para SM pode apresentar uma regulacao propria que, por sua vez, modula-se de acordo com
fatores genéticos e adquiridos. Grundy e Colaboradores (2004) exemplificam essa situagao
apontando como o metabolismo das lipoproteinas ¢ amplamente modulado pela variagao
genética ¢ como o avang¢o da idade pode contribuir para o agravamento dos niveis de
patogénese.

A infiltracdo gordurosa ¢ uma resposta comum a diversos tipos de agressao como
hipdxia, toxinas, inflamagdo sistémica, cancer, inani¢ao e transtornos metabolicos. Entretanto,
ainda ¢ considerada uma condi¢do benigna, desde que a causa, a intensidade ¢ o tempo de
exposicdo nao tenham sido suficientes para desencadear a evolucdo do processo de infiltragdo.
Neste caso, esta agressao pode ter participagdo na evolucdo para fibrose, cirrose e até faléncia
hepatica, através, especialmente, do estimulo ao acimulo de substancias pro-inflamatoérias,
que desencadeiam a esteatohepatite ndo alcodlica. Além disso, a presenca de infiltracio
gordurosa pode interferir nas funcdes hepaticas de detoxificagdo e metabolismo de drogas
(MARCEAU et al., 1999).

Ao fator genético ¢ atribuida a possivel explicagdo para o fato de que alguns
individuos acometidos por infiltracdo gordurosa progridem para esteatohepatite e outros nao

(SIMS, 2001). Segundo Danforth (2000), quanto maior a capacidade do individuo de

armazenar gordura no tecido adiposo, maior poderia ser o mecanismo protetor para o acimulo
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dessa gordura em outros tecidos tais como o figado. Assim, a EHNA, em geral, apresenta-se
sob a forma de lesdes necro-inflamatorias associadas a esteatose (ZAFRANI et al., 2004).

As DHGNA tém sido associadas aos efeitos de elevados niveis de citocinas pro-
inflamatorias como IL-6 (interleucina-6) e TNF-a (“tumoral necrose factor o”; fator de
necrose tumoral o) por mecanismos ainda pouco conhecidos. Entretanto, sugere-se que TNF-a
induza RI por aumento na fosforilagdo no residuo de serina do substrato do receptor de
insulina 1 (IRS-1; “insulin receptor substrate”). Além disso, outras citocinas pro-inflamatorias
também estimulam a produ¢do de moléculas supressoras de sinalizag¢ao, (SOCS; “suppressors
of cytokine signaling”). Assim, a supressio de SOCS melhora a esteatose hepatica,
principalmente, pela normalizacdo da expressao da proteina ligadora do elemento regulatério
de esterol (SREBP-1; “sterol regulatory element-binding protein™), enzima chave na
regulacdo da sintese de acidos graxos no figado. Além disso, uma producgdo exacerbada de
acidos graxos e a lipotoxicidade resultam em aumento da RI, criando um ciclo caracteristico

da SM (UEKI et al., 2004).
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Acidos graxos livres (AGLs) sdo toxicos aos hepatocitos por desregularem o
metabolismo lisossdmico e induzirem o estresse no reticulo endoplasmatico. Estes eventos
resultam em apoptose celular (MANTENA et al., 2008). Excesso de acidos graxos no figado
pode ser resultado de uma ou da combinacdo de varias alteragdes metabdlicas: diminui¢ao da
B-oxidacdo dos acidos graxos no figado; aumento na sintese de acidos graxos devido a
estimulacdo de vias lipogénicas; aumento da liberagdo de acidos graxos do tecido adiposo
pela lipdlise; inibi¢do da exportacdo de VLDL-TG. Segundo Tamura & Shimomura (2005), a
captura de acidos graxos pelo figado ndo ¢ regulada de acordo com a quantidade acumulada,
sendo a concentragdo plasmatica relacionada ao influxo desses acidos para este 6rgdo. Na RI,
a insulina falha em sua acdo de suprimir a atividade da lipase hormonio sensivel o que resulta
em lipolise ¢ aumento do fluxo de acidos graxos para o pool plasmatico, semelhante ao que
ocorre no estado de jejum (Figura 5). A continuidade no fluxo ao figado de acidos graxos
associada a diminui¢do da agdo da insulina sobre a lipdlise estimula uma maior produgdo de
glicose no figado e sintese de VLDL. Decorrente da RI, a lipase lipoprotéica diminui a
atividade, diminuindo a depuracdo plasmatica e permitindo a troca de componentes das
particulas de HDL de colesterol para triglicerideos. Este evento acarreta em prejuizo no
transporte reverso de colesterol e produz particulas menores de LDL (ADIELS et al., 2008).

O grau de contribuicdo dos acidos graxos dietéticos para o acumulo hepatico
depende do conteudo ingerido. Musso e Colaboradores (2003) apontam que portadores de
DHGNA, frequentemente, consomem maiores quantidades gordura, especialmente de acidos
graxos saturados ¢ que dietas com altos teores de gorduras podem aumentar a sintese hepatica
de acidos graxos e induzir esteatose. Interessantemente, a via endocanabindide apresenta um
importante papel na regulacdo do apetite, peso corporal, metabolismo hepatico de lipideos e
fibrose e, assim, ¢ particularmente estudada nas DHGNA. Um bloqueio no receptor CB1

acaba por reduzir a ingestdo alimentar. O SNAS ¢ pois, um fator adicional que pode contribuir
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para um aumentado fluxo de AGLs para o figado e outros tecidos sensiveis a insulina

(BERGMAN et al., 2007).

2.3.1 Diagnostico

Apesar de grande parte dos 6bitos associados a SM terem associagdo direta com
os componentes vasculares da mesma, as DHGNA tém ganhado destaque nas investigagdes
cientificas e clinicas. Contudo, semelhante aos demais componentes sindromicos, muitas
vezes apresenta-se de forma assintomatica, o que pode acentuar o grau de comprometimento
do 6rgio e, assim, do individuo (KOTRONEN & YKI-JARVINEN, 2007; QURESHI &
ABRAMS, 2007), uma vez que o dignodstico, em geral, é feito tardiamente.

Uma das grandes dificuldades de se controlar as elevadas taxas de prevaléncia da
SM esta relacionada justamente a caracteristica silenciosa ou assintomatica de seus
componentes. Exemplificando, estima-se que de 20 a 30 % da populacao em geral apresentem
algum grau de infiltragdo hepatica gordurosa de origem ndo alcodlica assintomatica, sendo
diagnosticada ocasionalmente por métodos comuns de imagem, pois como dito, ainda nao ha
um marcador especifico para o agravo. Além disso, a baixa sensibilidade dos métodos pouco
invasivos dificulta o diagndstico (FESTI et al., 2004; MEDINA et al., 2004; ALLARD et al.,
2008). Por outro lado, os componentes da SM mais visiveis fenotipicamente sdo os valores
elevados de CC e IMC. Entretanto, nem todos os individuos acometidos pela sindrome
apresentam tais fen6tipos (FONSECA, 2008).

Em geral, a investigagdo de agravos hepaticos envolve a analise sérica da
atividade de enzimas marcadoras de funcdo tecidual, especialmente alanina aminotransferase

(ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP) e gama glutamil
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transferase (y-GT), pois elevadas atividades sdo indicativas de lesao hepatica. Assim, grande
parte dos diagndsticos de DHGNA ¢ sequencial ao achado destes parametros. Além disso,
estes agravos hepdaticos representam a causa mais comum de elevagdo plasmatica destas
enzimas (SORBI et al., 2000). Contudo, tem sido descrito na literatura que estas elevagdes
ndo sdo observadas em todos os individuos com diagnostico de DHGNA (KOTRONEN &
YKIJARVIN, 2007). Assim, estima-se que as prevaléncias de DHGNA sejam maiores que
aquelas apontadas pela elevagao das atividades séricas destas enzimas (BEDOGNI et al.,
2005). Por outro lado, Araya e Colaboradores (2006) constataram que individuos ja
diagnosticados com algum grau de alteragdo hepatica, avaliados através de bidpsia,
apresentam elevadas taxas de ALT, AST, ALP e y-GT.

Segundo Hanley e colaboradores (2005), ALT e a razdo AST/ALT predizem a
SM, independentemente das varidveis de confundimento, incluindo medida direta de
sensibilidade a insulina e resposta aguda a insulina. Além disso, a enzima y-GT, um indicador
ndo especifico, mas sensivel de lesdo hepatica, ¢ apontada como possivel marcador de
deposicdo visceral e hepatica de gordura e assim, um possivel marcador de resisténcia a
insulina hepatica, havendo significativa associagdo entre y-GT e os componentes da SM
(RANTALA et al., 2000). De acordo com Wannamethee e Colaboradores (2005), o estado
inflamatorio hepatico pode ser um dos mecanismos pelos quais as atividades de enzimas
hepaticas elevadas estdo relacionadas ao risco de diabetes. As enzimas ALT, AST e y-GT
estdo frequentemente elevadas em individuos obesos, o que pode estar associado a presenga
de esteatose ¢ esta ultima derivar de um efeito aumentado da insulina no figado. A esteatose
aparece quando a secrecao de insulina é capaz de inibir a oxidag¢ao de acidos graxos livres no
figado, mas ndo a mobilizagdo destes do tecido adiposo. Dessa forma, elevagdes nas
atividades séricas das referidas enzimas poderia servir como indicador clinico de RI

(RANTALA et al., 2000).
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No tocante aos exames de diagndstico de carater nao bioquimico, na investigagao
clinica tem especial destaque a ultrassonografia. Diversos estudos populacionais adotam-na
como exame diagnodstico de infiltragdo gordurosa hepatica (BEDOGNI et al., 2005; JIMBA et
al., 2005; FAN et al., 2005). Entretanto, estes ressaltam a necessidade da realizagdao de
bidpsia hepatica para a caracterizagdo do processo patologico e o grau de comprometimento
tecidual, especialmente devido ao fato de as DHGNA apresentarem caracteristicas clinicas e
laboratoriais semelhantes ¢ somente a analise histopatologica pode distinguir as diversas
formas de manifestagdo deste agravo (PAGANO et al., 2002; AGA, 2002; ZAFRANI et al.,
2004; HANLEY et al., 2005). Assim, por esta analise ¢ possivel identificar e quantificar o
grau de infiltragdo gordurosa nos hepatdcitos, o comprometimento do arranjo celular hepatico,
a presenca de outras infiltragdes como aglomerados de células de defesa tipo neutrofilos,
linfocitos e macrofagos, a presenga e o grau de comprometimento fibrético tecidual, necrose

celular e crescimento desordenado de células e vasos, caracteristico de oncogénese (Figura 4).

2.3.2 Terapéutica

E crescente a busca por métodos diagndsticos precoces e por uma compreensio
mais aprofundada dos mecanismos patolégicos envolvidos na SM, de maneira a melhor
direcionar as ac¢des preventivas e medidas terapéuticas (AGRAWAL & BONKOVSKY, 2002;
DAY, 2002; McCULLOUGH, 2006; ADIELS et al., 2008), sendo de interesse também
determinar o papel das DHGNA nos estagios precoces da etiologia da SM (HANLEY et al.,
2005).

Relatos da literatura sugerem a possibilidade das DHGNA como mediadores

precoces de DCV e seu possivel papel no desenvolvimento de aterosclerose, especialmente
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devido a associagdo dessas doencas com diversos fatores de risco para agravos
cardiovasculares, independentemente de outros fatores progndsticos. Assim, as mesmas
podem ndo ser apenas um componente da SM, mas também um possivel preditor de DCV
(TARGHER, 2007).

Como nao ha uma terapia definida para o tratamento de DHGNA, atua-se no
sentido de prevenir a progressdo da doenca ou sua instalagdo. Assim, existem duas vertentes
de tratamento: o farmacoldgico ¢ o ndo farmacologico. Entretanto, na pratica trabalha-se
conjuntamente, ressaltando a necessidade de atuacdo de uma equipe multidisciplinar.
Somando-se a isso, alguns relatos na literatura apontando o efeito de tratamento multifatorial
nas DHGNA em individuos portadores de SM (ATHYROS et al., 2006).

No tratamento farmacologico, os agentes que atuam na sensibiliza¢do a insulina
integram a terapéutica de escolha (MARCHESINI et al., 2005), podendo ser recomendado
para a redug¢do dos riscos de diabetes ¢ doengas cardiovasculares (ECKEL et al., 2005),
especialmente com agonistas PPARy (“peroxisome proliferator activated receptor gamma”; y-
receptor de proliferador de peroxissoma ativado) e terapia insulinica. Para o tratamento da
obesidade ndo ha recomendacdo de uso rotineiro de farmacos. Dessa forma, a principal
estratégia ¢ a perda de peso associada a dieta e exercicios fisicos; o tratamento farmacologico
deve ser empregado com cautela (LOPES, 2007).

Para a hipertensdo arterial s3o empregados os mesmos agentes farmacoldgicos
utilizados no tratamento da hipertensao essencial; a terapéutica de escolha estd mais associada
a presenca de comorbidades (GRUNDY et al., 2004). Se o DMII esta presente, a terapéutica
também ¢ direcionada para a melhora da resisténcia a insulina. J4 no tratamento da
dislipidemia, os hipolipemiantes estdo indicados quando a interven¢do nao farmacoldgica nao
pode alcangar os efeitos desejados. Assim, dentre os fairmacos mais utilizados, encontram-se

as estatinas, que atuam, principalmente, através do aumento da atividade dos receptores de
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LDL reduzindo os niveis plasmaticos destas fragdes, podendo contribuir para a correcao do
metabolismo dos quilomicrons (GINSBERG, 2006). Além destes, destacam-se os fibratos,
que podem contribuir diretamente na modifica¢do da dislipidemia aterogénica (GRUNDY et
al., 2004).

A partir de uma exaustiva revisdo bibliografica, observa-se que para o
comprometimento do componente hepatico ndo ha um tratamento especifico (GRUNDY et
al., 2004; ECKEL et al., 2005; MARCHESINI et al., 2005; ARAYA et al., 2006;
GINSBERG, 2006). Interessamente, Furukawa e Colaboradores (2004) sugerem que o estado
redox do tecido adiposo pode ser um alvo terap€utico potencialmente 1til na SM associada a
obesidade. Corroborando estes autores, Choi e Colaboradores (2008) apontam, em uma
revisdo literaria, os possiveis efeitos antioxidantes de drogas usadas no tratamento de DMII e
sua atuagdo sobre o EO, bem como a possibilidade de drogas antihipertensivas atuarem de
maneira similar. Somando-se a isso, entre as suas acdes pleiotropicas, as estatinas também
tém sido reputadas por seus efeitos antioxidantes (GINSBERG, 2006).

A partir do exposto, o que se observa na literatura que descreve a cerca do
tratamento dos componentes da SM ¢ que a abordagem nao farmacoldgica compde o primeiro
procedimento terapéutico. Dessa forma, a perda de peso e as modificagdes no estilo de vida
formam o principal modo de intervencdo com a necessidade de realizagdo de exercicios
orientados e acompanhamento nutricional (ECKEL et al., 2005). E relevante destacar que a
perda de peso, associada a mudangas no estilo de vida, como ado¢do de habitos alimentares
saudaveis, aumento da atividade fisica, cessacdo do tabagismo e o controle de ingestdao
alcoolica, pode produzir efeitos benéficos em todos os componentes sindromicos. Além disso,
a perda de peso pode contribuir para a diminui¢do nos niveis séricos de colesterol,
triglicerideos, glicose, CRP e PAI-1, aumento nos niveis séricos de HDL, melhora da PA e da

resisténcia a insulina (GRUNDY et al., 2004).
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Pesquisas experimentais tém investigado os efeitos de componentes dietéticos na
prevencdo e/ou no tratamento das DHGNA, bem como nos demais componentes da SM.
Shirouchi e Colaboradores (2008) mostraram que fosfatidilinositol dietético preveniu o
desenvolvimento de hepatomegalia e esteatose hepatica, além de diminuir os niveis séricos de
marcadores de injuria hepatica. Estes efeitos foram atribuidos ao aumento nos niveis séricos
de adiponectina, aumento na B-oxida¢do dos acidos graxos e supressdo da expressido de
RNAm (“ribonucleic acid”; acido ribonucleico mensageiro) de genes de substincias pro-
inflamatorios no figado. Resultados semelhantes foram encontrados por Yanagita & Nagao
(2008). Chou ¢ Colaboradores (2008) apontaram que a suplementagdo da dieta com Alpinia
pricei pode aliviar a adiposidade visceral e resisténcia a insulina de modelo animal de SM.
Bhathena e Colaboradores (2003) concluiram que a suplementagao dietética com linhaga pode
representar uma nova estratégia terapéutica na redugdo de hipertrigliceridemia e esteatose
hepatica a partir dos resultados obtidos em modelos animais de obesidade. Corroborando
esses achados, Lee e Colaboradores (2007) apresentaram efetividade no controle de
obesidade, hipertrigliceridemia e hiperglicemia em ratos OLETF alimentados com dieta
suplementada com fenofibrato. Estes autores mostraram ainda que a combinacao desta dieta
com a pratica de exercicio fisico apresentou efeito benéfico adicional.

Vérios destes autores apontam a necessidade da investigagcdo clinica de seus
resultados experimentais. Em ratos Wistar, extratos polifendlicos de vinho apresentaram um
efeito inibitério no estresse oxidativo hepatico, ap6s indugdo da esteatose hepatica por dieta
rica em sacarose e gordura saturada. Além disso, efeitos benéficos em outros sistemas do
organismo foram observados (FEILLET-COUDRAY et al., 2009). Segundo Urquiaga e
Colaboradores (2004), os antioxidantes podem reduzir ou suprimir o estresse oxidativo,

dependendo do grau de comprometimento, e acidos graxos m-3 protegem contra aterosclerose.
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2.4 Modelos experimentais de DHGNA e SM

Os custos com o tratamento das doencas cronicas de causas passiveis de
prevencdo e, desta forma, dos diversos componentes da SM, sdo grandes e crescentes
(OLIVEIRA, 2004). Este ¢ um dos motivos para se buscar modelos animais que mimetizem
as caracteristicas humanas da sindrome de maneira a aumentar os estudos de potenciais
agentes terapéuticos. Além disso, diversos componentes da SM apresentam associagao direta
com o comportamento dietético do individuo. Desta maneira, muitos dos modelos animais
tém sido induzidos com base na dieta praticada pelas populagdes mais atingidas e avaliadas
suas repercussdes metabolicas (GADJA et al., 2007). Neste contexto, os modelos murinos
tém destaque por diversos fatores, conforme exposto (MOLNAR et al., 2005; ANSTEE &
GOLDIN, 2006; FITZGERALD et al.,, 2007, CONG et al., 2008). Relatos na literatura
apresentam descri¢do de diferentes modelos murinos para estudo de SM (SONG et al., 2006),
assim como fazem também alusdo as limitagdes advindas do uso destes modelos. Neste
contexto, por sua suceptibilidade e pureza génica, a linhagem isogénica C57BL/6J estd entre
as mais utilizadas.

Além das pressimas supracitadas, modelos animais apresentam importancia
fundamental nestes estudos, pois podem ter as condi¢cdes genéticas e ambientais controladas,
contrariamente aos aspectos éticos relacionados as investigagdes com humanos diante da
complexidade etiologica e patogénica. Além disso, roedores alimentados com dieta high fat
(HF) apresentam-se eficientes na reproducdo de obesidade, RI e DHGNA em varias diferentes
cepas e com periodos de tratamento relativamente curtos (TOYE et al., 2007).

Dentre os modelos induzidos por dieta, destacam-se aqueles que fazem uso de
dietas HF, ou seja, com alto teor de gorduras (SCHREYER et al., 1998; BERTOLIMI, 2004;

MOLNAR et al.,, 2005; ANSTEE & GOLDIN, 2006; SHEN & BORNFELT, 2007;
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WASMUTH et al., 2007), o que se aproxima muito ao padrdo de consumo dietético
observado entre os individuos portadores do agravo. Existem também os modelos induzidos
por dieta deficiente em colina ou em colina e metionina. Nestes, a aumentada captura hepatica
de 4cidos graxos e a diminuida secrecao de VLDL, representam dois importantes mecanismos

pelos quais estas dietas promovem actimulo hepatico de gordura (RINELLA et al., 2008).



METODOLOGIA
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Os animais de experimentacdo utilizados no presente estudo foram mantidos em
condi¢des padrao de experimentagao animal recomendadas por 6rgdos de pesquisa animal.
Para isso, o Laboratério de Reatividade Cardiovascular (LRC) conta com um espago, o
Laboratério Experimental (LE) para Camundongos, projetado especialmente para este fim
com ciclo de iluminagdo claro-escuro automatizado de 12 horas, temperatura adequada
constante, equipe técnica restrita e treinada para a manipula¢do correta dos animais e do
espago, condi¢cdes adequadas de higienizagao ¢ fornecimento de agua ad libitum. A
alimentagdo, independente do grupo experimental, também foi oferecida livremente aos
animais.

Os procedimentos para coleta de sangue e sacrificio foram realizados da maneira
mais rapida e indolor possivel, evitando-se ao maximo o sofrimento dos animais. E de
conhecimento e consentimento da equipe de execucdo do trabalho os principios basicos para
ensino e pesquisa envolvendo o uso de animais fornecido pelo proprio Comité de Etica em
Pesquisa UFAL. Desta forma, ndo foram previstos riscos para os animais de experimentacao
ou para os pesquisadores em decorréncia de seu uso no presente trabalho frente aos avangos
cientificos que a partir dele buscou-se alcangar.

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica da Universidade de Belo

Horizonte (Uni-BH), onde foi inicialmente idealizado, tendo sido aprovado (Protocolo 089).
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3.2 Grupo amostral

Camundongos C57BL/6J machos provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL) foram divididos nos grupos experimentais Controle
(CT) e Hipercaldrico (HC), sendo compostos por, pelo menos, cinco animais cada. Os
camundongos isogénicos foram desmamados aos 21 dias ¢ receberam dieta chow ad libitum
até a sexta semana, periodo de ambientagdo, quando foram randomicamente divididos nos
grupos acima descritos. Apos esse procedimento, os camundongos do grupo Hipercalorico

passaram a receber dieta hipercalorica ad libitum.

3.3 Delineamento experimental

O estudo ¢ do tipo longitudinal e foi conduzido segundo o delineamento
inteiramente casualisado (DIC) em um esquema 2 x 1, originando dois tratamentos e, pelo
menos, cinco repeti¢des. O fator A consta de duas dietas (Cchow e hipercalérica) e o fator B de

um tempo de alimentagdo (vinte e seis semanas).
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Figura 6. Delineamento experimental. Camundongos C57BL/6J foram divididos randomicamente e alimentados
com uma das duas dietas experimentais: chow (n=5) ou hipercaldrica (n=6) durante vinte e seis semanas.

3.4 Dieta e crescimento do modelo murino

A dieta experimental hiperlipidica foi manipulada no LRC e oferecida sob a forma
de “pellets”, com um periodo maximo de 15 dias de armazenamento sob refrigeracdo. Os
contetdos mineralicos e vitaminicos foram observados de acordo com as necessidades dos
animais de experimentacdo apontadas na AIN 93-G (REEVES, 1993). A dieta comercial

® A tabela 2 descreve a composi¢do em percentual

utilizada pelo grupo Controle foi a Labina
caldrico fornecida pelos macronutrientes das dietas utilizadas.

A quantidade de dieta ingerida pelos grupos experimentais foi estimada pela
diferenca em gramas da dieta oferecida e da sobra deixada nas gaiolas. Esta medida foi
realizada a cada dois dias em balang¢a de precisdo e os valores registrados em tabela propria. O
crescimento dos animais foi acompanhado através da medida do peso corporal e do

comprimento tibial. O peso corporal dos animais foi averiguado em balanga de precisdo,

tendo sido o procedimento repetido semanalmente durante todo o periodo de exposicao
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dietética, sendo respeitados os mesmos dias da semana e hordrios. Para a medida do
comprimento tibial, apos a retirada dos 6rgaos dos animais sequente ao protocolo de sacrificio
dos mesmos, o0 osso tibial direito foi removido, limpo das estruturas associadas ¢ medido com

o0 auxilio de um paquimetro.

Tabela 2. Distribui¢io percentual calérica fornecida pelos macronutrientes das dietas chow e

hipercaldrica oferecidas aos camundongos C57BL/6J durante o periodo de estudo

Macronutriente Dieta chow Dieta hipercalorica

Carboidratos (%) 63,0 26,6
Proteinas (%) 23,0 15,0
Lipideos (%) 14,0 58,4

3.5 Avaliacao hepatica

3.5.1 Sacrificio e retirada do 6rgao

No dia anterior ao do procedimento de sacrificio, os animais foram pesados. Todo
o protocolo de sacrificio foi aplicado a um animal por vez, alternando-se um animal de cada
grupo experimental.

Apb6s periodo de jejum de 10 horas, os animais foram anestesiados
intraperitonealmente com uma solugdo composta por quetamina (100 mg/Kg) e xilamina (10
mg/Kg). Em seguida, procedeu-se a coleta de sangue por puncao cardiaca, quando ocorreu o
sacrificio. A cavidade téraco-abdominal foi aberta e realizada perfusdo com solu¢do salina
estéril fisiologica heparinizada através do ventriculo esquerdo. Na sequéncia, os 6érgaos foram
retirados, lavados na solugdo acima descrita, secos em papel absorvente adequado, pesados e

rapidamente congelados em gelo seco até o armazenamento em bioultrafrezzer a -80 °C.
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No caso especifico do figado, objeto do presente trabalho, foram realizados, apos
a pesagem, antes do procedimento para armazenamento, dois cortes longitudinais de
aproximadamente 5 mm de espessura no lobulo esquerdo destinado a andlise histologica e
reservados outros cortes para as demais analises, ou seja, exceto o tecido remanescente, o
figado foi armazenado em fragmentos de pesos conhecidos necessarios as avaliagdes. Aqueles
destinados as mesmas avaliagdes foram obtidos através do mesmo corte nos diferentes
animais, de maneira a minimizar possiveis variagdes advindas de diferentes localizagdes do
orgdo. Os dados de peso do animal e do figado foram utilizados para os calculos de peso

absoluto e relativo do 6rgdo, contribuindo para a caracterizagdo macroscopica do mesmo.

3.5.2 Analises bioquimicas

O sangue coletado, conforme descrito no subitem anterior, foi imediatamente
transferido para tubo heparinizado (500 U/mL) e submetido a centrifugagdo a 4000 rpm
durante 5 minutos a temperatura de 4 °C. O plasma assim obtido foi cuidadosamente
transferido para tubos plasticos e armazenados a -20 °C até o momento das analises.

Foram feitas aliquotas do plasma em diferentes dilui¢des, feitas em tampao PBS
0,01 M ou solugao salina 0,9 % estéreis, conforme o parametro a ser analisado. Avaliaram-se
as concentracdes plasmaticas de albumina, alanina aminotrasferase, aspartato aminotrasferase
(AST), fosfatase alcalina (ALP), gama glutamiltransferase (y-GT), desidrogenase latica

®, conforme as instrucdes do

(LDH), através de Kits colorimétricos comerciais Labtest
fabricante, para avaliagdo das fun¢des hepaticas no modelo. Ja a concentragdo de proteinas
totais (PTNs) foi medida através do método colorimétrico de Bradford (1976) com leitura

espectrofotométrica a 595 nm. A razdo AST/ALT foi obtida pela divisdo da atividade

plasmatica destas enzimas.
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3.5.3 Analise do conteudo lipidico hepatico

3.5.3.1 Lipideos hepaticos totais

Para analise de lipideos totais no tecido hepatico foi utilizado o método de Folch e
Colaboradores (1956). Resumidamente, aproximadamente 100 mg de tecido hepatico foi

triturado ¢ homogeneizado em solugéo de cloroformio:metanol (CHCl3:MeOH) na proporgéo

2:1. Ap6s a adigao de 400 uL. de MeOH, o homogenato foi centrifugado a 3000 rpm por dez
minutos a temperatura ambiente € o sobrenadante reservado em tubo previamente pesado
onde foram acrescentados 800 uL. de CHCl; e 640 uL de cloreto de sodio (NaCl) a 0,73 % e,
apods nova centrifugacdo nas condigdes descritas, a fase inferior foi lavada trés vezes com 600
uL de solugao de Folch composta por 3 % de CHCl;, 48 % de MeOH, 47 % de agua destilada
e 2 % de NaCl a 0,29 % . Apos cada procedimento de lavagem, os tubos foram submetidos a
novos ciclos de centrifugagdo e o sobrenadante desprezado. Os extratos lipidicos assim
obtidos foram secos overnight em estufa a 37 °C e quantificados gravimetricamente em
balanca de precisdo. Os valores obtidos foram normalizados pelo peso do tecido utilizado na

analise.

3.5.3.2 Triglicerideos, colesterol total e fracoes no tecido hepatico

Para a dosagem dos diferentes componentes lipidicos no tecido hepatico, os
extratos lipidicos, obtidos conforme descrito no subitem anterior, foram ressuspensos e
homogeneizados em 500 pL de isopropanol.

A partir da suspensdo obtida, os teores de TG, colesterol total (COL) e HDL

®

foram mensurados através da utilizagdo de Kits comerciais Labteste™. Em resumo, 100 pL de
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amostra foi acrescido de 100 pL dos respectivos reagentes fornecidos nos Kits e apods
incubacdo por 10 minutos a 37 °C a leitura foi realizada em leitor para microplaca a um
comprimento de onda de 492 nm. As concentracdes destes pardmetros foram determinadas
por curvas padrdes a partir de diferentes concentragdes de triglicerideos e colesterol total.
Utilizando as equacgdes de Friedewald (FRIEDEWALD et al.,, 1972), calculou-se as

concentragdes de VLDL (VLDL = TG/S) e de LDL (LDL = COL — (HDL + VLDL).

3.6 Avaliacao do estado redox hepatico

3.6.1 Obtencio do homogenato hepatico

Aproximadamente 100 mg de tecido hepatico proveniente de cada animal dos dois
grupos experimentais, previamente armazenados em biofreezer a -80 °C, foram descongelados
a 4 °C. Sucintamente, os fragmentos teciduais foram transferidos para cadinhos de porcelana e
pulverizados em nitrogénio liquido. Apds esse procedimento, o p6 obtido foi transferido para
tubos plasticos de 15 mL contendo PBS com concentragcdes conhecidas de inibidores de
proteases (PMSF, apotinina e leupetina) e EDTA (“ethylenediamine tetra acetic acid”; acido
etilenodiamino tetra-acético). Em seguida, as amostras foram submetidas a duas
centrifugacgdes sequenciadas por 30 minutos a 4.000 rpm a 4 °C. Apds esse procedimento, os

sobrenadantes foram aliquotados e armazenados a -80 °C até as mensuragdes.

3.6.2 Medida da peroxidacio lipidica

A formag¢do de malonildialdeido, pela quebra de 4cidos graxos poliinsaturados, ¢

um método conveniente para se determinar o grau de peroxidacdo lipidica. Assim, a
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mensuracao destes metabolitos foi realizada em microplacas através da deteccdo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS; “thiobarbituric acid reactive
substances”) de acordo com o método descrito por Wallin e Colaboradores (1993) com
adaptacdes realizadas por Rabélo (2004). Resumidamente, aos 100 pul. do homogenato
hepatico, obtido conforme descrito no subitem anterior, foram adicionados, sequencialmente,

10 puL do antioxidante BHT (“butylated hydroxytoluene”; hidroxitolueno butilado; [BHT]ina
= 5mM), 1250 pL de uma solucdo do écido tiobarbitarico a 1,3 % (Sigma®, USA). Uma

curva padrdo foi preparada com 190 uL de diferentes concentracdes de 1,1,3,3-tetra-metoxi-

propano (0-7,5 nmol/L, Sigma®, USA) e 10 uL de BHT. Em seguida, o produto da reagao foi
incubado a 95 °C. Apds 60 minutos, a reagdo foi interrompida pela imersao das amostras em
banho de gelo por 10 minutos. Em seguida, estas foram centrifugadas a 3000 rpm por 15

minutos a temperatura ambiente. A leitura da absorbancia foi realizada em um leitor para

microplacas (Thermoplate®), tendo-se como comprimento 530 nm.

3.6.3 Mensuracio da atividade da superoxido dismutase

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi determinada no

homogenato hepatico em microplaca (Nunc®, Dinamarca) através da utilizagdo de Kit

®

comercial Fluka™, conforme instru¢des do fabricante, utilizando-se o comprimento de leitura

de 450 nm (Leitora para microplacas Thermoplate®). Sucintamente, o método ¢ baseado na

utilizacdo de um sal solivel em agua, o WST-1 (2-(4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H tetrazolium, sal monosédico), que ¢ reduzido pelo anion superéxido (05 ).

O produto desta reagdo € o cromdgeno formazan. A taxa de redugdo ¢ linearmente relacionada
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a atividade da enzima xantina oxidase (XO) que, por sua vez, ¢ inibida pela SOD. A atividade
da SOD ¢ entdo expressa como porcentagem de inibicdo da XO pela SOD. Os dados foram

normalizados pelo contetido tecidual protéico (Bradford, 1976).

3.6.4 Mensuracio da atividade da catalase

A mensuragdo da atividade de catalase (CAT) foi realizada em microplaca

(Nunc®, Dinamarca). Sucintamente, 100 L do homogenato hepatico foi adicionado a placa.

Para o inicio da reacdo, adicionou-se 20 pL de H,O, (Concentrag¢io final = ImM). Em
seguida, adicionou-se uma substincia cromdgena e o produto reacional foi quantificado em

microplaca a 550 nm em uma leitora para microplacas (Thermoplate®). Uma curva padrao foi
preparada para calcular a concentragdo da enzima nas amostras de homogenato de tecido
hepatico. Os reagentes foram preparados imediatamente antes do inicio da reacdo. A
concentracdo de CAT foi normalizada pela concentracao tecidual de PTNs medida através do
método colorimétrico de Bradford (1976). Salienta-se que a metodologia utilizada foi
padronizada no Laboratério 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 proteg¢do técnico-cientifico. Assim, os detalhes relacionados a

metodologia ndo estdo aqui expostos.

3.7 Analise histologica do figado

Os fragmentos hepaticos obtidos, conforme descrito no subitem 3.4.1, foram

fixados por imersdo em formalina a 10 % por, no maximo, 16 horas. Em seguida, o material
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biologico foi submetido a processamento em crescentes concentragdes de alcool e em xilol e
entdo incluidos em parafina. As amostras foram seccionadas em microtomo manual, tendo-se
4 pm como padrdo para a espessura de corte. As laminas foram montadas, em um total de
quatro laminas por animal experimental, com, no minimo, dois fragmentos por lamina. As
mesmas foram devidamente coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). A anélise morfologica
hepatica e suas possiveis alteragdes foi realizada em microscopio Optico de luz. O registro

fotografico dos resultados foi obtido utilizando-se uma camara fotografica digital (7.2

megapixels, Sony®), tendo sido expressos resultados representativos por grupo experimental.
Todas as técnicas de processamento e coloracdo foram realizadas no Laboratério de

Imunohistologia (ICBS — UFAL) em colaboragdo com a Profa Dra Salete Smaniotto.

3.8 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados através da andlise de variancia (ANOVA) de
duas vias, seguida do teste de comparagdo entre curvas do tipo Bonferroni. Os demais
resultados obtidos foram analisados através de teste T de Student ndo pareado. Valores de

p<0,05 foram considerados estaticamente significativos. Os valores de “n” significam o

nimero de animais que foram utilizados nos experimentos. Para tabulagdo e andlise estatistica
dos resultados foram utilizados os programas Excel® (Microsoft, Santa Barbara, CA, USA) e

Graph Pad Prism® 4.0 (San Diego, CA, USA), respectivamente.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados dietéticos e crescimento dos animais

Os grupos experimentais controle (CT) e hipercalorico (HC) foram formados
randomicamente, conforme descrito anteriormente. A média de ingestdo dietética diaria
estimada dos grupos CT e HC, por animal, foi de 1,944 e 3,750 g, respectivamente. O
acompanhamento da evolugcdo ponderal dos animais durante as 26 semanas de tratamento
dietético (Figura 7) foi realizado conforme exposto. A partir dos resultados obtidos, observou-
se diferenca significativa entre as médias de peso dos animais dos grupos a partir da décima
primeira semana de exposicdo a dieta (p<0,05). Nas demais semanas de tratamento, essa
diferenca foi ainda maior. Na figura 7, nota-se que o peso dos animais do grupo CT manteve
um aumento maior que aquele do grupo HC durante todo o periodo.

O crescimento animal foi avaliado pelo comprimento tibial dos animais (Figura
8). O resultado desta avaliacdo indica que este pardmetro, para ambos 0s grupos
experimentais seguiu padrdes semelhantes, ou seja, ndo foi observada diferenga entre os
mesmos. Desta maneira, pode-se sugerir que a diferenga ponderal observada entre os grupos
(Figura 7) ndo envolve o comprometimento no desenvolvimento animal do grupo HC, mas a

uma elevacdo ponderal menor por este grupo durante o periodo.
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Figura 7. Avaliagdo do peso corporal dos Camundongos C57BL/6J durante 26 semanas de intervencao dietética
Controle e Hipercalorica. Os valores estdo expressos em gramas (g) de peso corporal de, pelo menos, cinco
animais por grupo experimental. Cada ponto do grafico representa a média £+ EPM de, pelo menos, cinco
animais. ANOVA (duas vias) e teste de Bonferroni: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 8. Avaliacdo do crescimento dos Camundongos C57BL/6J, através do comprimento tibial (mm), apds 26
semanas de intervengdo dietética Controle e Hipercaldrica. Os valores estdo expressos em milimetros (mm) e
representam cinco animais por grupo experimental. Cada barra do grafico representa a média £ EPM. Teste t de
Student ndo pareado.
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4.2 Avaliacao hepatica

Dentre os parametros utilizados na avaliacdo da integridade morfologica e
funcional do figado estdo o peso absoluto e o relativo (Figura 9), utilizados para auxiliar na
caracterizagdo macroscopica do mesmo e avaliar um possivel comprometimento funcional por
perda tecidual. Observou-se diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos experimentais
indicando que o grupo HC apresentou menor desenvolvimento hepatico, o que por si so ja

pode representar prejuizo funcional.
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Figura 9. Peso absoluto e relativo ao peso corporal do figado dos Camundongos C57BL/6J, ap6s 26 semanas de
aplicagdo de protocolo de dietas Controle e Hipercaldrica. Os valores estdo expressos em gramas (g) e percentual
(%), respectivamente, e representam, pelo menos, cinco animais por grupo experimental. Cada barra do grafico
representa a média = EPM de, pelo menos, cinco animais. Teste t de Student ndo pareado: *p<0,05.

4.2.1 Avaliacido plasmatica de marcadores de funciao hepatica

As andlises das funcdes hepaticas foram realizadas por meio de avaliagdes
bioquimicas no plasma dos animais, tratado conforme descrito no subitem 3.4.2.
A enzima ALT ¢ o marcador de lesdao hepatica mais especifico, sendo a sua

producdo e atividade associadas estreitamente a fun¢do do figado. Em casos de lesdo nos
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hepatocitos, esta aminotransferase ¢ liberada na circulagdo em niveis aumentados sugerindo a
referida lesdo. Em relevancia, é seguida pela AST como marcador de agravo hepatico.
Contudo, esta ultima também ¢ investigada em outros casos de lesdo tecidual, a exemplo da
miocardica aguda. Os resultados obtidos na avaliagdo destas aminotransferases (Figura 10)
apontam lesdo hepatica nos animais do grupo HC. As diferencgas encontradas entre os grupos
CT e HC foram estatisticamente significativas (p<0,05). Foi verificada a relagdo entre as
atividades de AST e ALT através de sua razdo (Figura 10). Contudo, ndo houve diferenca
entre 0s grupos.

A atividade dos demais marcadores de funcdo hepatica avaliados encontra-se
expressa na Tabela 3. As andlises indicaram atividades de ALP estatisticamente diferentes
entre os grupos experimentais, sendo maiores no HC, confirmando os dados observados para
AST e ALT, uma vez que aumentos significativos na atividade desta enzima sdo encontrados
na doenga hepatica em geral. A atividade da enzima y-GT foi muito baixa em ambos os
grupos experimentais, ainda assim, observou-se diferenca estatisticamente significativa entre
eles, sendo o resultado do grupo HC maior. A baixa atividade e a variabilidade observada nos
grupos contribuiu para a observacao dos valores obtidos no grupo CT.

Para a LDH, ndo se evidenciou diferenca significativa entre os grupos. Dentre as
enzimas investigadas, esta enzima apresenta-se como a menos especifica na investigagdo de
doenca hepatica, pois, em geral, sdo observados apenas pequenos aumentos associados a
cirrose, hepatite e ictericia. As concentragdes plasmaticas de albumina e PTNs nao

apresentaram diferen¢a nas analises realizadas (Tabela 3).
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Figura 10. Atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) (A) e alanina aminotransferase (ALT) (B),
marcadoras de fungdo hepatica, no plasma dos Camundongos C57BL/6J, em U/L, ap6s 26 semanas de aplicagéo
de protocolo de dietas Controle e Hipercaldrica. Os valores estdo expressos em unidade enzimatica por litro de
analito (U/L), isto ¢é, quantidade de enzima necessaria para produzir 1 mol de NAD (nicotinamida adenina
dinucleotideo) e representam cinco animais por grupo experimental. (C) Razdo AST/ALT (aspartato
aminotransferase/alanina aminotransferase), indicador de lesdo e grau de comprometimento hepatico nas
mesmas condigdes experimentais. Cada barra do grafico representa a média + EPM de cinco animais. Teste t de
Student ndo pareado: *p<0,05.

Tabela 3. Atividades plasmaticas de marcadores de fungdo hepatica através da analise bioquimica de
fosfatase alcalina (ALP), gama glutamiltransferase (y-GT), desidrogenase latica (LDH) e
concentracdes plasmaticas de albumina e proteinas totais dos Camundongos C57BL/6J, apos 26

semanas de intervengdo dietética Controle e Hipercalorica.

Parimetro Grupo CT Grupo HC Resultado estatistico
ALP (U/L) 1,66 £ 2,43 12,30 £2,16 p<0,01
y-GT (U/L) 9,192 +7,93 0,884 + 1,22 p<0,05
LDH (U/L) 5,19 £ 15,96 14,87 + 11,50 NS
Albumina (mg/mL) 10,47 £ 2,52 10,08 £ 0,96 NS
PTNs (mg/mL) 74,06 + 5,99 88,66 £ 2,50 NS

ALP (fosfatase alcalina), y-GT (gama glutamiltransferase), desidrogenase latica (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 estdo expressos como média + EPM obtidos de, pelo menos, cinco animais
por grupo experimental. Teste t de Student ndo pareado: *p<0,05, ** p<0,01.
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4.2.2 Analise do conteudo lipidico hepatico

A composigdo lipidica do tecido também foi investigada (Figura 11). Para isso,
utilizou-se o método descrito de Folch e Colaboradores (1956) para a obten¢ao do contetdo
lipidico hepatico total e dos extratos para analise dos demais componentes teciduais.

Com relagdo ao teor lipidico total, os resultados observados ndo apresentaram
diferenga entre os dois grupos experimentais (Figura 11A). Os parametros TG, COL e HDL
foram medidos na suspensdo dos extratos em isopropanol conforme descrito. Os resultados
obtidos apresentaram-se estatisticamente diferentes (p<0,05), sendo maiores nos animais HC.

A partir dos resultados, foram calculadas as concentragcdes de VLDL e LDL no
tecido hepatico através das equagdes de Friedewald (FRIEDEWALD et al., 1972). No
parametro LDL, ndo foi observada diferenca entre os grupos experimentais. Ja a avaliagdo da

concentragdo da fragdo VLDL apresentou-se aumentada no grupo HC.
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Figura 11. (A) Contetdo lipidico total no tecido hepatico dos Camundongos C57BL/6J, em mg por mg de peso
tecidual. (B, C e D) Concentragdes observadas no tecido hepatico dos Camundongos C57BL/6J, em mg/dL, de
triglicerideos, colesterol total, HDL, LDL e VLDL, respectivamente, ap6s 26 semanas de aplica¢do de protocolo
de dietas Controle e Hipercalorica. Os valores estdo expressos em miligramas por miligramas de tecido e
representam cinco animais por grupo experimental. Cada barra do grafico representa a média = EPM de cinco
animais. Teste t de Student nao pareado: *p<0,05.
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4.3 Estado redox hepatico

O estado redox hepatico foi avaliado a partir da atividade das enzimas SOD e
catalase e da medida da peroxidacdo lipidica tecidual. Os resultados de SOD e CAT foram
normalizados pela concentragio de PTNs no homogenato de tecido hepatico, conforme
descrito anteriormente. Como pode ser observado (Figura 12A), a atividade da SOD, medida
como porcentagem de inibicdo da enzima xantina oxidase (XO), ndo apresentou diferencga
entre os dois grupos experimentais. Por outro lado, a atividade da catalase, expressa em
unidade enzimatica, mostrou-se significativamente diminuida (p<0,01) no grupo HC (Figura
12B), apontando para um desequilibrio no balango redox local. Para a quantificacdo dos
niveis de peroxidagdo do tecido aplicou-se o método de detec¢do das substincias reativas ao
acido tiobarbitarico, onde o grupo HC apresentou concentragdo significativamente aumentada
(p<0,05) de malonildialdeido, principal produto da peroxidacao (Figura 12C), o que corrobora

o resultado observado na atividade da catalase para desbalanco no estado redox local.
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Figura 12. Estado redox no tecido hepatico dos Camundongos C57BL/6J, apds 26 semanas de aplicagdo de
protocolo de dietas Controle e Hipercaldrica. A) Atividade da SOD (superdxido dismutase) em percentual de
inibi¢do da enzima XO (xantina oxidase) por miligrama de proteina. B) Atividade da catalase em nm/min/mL
normalizada pela concentrac@o hepatica de proteinas em miligrama. C) Peroxidagao lipidica em concentragdo de
MDA (malonaldeido) por miligrama de proteina. Os valores apresentados representam cinco animais por grupo
experimental. Cada barra do grafico representa a média £ EPM de cinco animais. Teste t de Student ndo pareado:
*p<0,05; **p<0,01.

4.4 Avaliacao histologica do figado

Para avaliacao de possiveis alteragdes no arranjo morfologico do figado, foram
realizados cortes histologicos de 4 um de espessura, corados por HE (Figura 13). Percebe-se o
arranjo celular normal nos cortes provenientes dos animais do grupo CT (Figuras 13A e D)
com os corddes de hepatdcitos, os espagos sinusoidais e portais e veia centrolobular. Ja na

analise dos animais do grupo HC foi evidenciado um desarranjo na estrutura do lébulo
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hepatico, com células espagadas infiltradas com pequenos vactiolos transparentes indicativos
de infiltragdo gordurosa, varios pontos de aglomerado de células inflamatorias, focos de
tecido fibrético e regides de caracteristicas amorfas (Figuras 13B, C, E e F). Os resultados
expressos sdo representativos dos dois grupos experimentais, compostos por cinco animais

cada.

A)CT B) HC C)HC

E) HC

100x 100x 100x

Figura 13. Microfotografias de cortes histologicos obtidos dos Camundongos C57BL/6J e corados pelo método
de hematoxilina e eosina (HE), apds 26 semanas de aplica¢do de protocolo de dietas Controle e Hipercaldrica.
As microfotografias apresentadas representam os principais achados histologicos por grupo experimental. (A e
D) Histologia hepatica normal do grupo Controle (CT), aumento de 40x e 100x, respectivamente. (B ¢ C)
Desarranjo da organizagdo celular hepatica, com vacuolizag@o intracelular intensa e focos de inflamagdo e
fibrose no grupo Hipercalorico (HC), aumento de 40x. (E) Vacuolizagdo celular grupo HC, aumento de 100x. (F)
Foco de inflamagao e fibrose grupo HC, aumento de 100x.
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5 DISCUSSAO

A avalia¢do do crescimento dos animais através do acompanhamento ponderal
mostrou diferenca significativa entre o peso dos animais dos dois grupos experimentais
acompanhados durante vinte e seis semanas, sendo que os animais do grupo HC apresentaram
ganho de peso inferior comparado aos CT (Figura 7). DeLeve e Colaboradores (2008)
trataram camundongos C57BLI1/6J por 26 semanas com dieta high fat (HF) ocidentalizada,
para o desenvolvimento de obesidade. Se compararmos o peso dos animais do grupo controle
destes pesquisadores com os observados no presente trabalho, podemos constatar que os
resultados foram semelhantes (28,1 e 26,6 g, respectivamente), indicando desenvolvimento
normal para a linhagem experimental. De forma contraria, o comportamento das curvas
ponderais de camundongos C57BL/6J alimentados com dietas HF ou controle observado por
Winzell e Ahrén (2004), foi semelhante ao aqui descrito, onde as primeiras semanas
apresentam uma inclinagdo da curva maior, correspondente a acentuado ganho de peso,
seguido, nas demais semanas, por uma desaceleracdo neste desenvolvimento. Biddinger e
Colaboradores (2005), apos dezoito semanas de acompanhamento dietético encontraram peso
corporal nos animais do grupo controle bem mais elevados (41,5 g). Nao ha relatos na
literatura de modelos de SM alimentados com dieta HF sem desenvolvimento de obesidade,
semelhante ao descrito no presente trabalho, indicando a validag¢do de um novo modelo
murino para SM sem obesidade, o que pode viabilizar as pesquisas dos mecanismos
fisiopatologicos desenvolvidos por individuos que apresentam essa mesma caracteristica.

Para avaliar o crescimento como fator determinante para o resultado ponderal
encontrado, o comprimento tibial foi mensurado e mostrou-se ndo significativo apo6s a
aplicacdo dos testes estatisticos, indicando que ndo houve comprometimento do crescimento

dos animais HC, mas sim um menor ganho de peso ao longo do tempo. Lin ¢ Colaboradores
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(2000) estudando obesidade e desenvolvimento de resisténcia a leptina na mesma linhagem de
camundongos realizou avaliagdo do comprimento tibial para averiguagdo do crescimento dos
animais. O resultado observado também ndo apresentou diferenga entre os grupos
experimentais, sugerindo que ndo ha comprometimento de crescimento nestes animais
independente do aumento de peso, quando alimentados com dieta HF.

Dados do nosso laboratorio mostram que o tecido adiposo visceral (epididimal e
perirenal) dos animais foi significativamente maior no grupo HC comparado ao CT (dados
nao mostrados). O depdsito visceral de gordura ¢ particularmente ofensivo no desequilibrio
metabolico e esta mais estreitamente relacionado com RI que a obesidade corporal. Isto pode
ser devido a agdo de citocinas pro-inflamatdrias produzidas e liberadas pelos adipocitos sobre
a sensitividade insulinica. A possivel diminui¢do na liberagdo e acdo da adiponectina pode
estar também envolvida neste mecanismo (KASER et al., 2005). Em humanos, a deposigdo
visceral de gordura ¢ avaliada através da medida da circunferéncia da cintura (CC), sendo
apontada como fator de risco independente para RI, DCV e hipertensdo. Entretanto, os
mecanismos envolvidos nesta relagdo ainda permanecem controversos (BERGMAN et al.,
2007). Além disso, segundo a teoria portal, acidos graxos livres (AGLs) podem ser liberados
do tecido adiposo visceral e terem acesso direto ao figado através da veia portal, podendo
contribuir para a deposi¢ao hepatica de gordura. Somando-se estes efeitos, tém-se alteragdes
nas acdes fisioldgicas da insulina (Figura 5) através, por exemplo, do aumento da producao
basal hepatica de glicose, o que pode acentuar a hiperglicemia. Dessa forma ha a estimulacao
para a liberacdo de insulina pelas células B pancreaticas, acentuando a hiperinsulinemia,
caracteristica importante da RI (ARNER, 1998; LAM et al., 2003).

Em um estudo realizado por Bergman e Colaboradores (2007), observou-se que
um aumento de dez por cento no conteudo lipidico dietético em um modelo canino de

obesidade moderada foi suficiente para induzir RI. No presente estudo, os camundongos
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foram alimentados com uma dieta contendo mais de 50 % das calorias provenientes de
lipideos. Mesmo tratando-se de animais experimentais diferentes, dados do nosso grupo
mostram que o modelo murino aqui estudado apresentou caracteristicas associadas a RI, em
especial forte intolerancia a glicose (dados nao mostrados). Além disso, um possivel papel do
SNAS no aumento do fluxo de AGL para o figado pode ser também considerado
(BERGMAN, et al., 2007).

O menor ganho de peso observado nos animais do grupo HC pode induzir
diferenga no peso do figado proporcionalmente a estrutura fisica dos animais (Figura 9A).
Dessa forma, os dados de peso absoluto dos animais ¢ dos 6rgdos foram utilizados para o
calculo do peso relativo, que, conforme ilustrado anteriormente nos resultados (Figura 9B),
apresentou diferenca significativa entre os grupos, ou seja, os animais HC apresentam menor
desenvolvimento hepatico, o que por si s6 ja pode representar prejuizo funcional. Mesmo
diante do fato de o figado ter uma elevada capacidade de regeneracdo e de compensagao
funcional por parte das células nao agredidas, o prolongamento em termos temporais e de
intensidade de agressdes celulares culminam com o esgotamento desta capacidade.

Em nosso estudo, o peso absoluto médio dos 6rgaos do grupo CT foi semelhante
ao observado por DeLeve ¢ Colaboradores (2008) no grupo controle com a mesma linhagem
de camundongos, acompanhados pelo mesmo periodo de tempo e bem menor que nos animais
acompanhados por Biddinger e Colaboradores (2005) por dezoito semanas, corroborando os
dados apresentados por esses autores para peso corporal.

Em humanos, em geral, o figado agredido ndo apresenta sinais ¢ quando algum
sintoma apresenta-se ja existe um comprometimento elevado do tecido e de sua
funcionalidade (COTRAN et al., 2000).

Para investigar possiveis alteragdes funcionais do 6rgdo foram procedidas analises

bioquimicas de marcadores hepaticos (Figura 10 e Tabela 3). Ao avaliar as atividades das
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enzimas marcadoras de fungdo hepatica, observou-se diferenca significativa em ALT, AST,
ALP e y-GT, principais marcadores de lesdo tecidual, indicando que houve um prejuizo
funcional no 6rgdo dos animais HC, deflagrado com aumentadas atividades dos referidos
marcadores de lesdo. Para y-GT, observou-se muito baixa atividade da enzima nos animais do
grupo controle.

Por ser prioritariamente encontrada neste 6rgao, a ALT ¢ a mais especifica enzima
marcadora de funcdo hepatica. Lesdes nos hepatocitos resultam em liberagdo da enzima na
corrente sanguinea e por isso, atividades plasmaticas elevadas sdo marcadores de injuria
celular. Os resultados encontrados mostram valores significativamente elevados (p<0,05)
deste marcador nos animais HC comparados com os CT, correspondente a um aumento de
aproximadamente 1,5 vezes. Estes achados corroboram com os de DeLeve e Colaboradores
(2008) que observaram diferencas entre as atividades desta enzima em camundongos com
obesidade induzida por dieta HF. Contudo, o aumento no grupo high fat foi de 12 vezes maior
comparado ao controle. Acredita-se que isto possa ser devido a obesidade desenvolvida pelos
camundongos, diferentemente dos animais HC do presente estudo que se apresentam como
modelo de SM sem obesidade fator que pode estar envolvido no aumento do grau de
infiltragdo gordurosa hepatica e no comprometimento das fun¢des do 6rgao.

Similarmente ao estudo supracitado, foram encontradas atividades plasmaticas
elevadas da enzima AST, um segundo marcador de lesdo hepatica. Esta enzima, apesar de
menos especifica, ¢ altamente sensivel, semelhantemente 8 ALT como marcador de disfungado
no figado, onde niveis elevados sdo indicativos de morte celular. Em nosso estudo, observou-
se um aumento superior a 2,5 vezes em relacdo ao grupo CT. Semelhantemente ao observado
na investigagdo descrita para ALT, DeLeves e Colaboradores (2008) observaram diferenga
entre os dois grupos tratados, mas a elevagao nos niveis de AST nos animais high fat foi cinco

\

vezes maior. Com relagdo a razdo AST/ALT, parametro amplamente utilizado na pratica



89

clinica como indicativo do grau de comprometimento hepatico, nao foi encontrada diferenca
estatistica entre os grupos, possivelmente devido ao fato de os aumentos nas atividades das
enzimas terem sido proporcionais a ponto de ndo diferirem na aplicacdo de razao entre ambos.

As investigacdes das atividades plasmaticas das enzimas ALP e y-GT sdo também
utilizadas nas investigagdes de lesdao hepatica, sendo fortemente associadas a hepatotoxicidade
e a lesdes do trato biliar, este tltimo aspecto mais estreitamente ligado a alteragcdes nos niveis
de y-GT. Os resultados observados mostram diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos experimentais para ambas as enzimas, sendo maiores nos animais HC (Tabela 3). Este
resultado pode ser associado a possivel lipotoxicidade advinda da alimentagdo com a dieta
oferecida aos animais HC, na qual o percentual caldrico originado de lipideos ¢ maior que 50
% contra os 14 % apresentados pela dieta chow do grupo CT.

Por outro lado, a atividade de LDH nao se apresentou diferente entre os grupos.
Esta enzima também ¢ muitas vezes utilizada como marcador de fungdo hepatica, sendo,
porém a menos especifica entre os pardmetros enzimaticos investigados. Como pode ser
observado, os niveis de PTNs e albumina apresentaram-se semelhantes entre os grupos. O
resultado observado pode ser devido ao fato de que a sintese protéica foi prioritariamente
mantida ja que o figado é o principal sitio deste anabolismo ou ainda que o grau de lesdo
tecidual ndo foi suficiente para desregular a sintese das mesmas. Com relagdo aos pardmetros
lipidicos, relatos da literatura mostram que individuos diabéticos podem apresentar
dislipidemia iniciada com alteracdo no metabolismo da lipoproteina VLDL, o que pode
induzir a um aumento sérico de IDL e LDL. Além disso, nestes individuos a captura hepatica
de VLDL, IDL e LDL pode estar diminuida, resultando em concentragdes séricas elevadas
(ADIELS et al., 2008). A analise do contetido hepatico destas fragdes lipidicas pode ser
diferente da observada nas avaliagdes séricas devido a estes mecanismos de efluxo e captura

hepatica. O conteudo total de lipideos hepaticos por miligrama de tecido (Figura 11A) nao
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apresentou diferenca entre os grupos. Entretanto, os teores de TG, COL, VLDL e HDL
apresentaram-se elevados no grupo HC, com diferenga estatistica em comparagdo ao CT
(p<0,05). Por outro lado, o conteudo da fragdo LDL nao se apresentou diferente (Figura 11E),
o que pode ser devido tanto a alteragdes no reconhecimento dessas particulas por seu receptor
hepatico como as alteragdes possivelmente sofridas no metabolismo de lipoproteinas. Para o
parametro HDL, o resultado ¢ compativel a alteragdo no catabolismo das apoproteinas onde
ocorre diminui¢do naquela associada a fragdo HDL. Visto que, € descrito na literatura que as
mudangas no metabolismo das lipoproteinas na SM em humanos podem ser consequentes ao
aumento no catabolismo da ApoAl e concomitante diminui¢do na producdo desta,
provavelmente devido a um mecanismo compensatério associado ao metabolismo aumentado
de ApoB100, apoproteina componente das lipoproteinas VLDL, IDL e LDL, comumente
elevadas plasmaticamente neste contexto metabodlico (ADIELS et al., 2008).

Biddinger e Colaboradores (2005) trataram camundongos C57BL/6J ¢
129S6/SvEvTac com dieta high fat ¢ encontraram conteudos hepaticos de triglicerideos e
colesterol aumentados em quatro e sete vezes, respectivamente. O acumulo lipidico observado
por estes autores foi confirmado histologicamente. Outro estudo, utilizando ratos Sprague-
Dawley alimentados por trés dias com dieta HF também apresentou contetido hepatico de
triglicerideos significativamente aumentados com relagao aos controles alimentados com dieta
chow (SAMUEL et al., 2004). A atividade da enzima glicogénio sintase foi medida por estes
autores e mostrou-se que a a¢do da insulina sobre o aumento na atividade desta enzima estava
diminuida. Além disso, observou-se nestes animais acentuada RI, indicando como a dieta
pode ter seus efeitos rapidamente observados.

Na avaliagdo do estado redox tecidual pode ser observado um aumento
estatisticamente significativo nos niveis de peroxidacdo lipidica nos animais do grupo HC,

indicando desbalango no estado redox local. Resultado semelhante foi observado por Feillet e
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Colaboradores (2009) em ratos Wistar alimentados com dieta HF. Segundo Romero e
Colaboradores (2008), a presenca de niveis elevados de glicose sanguinea em modelos
diabéticos esta associada a coexisténcia de altos niveis de peroxidacdo lipidica avaliada pelo
método TBARS. Em estudos realizados em nosso laboratério, a investigacdo dos niveis
glicémicos de jejum nos animais do grupo HC mostrou-se elevada (dados ndo ilustrados).
Contrariamente, Furukawa e Colaboradores (2004) ndo encontraram alteragdes nos niveis de
peroxidagdo lipidica hepatica em camundongos KKAy que exibem severa obesidade,
hiperlipemia e RI, quando comparados a camundongos C57BL/6 usados como controles.
Investigando-se as principais enzimas, componentes da manutengcdo de um

equilibrio redox, SOD e CAT, observou-se comprometimento na atividade apenas desta

Giltima. A SOD catalisa a reacio de neutralizacio de O, ', sendo o perdxido de hidrogénio

(HyO,) um produto desta reagdo. O estudo de Feillet-Coudray e Colaboradores (2009) néo

apresentou alteracdo na producdo de O, ". Além disso, estes autores ndo observaram nenhuma

mudanga na expressao das subunidades p22phox e p47phox de NADPHox no figado de ratos
alimentados com dieta contendo altos niveis de sacarose e gordura. Resultados semelhantes
foram observados por Furukawa e Colaboradores (2004) quando investigaram os niveis de
expressado de RNAm para NADPHox no tecido adiposo branco de camundongos KKAy.
Além disso, a atividade de SOD no estudo destes autores, semelhantemente aos resultados

observados no presente estudo, ndo apresentou diferenca quando comparados ao grupo

controle. Desta maneira, ¢ possivel que o conteudo local de O, " ndo seja suficiente para

esgotar a capacidade enzimatica de SOD. Além disso, o O, pode reagir com espécies
reativas originadas na peroxida¢do lipidica, como, por exemplo, com os radicais hidroxila

(‘OH), contribuindo para a diminui¢do local de O, . Assim, estes eventos podem configurar



92

como o0s possiveis mecanismos pelos quais nao foi observada alteracdo na atividade
enzimatica de SOD no tecido hepatico do modelo investigado.
Contrariamente, a atividade da enzima catalase pode ser exacerbadamente

necessaria para a neutralizagdo de H,O,, cujo contetido pode estar aumentado no contexto
oxidativo local observado devido aos elevados niveis de peroxidagao lipidica e como produto

da neutralizagio de O, . O proprio H,0O, pode agir como agente peroxidativo, afetando a

atividade de sua enzima sequestrante. Além disso, atividade de CAT diminuida colabora para

o0 aumento nos niveis de H,O, que, por sua vez, pode contribuir para a peroxidacdo lipidica

tecidual (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Com relagdo aos achados histologicos, estes corroboram os resultados observados
nas investigagdes realizadas, especialmente relativos ao aumentado contetudo de triglicerideos
hepaticos. Relato da literatura mostrou que ratos Wistar alimentados com dieta rica em
gordura e sacarose apresentaram infiltragdo gordurosa nos hepatocitos caracterizada por
volumosos vactolos lipidicos que provocaram distensao celular e deslocamento do ntucleo e
citoplasma (FEILLET-COUDRAY et al., 2009). Em outro estudo, camundongos C57BL/6J,
alimentados por dieta chow durante dezoito semanas apresentaram arquitetura hepatica
normal, semelhante aos achados do presente trabalho (BIDDINGER et al., 2004). Por outro
lado, os animais alimentados com dieta high fat mostraram profunda esteatose com acumulo
macrovesicular de gordura. Contrariamente, os achados histologicos observados no presente
estudo mostraram infiltracdo celular nos hepatocitos dos animais HC caracterizados,
principalmente, por pequenos e numerosos vacuolos, mas sem evidéncias de deslocamento do
nucleo. DeLeve e Colaboradores (2008) utilizando um modelo de sindrome metabolica com
obesidade em camundongos C57BL/6J, através de dieta HF, aplicada durante sete meses,
observaram o desenvolvimento de esteatohepatite e fibrose, caracteristicos de doenga hepatica

gordurosa avangada. A avaliagdo permitiu concluir ainda que quanto maior o tempo de
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exposicao dietética, maior o grau de alteragdes metabodlicas e histologicas. As observacoes
obtidas no presente trabalho mostraram, nos animais HC, intimeros focos inflamatérios e
fibroticos, caracteristicos de doenga hepatica avangada, o que nao foi observado nos animais
do grupo CT. Segundo Pereira e Colaboradores (2007), o comprometimento sistémico
induzido pela RI pode culminar com um desequilibrio na fisiologia normal do sistema renina-
angiotensina (SRA), contribuindo para a instalagdo e progressdo do processo fibrético
tecidual. Ha evidéncias de que o SRA pode estar envolvido no processo de fibrose hepatica
através da ativagdo dos receptores tipo 1 pela angiotensina II (Ang II). Esta sinaliza¢do induz
contragdo e proliferagdo de células estreladas hepaticas (HSCs; hepatic stellate cells) e
aumenta a expressdo de colageno I. A fibrogénese hepatica é mediada pelas HSCs e os
produtos da peroxidagao lipidica originados de estresse oxidativo sdo importantes ativadores
destas células e, portanto participam no processo fibrotico (DeLEVE et al., 2008).

A figura 14 ilustra uma possivel associacdo entre alguns dos resultados

encontrados no presente trabalho.
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6 CONCLUSOES

e Os principais marcadores de func¢do hepatica, ALT, AST, ALP e y-GT, mostraram-se
significativamente elevados no grupo HC, indicando grave comprometimento
funcional do 6rgdo nestes animais;

e A investigacdo sobre o contetido hepatico de lipideos teciduais mostrou que, apesar
do contetdo lipidico total apresentar valores semelhantes entre os grupos, os niveis de
triglicerideos, colesterol total e as fragdes de lipoproteinas, com excecao de LDL,
encontram-se alteradas;

e A avaliacdo do estado redox, através da medida das substancias reativas ao acido
tiobarbitirico, mostrou significativos niveis de peroxidacdo lipidica hepatica,
indicando comprometimento do balango redox local;

e A atividade da enzima superoxido dismutase ndo apresentou diferencga, ja a da catalase
mostrou-se significativamente diminuida no grupo HC, sugerindo um forte
comprometimento no balango redox hepdatico para esta enzima nos animais
submetidos a intervengao dietética hipercaldrica;

e Os achados histologicos do tecido hepatico dos animais do grupo HC apresentaram
comprometimento do arranjo morfoldgico celular, infiltracdo vacuolar no interior dos
hepatocitos, infiltragdo inflamatoria e presenga de focos de fibrose tecidual,
corroborando os principais parametros bioquimico-enzimaticos obtidos, sendo
compativeis com padrao cirrotico, ou seja, doenca em estado avangado.

e Em suma, o componente hepatico do modelo murino dietético para sindrome
metabolica estudado apresenta alteragdes em seu perfil morfoldgico, funcional e no

balango redox.
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7 PERSPECTIVAS

O modelo murino utilizado no presente trabalho apresenta-se com sindrome
metabolica induzida por dieta sem o desenvolvimento de obesidade, diferentemente daqueles
rotineiramente descritos na literatura. Trata-se, pois, de uma possibilidade de se estudar os
eventos fisiopatologicos envolvidos no agravo em humanos, diagnosticados sem a presenga
de obesidade, mas com acumulo adiposo visceral. Isoladamente, este modelo pode representar
um avango nesta vertente de estudos, visto que o maior volume de descri¢cdes atuais esta
voltado para a associagdo com a obesidade corporal. Frente a isso, o nosso grupo estuda a
viabilidade para protecdo intelectual da tecnologia obtida. O aprimoramento dos estudos,
tanto em outros roedores quanto com a dieta experimental, estio em andamento, sendo objeto
de tese de doutorado e dissertagdes de mestrado do nosso grupo (Laboratédrio de Reatividade
Cardiovascular; FSO/ICBS; Universidade Federal de Alagoas) em colaboragdo com o Prof Dr
Fabiano Elias Xavier e Profa Dra Gloéria Duarte (Laboratério de Reatividade Vascular;
Universidade Federal de Pernambuco). Desta forma, pretende-se continuar contribuindo para

os estudos cientificos acerca do tema aqui dissertado.
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Sindrome metabélica sem obesidade em modelo murino dietético: balanco

redox, func¢oes e morfologia hepatica

Diet-induced metabolic syndrome in mice without obesity: state redox, function and hepatic

morphological

Glaucevane da Silva Guedesl, Valéria Nunes Souza], Lucas José Sa da Fonsecal, Salete
Smaniotto”, Luiza Antas Rabélo'

'Laboratoério de Reatividade Cardiovascular, Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satide
(ICBS), Universidade Federal de Alagoas (UFAL); “Laboratério de Imunohistologia, ICBS,

UFAL.

RESUMO

Objetivo: Avaliar o perfil morfoldgico, funcional e o balanco redox hepatico em um modelo
murino dietético para sindrome metabolica sem obesidade. Métodos: Onze camundongos
isogénicos machos C57BL/6J foram randomicamente divididos nos grupos Controle (CT) e
Hipercalorico (HC) e alimentados com dieta chow e hipercalorica, respectivamente, durante
26 semanas. Foram procedidas avaliagdes plasmaticas de marcadores de funcao hepatica e
avaliagdes histoldgica e do estado redox no tecido hepatico. Resultados: Foram encontradas
alteracdes nos principais marcadores de funcdo hepatica (ALT, AST e ALP),
comprometimento no balang¢o redox (peroxidag¢ao lipidica e diminuida atividade de catalase) e
achados histologicos correspondentes a doenca hepdtica avangada nos animais HC.
Conclusdao: O componente hepatico no modelo murino dietético para sindrome metabdlica

estudado apresenta alteracdes em seu perfil morfologico, funcional e no balanco redox.
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Palavras-chave: funcgdes hepaticas, balanco redox, modelo murino dietético, sindrome

metabdlica.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the morphological profile, liver function and redox balance in a diet-
induced mice model for metabolic syndrome without obesity. Methods: Eleven isogenic male
C57BL/6J mice were randomly divided into control (CT) and hypercaloric (HC) groups and
fed chow and high fat diet, respectively, for 26 weeks. We evaluated serum markers of liver
function, histological evaluations and redox status in liver tissue. Results: There were
changes in main markers of liver function (ALT, AST and ALP), involvement in redox
balance (lipid peroxidation and decreased activity of catalase) and histological findings
corresponding to the advanced liver disease in animals HC. Conclusion: The hepatic
component in diet-induced mice model for metabolic syndrome presents changes to its

profiles morphological, functional and redox balance.

Keywords: liver functions, redox balance, mice, metabolic syndrome.

INTRODUCAO

As taxas de morbidade e mortalidade, associadas aos componentes da sindrome metabdlica
(SM), tém-se elevado dentre os individuos de diferentes etnias decorrente, principalmente, das
alteracdes no estilo de vida, com destaque para o componente dietético. Apesar de grande
parte dos dbitos terem associacdo direta com os componentes vasculares da SM, as doengas

hepaticas gordurosas ndo alcodlicas (DHGNA) t€ém ganhado destaque na literatura atual como
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o componente hepatico da mesma. Contudo, semelhantes aos demais pardmetros que
caracterizam o perfil sindrédmico, muitas vezes apresentam-se de forma assintomatica, o que
pode acentuar o grau de comprometimento do 6rgio e, assim, do individuo'™.

Neste contexto, ¢ crescente a busca por métodos diagndsticos precoces € por uma
compreensdo mais aprofundada dos mecanismos patologicos envolvidos no agravo, de
maneira & melhor direcionar as a¢des preventivas ¢ medidas terapéuticas*°. Assim, os
modelos murinos t€ém destaque devido, principalmente, a semelhanga genética com o homem
e a facilidade de manejo como tamanho, necessidade de menor espaco, rapida reproducio’ ',

sendo o protdtipo proposto neste trabalho para avaliar o componente hepatico em modelo

dietético para sindrome metabolica sem o fenétipo de obesidade corporal.

METODOS

Grupo amostral

Onze camundongos C5BL/6J isogénicos machos foram randomicamente divididos nos grupos
experimentais Controle (CT), alimentado com dieta chow, e Hipercalérico (HC), alimentado
com dieta hipercalorica, sendo compostos por, pelo menos, cinco animais cada. Os grupos
foram mantidos em condi¢gdes experimentais padrdo, com livre acesso a agua, ciclo claro-
escuro de 12 horas e temperatura de 22° + 1° C. O estudo foi conduzido segundo o
delineamento inteiramente casualisado (DIC) em um esquema 2 x 1, originando dois
tratamentos (dietas chow e hipercaldrica) e, pelo menos, cinco repeti¢cdes, por um periodo de
vinte e seis semanas. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade de Belo Horizonte (Uni-BH).
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Analises bioquimicas

Avaliou-se as concentracdes plasmaticas de albumina, alanina aminotrasferase (ALT),
aspartato aminotrasferase (AST), fosfatase alcalina (ALP), através de kits colorimétricos
comerciais Labtest®, conforme as instrucdes do fabricante, para avaliagdo das fungdes
hepaticas no modelo. Ja a concentragdo de proteinas totais (PTNs) foi medida através do

método colorimétrico de Bradford'' com leitura espectrofotométrica a 595 nm.

Perfil lipidico tecidual

Para andlise de lipideos totais no tecido hepatico foi utilizado o método de Folch e
Colaboradores'?. Os valores obtidos foram normalizados pelo peso do tecido utilizado na
analise. Para a dosagem dos diferentes componentes lipidicos, os extratos obtidos foram
ressuspensos ¢ homogeneizados em 500 pL de isopropanol. A partir da suspensdo, os teores
de triglicerideos (TG), colesterol total (COL) e HDL foram mensurados pela utilizagao de Kits
comerciais Labteste™. Utilizando as equagdes de Friedewald", calculou-se as concentragdes

de VLDL (VLDL = TG/5) e de LDL (LDL = COL — (HDL + VLDL).

Estado redox hepatico
O homogenato tecidual obtido por pulverizacdo em nitrogénio liquido foi acrescido de
concentragdes conhecidas de PBS, inibidores de proteases (PMSF, apotinina e leupetina) e
EDTA. Em seguida, as amostras foram submetidos a duas centrifugacdes sequenciadas por 30
minutos a 4.000 rpm a 4 °C.

O grau de peroxidacao lipidica foi medida em microplaca pela deteccao de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) de acordo com o método descrito por Wallin e
Colaboradores'* com adaptacdes realizadas por Rabélo". Resumidamente, a 100 uL do

homogenato hepatico foram adicionados 10 puL do antioxidante BHT ([BHT]gna= SmM) ¢
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1250 pL de uma solu¢do do 4cido tiobarbiturico a 1,3 %. Uma curva padrido foi preparada
com 190 uL de diferentes concentragdes de 1,1,3,3-tetra-metoxi-propano (0-7,5 nmol/L) ¢ 10
uL de BHT. Em seguida, o produto da reacdo foi incubado a 95 °C por 60 minutos, seguida de
banho de gelo por 10 minutos. Em seguida, foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a
temperatura ambiente. A leitura da absorbancia foi realizada em um leitor para microplacas,

tendo-se como comprimento 530 nm.

Atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD foi determinada no homogenato hepatico em microplaca através
da utilizacdo de kit comercial Fluka®, conforme instru¢des do fabricante, utilizando-se o
comprimento de leitura de 450 nm. Os dados foram normalizados pelo contetudo tecidual

e 11
protéico .

Atividade da catalase (CAT)

A mensuracao da atividade de CAT foi realizada em microplaca. Sucintamente, 100 pL do
homogenato hepatico foi adicionado a placa, seguido do acréscimo de 20 pul. de H,O,
([H202]finat = 1mM). Em seguida, adicionou-se uma substiancia cromogena e o produto
reacional foi quantificado em microplaca a 550 nm em uma leitora para microplacas. Uma
curva padrio foi preparada para calcular a concentragdo da enzima nas amostras de
homogenato de tecido hepatico. Os reagentes foram preparados imediatamente antes do inicio
da reagdo. A concentragdo de CAT foi normalizada pela concentracdo tecidual de PTNs
medida através do método colorimétrico de Bradford''. Salienta-se que a metodologia
utilizada encontra-se em fase final de escrita do documento envolvendo a protegdo técnico-

cientifica. Assim, os detalhes relacionados a metodologia ndo estdo aqui expostos.
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Analise histologica

Os fragmentos hepaticos foram fixados por imersdo em formalina a 10 % por, no maximo, 16
horas. Em seguida, o material bioldgico foi submetido a processamento em crescentes
concentragdes de alcool e xilol e entdo incluidos em parafina. As amostras foram seccionadas
em microtomo manual, tendo-se 4 um como padrio para a espessura de corte. As laminas
foram montadas, em um total de quatro por animal experimental, com, no minimo, dois
fragmentos por lamina. As mesmas foram devidamente coradas com Hematoxilina e Eosina
(HE). A andlise morfoldgica hepatica e suas possiveis alteracdes foi realizada em microscopio
optico de luz. O registro fotografico dos resultados foi obtido utilizando-se uma camara
fotografica digital (7.2 megapixels, Sony™), tendo sido expressos resultados representativos

por grupo experimental.

Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados através da andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias,
seguida do teste de comparag@o entre curvas do tipo Bonferroni. Os demais resultados foram
analisados através de teste T de Student ndo pareado. Valores de p<0,05 foram considerados
estaticamente significativos. Os valores de “n” significam o numero de animais que foram
utilizados nos experimentos. Para tabulagdo e andlise estatistica dos resultados foram
utilizados os programas Excel® (Microsoft, Santa Barbara, CA, USA) e Graph Pad Prism® 4.0

(San Diego, CA, USA), respectivamente.

RESULTADOS
Crescimento dos animais

Observou-se diferenca significativa entre as médias de peso dos animais dos grupos a partir
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da décima primeira semana de exposi¢do a dieta (p<<0,05). Nas demais semanas de tratamento,
essa diferenga foi ainda maior. Nota-se que o peso dos animais do grupo CT manteve um
aumento maior que aquele do grupo HC durante todo o periodo (Figura 1A). Contudo, a
avaliacdao do crescimento animal pela medida do comprimento tibial mostrou que ndo houve

diferenga de crescimento entre os grupos (Figura 1B).
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Figura 1. (A) Peso corporal dos Camundongos C57BL/6J durante 26 semanas de intervengdo dietética Controle
e Hipercalorica. Os valores estao expressos em gramas (g) de peso corporal de, pelo menos, cinco animais por
grupo experimental. Cada ponto do grafico representa a média £ EPM de, pelo menos, cinco animais. ANOVA
(duas vias) e teste de Bonferroni: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. (B) Crescimento dos Camundongos
C57BL/6J, através do comprimento tibial (mm), apds 26 semanas de intervencdo dietética Controle e
Hipercalorica. Os valores estdo expressos em milimetros (mm) e representam cinco animais por grupo
experimental. Cada barra do grafico representa a média + EPM. Teste t de Student néo pareado.

Avaliacio hepatica

A avaliacdo do peso absoluto e relativo do figado mostrou diminuicdo estatisticamente
significativa no 6rgao dos animais HC (Figura 2A e B), indicando que este grupo apresentou
menor desenvolvimento hepatico, o que por si s6 ja pode representar prejuizo funcional. Além

disso, o resultado é compativel com o padrdo histologico observado.
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Figura 2. (A) Peso hepatico absoluto e (B) relativo, através da comparagdo ao peso corporal, dos Camundongos
C57BL/6J, apds 26 semanas de aplicacdo de protocolo de dietas Controle e Hipercalorica. Os valores estdo
expressos em gramas (g) e percentual (%), respectivamente, e representam, pelo menos, cinco animais por grupo
experimental. Cada barra do grafico representa a média + EPM de, pelo menos, cinco animais. Teste t de Student
ndo pareado: *p<0,05.

Marcadores de funcio hepatica

Os resultados obtidos na avaliagdo dos principais marcadores de fungdo hepatica, ALT, AST e
ALP (Figura 3A, B e Tabela 1) apontam lesdo hepatica nos animais do grupo HC. As
diferengas encontradas entre os grupos CT e HC foram estatisticamente significativas
(p<0,05). As concentracdes plasmaticas de albumina e PTNs ndo apresentaram diferenca nas

analises realizadas (Tabela 1).
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Figura 3. Atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) (A) e alanina aminotransferase (ALT) (B),
marcadoras de fungfo hepatica, no plasma dos Camundongos C57BL/6J, em U/L, apds 26 semanas de aplicagio
de protocolo de dietas Controle e Hipercaldrica. Os valores estdo expressos em unidade enzimatica por litro de
analito (U/L), isto é, quantidade de enzima necessaria para produzir 1 mol de NAD (nicotinamida adenina
dinucleotideo) e representam cinco animais por grupo experimental. Cada barra do grafico representa a média +
EPM de cinco animais. Teste t de Student ndo pareado: *p<0,05.
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Tabela 1. Atividade plasmatica de fosfatase alcalina (ALP) e concentragdes plasmaticas de
albumina e proteinas totais dos Camundongos C57BL/6J, apds 26 semanas de intervengdo dietética

Controle e Hipercalorica.

Parametro Grupo CT Grupo HC Resultado estatistico
ALP (U/L) 1,66 + 2,43 12,30 + 2,16 p<0,01
Albumina (mg/mL) 10,47 £2,52 10,08 £ 0,96 NS
PTNs (mg/mL) 74,06 £ 5,99 88,66 2,50 NS

ALP (fosfatase alcalina) U/L: unidade enzimatica por litro de analito, quantidade de enzima necessaria para
produzir um mol de p-nitrofenol.Os valores estdo expressos como média = EPM obtidos de, pelo menos, cinco
animais por grupo experimental. Teste t de Student ndo pareado: *p<0,05, ** p<0,01.

Conteudo lipidico hepatico

Com relagdo ao teor lipidico total, os resultados observados ndo apresentaram diferenca entre
os dois grupos experimentais (Figura 4A). Os resultados dos pardmetros TG, COL, VLDL e
HDL apresentaram-se estatisticamente diferentes (p<0,05), sendo maiores nos animais HC
(Figura 4B, C, D e F). No parametro LDL, ndo foi observada diferenca entre os grupos

experimentais (Figura 4E).
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Figura 4. (A) Conteudo lipidico total no tecido hepatico dos Camundongos C57BL/6J, em mg por mg de peso
tecidual. (B, C, D, E e F) Concentragdes observadas no tecido hepatico dos Camundongos C57BL/6J, em mg/dL,
de triglicerideos, colesterol total, HDL, LDL e VLDL, respectivamente, apds 26 semanas de aplicacdo de
protocolo de dietas Controle e Hipercalorica. Os valores estdo expressos em miligramas por miligramas de
tecido e representam cinco animais por grupo experimental. Cada barra do grafico representa a média = EPM de
cinco animais. Teste t de Student ndo pareado: *p<0,05.

Estado redox hepatico

Como pode ser observado, a atividade da SOD nio apresentou diferenga entre os dois grupos
experimentais (Figura 5A). Por outro lado, a atividade da catalase mostrou-se

significativamente diminuida (p<0,01) no grupo HC (Figura 5B), apontando para um

desequilibrio no balango redox local. Os niveis de peroxidacao lipidica tecidual apresentaram-
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se significativamente aumentados (p<0,05) no grupo HC (Figura 5C), o que corrobora o

resultado observado na atividade da catalase para desbalanco no estado redox local.
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Figura 5. Estado redox no tecido hepatico dos Camundongos C57BL/6J, apds 26 semanas de aplicagdo de
protocolo de dietas Controle e Hipercaldrica. A) Atividade da SOD (superdxido dismutase) em percentual de
inibi¢do da enzima XO (xantina oxidase) por miligrama de proteina. B) Atividade da catalase em nm/min/mL
normalizada pela concentrac@o hepatica de proteinas em miligrama. C) Peroxidagao lipidica em concentragdo de
MDA (malonaldeido) por miligrama de proteina. Os valores apresentados representam cinco animais por grupo
experimental. Cada barra do grafico representa a média £ EPM de cinco animais. Teste t de Student ndo pareado:
*p<0,05; **p<0,01.

Avaliacao histologica do figado

Percebe-se o arranjo celular normal nos cortes provenientes dos animais do grupo CT (Figuras
6A e B) com os corddes de hepatocitos, os espacos sinusoidais e portais e veia centrolobular.
Ja na andlise dos animais do grupo HC foi evidenciado um desarranjo na estrutura do 16bulo

hepatico, com células espagadas infiltradas com pequenos vactiolos transparentes indicativos

de infiltragdo gordurosa, varios pontos de aglomerado de células inflamatorias, focos de
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tecido fibrotico e regides de caracteristicas amorfas, caracteristicos de padrao cirrdtico
(Figuras 6C-F). Os resultados expressos sdo representativos dos dois grupos experimentais,

compostos por cinco animais cada.

100x 100x 100x

Figura 6. Microfotografias de cortes histologicos obtidos dos Camundongos C57BL/6J e corados pelo método
de hematoxilina e eosina (HE), apos 26 semanas de aplicagdo de protocolo de dietas Controle e Hipercalorica.
As microfotografias apresentadas representam os principais achados histologicos por grupo experimental. (A)
Histologia hepatica normal do grupo Controle, aumento de 40x. (B) Histologia hepatica normal do grupo
Controle, aumento de 100x. (C) Desarranjo da organizag@o celular hepatica, com vacuolizag@o intracelular
intensa e focos de inflamacdo no grupo Hipercaldrico, aumento de 40x. D) Vacuolizagdo celular grupo HC,
aumento de 100x. E) Extenso foco de inflamagao e fibrose grupo HC, aumento de 40x. F) Foco de inflamacdo e
fibrose grupo HC, aumento de 100x.

DISCUSSAO

Pode-se sugerir que a diferenga ponderal observada entre os grupos (Figura 1) ndo envolve o
comprometimento no desenvolvimento animal do grupo HC, mas uma eleva¢do ponderal
menor por este grupo durante o periodo. DeLeve e Colaboradores'® trataram camundongos
C57BL/6] por 26 semanas com dieta high fat (HF) ocidentalizada, para o desenvolvimento de
obesidade. Se compararmos o peso dos animais do grupo controle destes pesquisadores com
os observados no presente trabalho, podemos constatar que os resultados foram semelhantes
(28,1 e 26,6 g, respectivamente), indicando desenvolvimento normal para a linhagem

experimental. Nao ha relatos na literatura de modelos de SM alimentados com dieta HF sem
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desenvolvimento de obesidade, semelhante ao descrito no presente trabalho, indicando a
validag¢io de um novo modelo murino para SM. Lin e Colaboradores'’ estudando obesidade e
desenvolvimento de resisténcia a leptina na mesma linhagem de camundongos realizou
avaliagdo do comprimento tibial para averiguagdo do crescimento dos animais. O resultado
observado também ndo apresentou diferenga entre os grupos experimentais, sugerindo que
ndo hd comprometimento de crescimento nestes animais independente do desenvolvimento ou
nao do aumento de peso quando alimentados com dieta HF.

Por sua vez, a diferenca no peso hepatico observada entre os grupos experimentais
indica que o grupo HC apresentou menor desenvolvimento hepatico, o que por si s6 ja pode
representar prejuizo funcional. Além disso, o menor tamanho do 6rgdo pode estar relacionado
ao padrdo cirrético observado (Figuras 2 ¢ 6). Em nosso estudo, o peso absoluto médio dos
orgios do grupo CT foi semelhante ao observado por DeLeve e Colaboradores'® no grupo
controle com a mesma linhagem de camundongos, acompanhados por periodo semelhante e
bem menor que nos animais acompanhados por Biddinger ¢ Colaboradores'® durante dezoito
semanas, corroborando os dados apresentados por esses autores para peso corporal.

Com relagdao aos resultados observados na avaliagdo dos marcadores de fungdo
hepatica, ha uma indicagdo de que houve um prejuizo funcional no 6rgdo dos animais HC,
deflagrado com aumentadas atividades dos referidos marcadores de lesdo. Com relagdo a
enzima ALT, esta ¢ o marcador de lesdo hepatica mais especifico, sendo a sua produgdo e
atividade associadas estreitamente a funcao do figado. Em casos de lesdo nos hepatdcitos, esta
aminotransferase ¢ liberada na circulagdo em niveis aumentados sugerindo a referida lesao.
Estes achados corroboram com os de DeLeve e Colaboradores'® observaram diferencas entre
as atividades desta enzima em camundongos com obesidade induzida por dieta HF. Contudo,
o aumento no grupo high fat foi de 12 vezes comparado ao controle. Acredita-se que isto

possa ser devido a obesidade desenvolvida pelos camundongos, diferentemente dos animais
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HC do presente estudo que se apresentam como modelo de SM sem obesidade corporal. Em
relevancia, ¢ seguida pela AST como marcador de agravo hepatico. Contudo, esta tltima
também ¢ investigada em outros casos de lesdo tecidual, a exemplo da miocardica aguda. Em
nosso estudo, observou-se um aumento superior a 2,5 vezes em relagdo ao grupo CT.
Semelhantemente ao observado na investigagdo descrita para ALT, DeLeves ¢
Colaboradores'® observaram diferenca entre os dois grupos tratados, mas a elevagdo nos
niveis de AST nos animais high fat foi cinco vezes maior. A ALP, apesar de menos
especifica, € investigada pois pequenos aumentos em sua atividade sdo encontrados na doenga
hepatica em geral. O resultado observado pode ser associado a possivel lipotoxicidade
advinda da alimentacdo com a dieta oferecida aos animais HC, na qual o percentual calorico
advindo de gordura é de aproximadamente 60 % contra os 14 % apresentados pela dieta chow
do grupo CT. Como pode ser observado, os niveis de PTNs e albumina apresentaram-se
semelhantes entre os grupos. O resultado observado pode ser devido ao fato de que a sintese
protéica foi prioritariamente mantida ja que o figado € o principal sitio deste anabolismo ou
ainda que o grau de lesdo tecidual nao foi suficiente para desregular a sintese das mesmas.
Com relacdo aos parametros lipidicos, relatos da literatura mostram que individuos
diabéticos podem apresentar dislipidemia iniciada com alteracdo no metabolismo da
lipoproteina VLDL, o que pode induzir a um aumento sérico de IDL e LDL. Além disso,
nestes individuos a captura hepatica de VLDL, IDL e LDL pode estar diminuida, resultando
em concentragdes séricas elevadas®. A anélise do contetido hepatico destas fragdes lipidicas
pode ser diferente da observada nas avaliagdes séricas devido a estes mecanismos de efluxo e
captura hepatica. O conteudo total de lipideos hepaticos por miligrama de tecido (Figura 4A)
ndo apresentou diferenga entre os grupos. Entretanto, os teores de TG, COL, VLDL ¢ HDL
apresentaram-se elevados no grupo HC, com diferenga estatistica em comparagdo ao CT

(p<0,05). Por outro lado, o contetdo da fragdo LDL ndo se apresentou diferente (Figura 4E),
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o que pode ser devido tanto a alteragdes no reconhecimento dessas particulas por seu receptor
hepatico como as alteragdes possivelmente sofridas no metabolismo de lipoproteinas.

Biddinger e Colaboradores'® trataram camundongos C57BL/6J e 129S6/SvEvTac com
dieta high fat ¢ encontraram contetidos hepaticos de triglicerideos e colesterol aumentados em
quatro e sete vezes, respectivamente. O actimulo lipidico observado por estes autores foi
confirmado histologicamente. Outro estudo, utilizando ratos Sprague-Dawley alimentados por
trés dias com dieta HF também apresentou contetido hepatico de triglicerideos
significativamente aumentados com relagdo aos controles alimentados com dieta chow'®. A
atividade da enzima glicogénio sintase foi medida por estes autores ¢ mostrou-se que a agao
da insulina sobre o aumento na atividade desta enzima estava diminuida. Além disso,
observou-se nestes animais acentuada resisténcia a insulina, indicando como a dieta pode ter
seus efeitos rapidamente observados.

Na avaliagdio do estado redox tecidual pode ser observado um aumento
estatisticamente significativo nos niveis de peroxidagdo lipidica nos animais do grupo HC,
indicando desbalanco no estado redox local. Resultado semelhante foi observado por Feillet e
Colaboradores® em ratos Wistar alimentados com dieta HF. Segundo Romero e
Colaboradores®', a presenca de niveis elevados de glicose sanguinea em modelos diabéticos
esta associada a coexisténcia de altos niveis de peroxidagdo lipidica avaliada pelo método
TBARS. Em estudos realizados em nosso laboratorio, a investigacao dos niveis glicémicos de
jejum nos animais do grupo HC mostrou-se elevada (dados ndo ilustrados). Contrariamente,
Furukawa ¢ Colaboradores™ ndo encontraram alteragdes nos niveis de peroxidacdo lipidica
hepatica em camundongos KKAy que exibem severa obesidade, hiperlipemia e RI, quando
comparados a camundongos C57BL/6J usados como controles.

Investigando-se as principais enzimas componentes da manutencdo de um equilibrio

redox, SOD e CAT, observou-se comprometimento na atividade apenas desta ultima. A SOD
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catalisa a reacdo de neutralizagdo de O ', sendo o perdxido de hidrogénio (H,0,) um produto

desta reagdo. O estudo de Feillet-Coudray e Colaboradores® ndo apresentou alteragio na

produgao de O, . Além disso, estes autores ndo observaram nenhuma mudanga na expressao

das subunidades p22phox e p47phox de NADPHox no figado de ratos alimentados com dieta
contendo altos niveis de sacarose e gordura. Resultados semelhantes foram observados por
Furukawa e Colaboradores® quando investigaram os niveis de expressio de RNAm para
NADPHox no tecido adiposo branco de camundongos KKAy. Além disso, a atividade de
SOD no estudo destes autores, semelhantemente aos resultados observados no presente

estudo, ndo apresentou diferenca quando comparados ao grupo controle. Desta maneira, ¢

possivel que o contetido local de O, ndo seja suficiente para esgotar a capacidade enzimatica
de SOD. Além disso, o O, pode reagir com espécies reativas originadas na peroxidagao
lipidica, como, por exemplo, com os radicais hidroxila (OH), contribuindo para a diminui¢ao

local de O, . Assim, estes eventos podem configurar como 0s possiveis mecanismos pelos

quais nao foi observada alteracdo na atividade enzimatica de SOD no tecido hepatico do
modelo investigado.

Contrariamente, a atividade da enzima catalase pode ser exacerbadamente necessaria
para a neutralizacdo de H,O,, cujo conteudo pode estar aumentado no contexto oxidativo

local observado devido aos elevados niveis de peroxidacdo lipidica e como produto da

neutralizagio de O, . O préprio H,O, pode agir como agente peroxidativo, afetando a

atividade de sua enzima sequestrante. Além disso, atividade de CAT diminuida, colabora para
0 aumento nos niveis de H,O, que, por sua vez, pode contribuir para a peroxidagao lipidica
1.

tecidua

Com relagdo aos achados histologicos, estes corroboram os resultados observados nas
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investigacdes realizadas, especialmente relativos ao aumentado conteudo de triglicerideos
hepaticos. Relato da literatura mostrou que ratos Wistar alimentados com dieta rica em
gordura e sacarose apresentaram infiltragdo gordurosa nos hepatocitos caracterizada por
volumosos vacuolos lipidicos que provocaram distensdo celular e deslocamento do nucleo e
citoplasma®. Em outro estudo, camundongos C57BL/6J, alimentados por dieta chow durante
dezoito semanas apresentaram arquitetura hepatica normal, semelhante aos achados do
presente trabalho'®. Por outro lado, os animais alimentados com dieta high fat mostraram
profunda esteatose com actimulo macrovesicular de gordura. Contrariamente, os achados
histologicos observados no presente estudo mostraram infiltragdo celular nos hepatécitos dos
animais HC caracterizados, principalmente, por pequenos e numerosos vacuolos, mas sem
evidéncias de deslocamento do nticleo. DeLeve e Colaboradores'® utilizando um modelo de
sindrome metabdlica com obesidade em camundongos C57BL/6J, através de dieta HF,
aplicada durante sete meses, observaram o desenvolvimento de esteatohepatite e fibrose,
caracteristicos de doenca hepatica gordurosa avangada. A avaliagdo permitiu concluir ainda
que quanto maior o tempo de exposi¢ao dietética, maior o grau de alteragdes metabolicas e
histologicas. As observagdes obtidas no presente trabalho mostraram, nos animais HC,
inimeros focos inflamatorios e fibroticos, caracteristicos de doenga hepatica avangada, o que
ndo foi observado nos animais do grupo CT. Segundo Pereira e Colaboradores™, o
comprometimento sistémico induzido pela RI pode culminar com um desequilibrio na
fisiologia normal do sistema renina-angiotensina (SRA), contribuindo para a instalagdo e
progressdo do processo fibrotico tecidual. Ha evidéncias de que o SRA pode estar envolvido
no processo de fibrose hepatica através da ativagdo dos receptores tipo 1 pela angiotensina II
(Ang II). Esta sinaliza¢do induz contragdo e proliferacdo de células estreladas hepaticas
(HSCs; hepatic stellate cells) e aumenta a expressao de colageno 1. A fibrogénese hepatica é

mediada pelas HSCs e os produtos da peroxidacdo lipidica originados de estresse oxidativo
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sdo importantes ativadores destas células e, portanto participam no processo fibrotico .
Em suma, o componente hepatico do modelo murino dietético para sindrome
metabolica estudado apresenta alteragcdes em seu perfil morfoldgico, funcional e no balango

redox.
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