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RESUMO

Santos, Izabelle Barcellos Santos. Efeito do extrato da casca de uva Vitis vifinera nas
alteracbes metabolicas hepéaticas em camundongos C57BL/6 submetidos a dieta
hiperlipidica. 2015. 83f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2015.

A prevaléncia da obesidade nas ultimas décadas tem mostrado répida ascensao em
todo o0 mundo e € considerado um importante problema de satde publica. Estudos recentes do
nosso grupo mostraram que o extrato hidroalcoolico da casca de uva Vitis vinifera (ACH09)
rico em polifendis diminui a glicemia no modelo experimental de diabetes induzida por
aloxano, e aumenta a expressao de proteinas da cascata de sinalizacdo de insulina no musculo
esquelético. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos benéficos do tratamento
preventivo com ACHO09 em desordens metabolicas hepaticas observadas num modelo
experimental de obesidade. Camundongos machos C57BL/6 de 30 dias de idade foram
separados em 4 grupos e receberam as seguintes dietas por 12 semanas: grupo Controle: dieta
padrdo; grupo ACHO9: dieta padrdo + ACH09 200 mg/kg/dia oral; grupo hiperlipidico (HF):
dieta com 60% de gordura e o grupo hiperlipidico + ACH09 (HF+ACHO09): dieta com 60% de
gordura + ACHO09 200 mg/kg/dia oral. Foram avaliados: a ingestdo alimentar, a massa
corporal, a massa de gordura visceral, os niveis plasmaticos de colesterol total, triglicerideos,
glicose e insulina, e os niveis hepaticos de colesterol, triglicerideos, glicogénio e nitrito. A
expressao do receptor de insulina (IR), PI3-K, pAKT, Glut 2, proteinas envolvidas na sintese
de acidos graxos e colesterol (AMPK, pAMPK, HMG-CoA redutase, FAS, SREBP-1c,
pACC), bem como a expressdo de proteinas envolvidas na excrecdo de colesterol
(transportadores ABCG5 e ABCGB8) foram avaliadas em homogenatos de figado por western
blotting. O dano oxidativo hepético foi determinado também, através da peroxidacdo lipidica
e carbonilacdo de proteinas, e a atividade das enzimas antioxidantes (SOD), (CAT) e (GPx)
foi avaliada por espectrofotometria. No grupo HF houve aumento da ingestdo alimentar, do
peso corporal, da massa de gordura visceral, do colesterol e triglicerideo plasmatico e
hepéatico associado ao desenvolvimento de esteatose hepatica que foram reduzidos pelo
tratamento com o ACHO09. Os niveis plasmaticos de glicose e resisténcia a insulina foram
aumentados no HF e reduzidos pelo tratamento com ACHO9. Esses achados correlacionaram
com a reducdo da expressao das proteinas da cascata de sinalizacao de insulina no grupo HF e
aumento pelo tratamento com ACHO09. O conteudo de glicogénio hepatico foi reduzido no HF
e aumentado no grupo HF+ACHO09. O aumento da lipogénese no grupo HF foi caracterizado
pelo aumento da expressdo das proteinas SREPB-1c e AMPK e reducdo das proteinas
PAMPK e pACC sem alteracdo da HMG-CoA redutase e FAS. O tratamento com ACHO09
reduziu a expressdo de SREPB-1c e aumentou a expressdo de pAMPK sem alterar a
expressao de pACC. Além disso, 0 ACH09 aumentou a expressdo dos transportadores
ABCG5 e ABCGS e apresentou um efeito antioxidante em tecido hepatico ao diminuir a
formacdo de malondialdeido e a carbonilagdo de proteinas e aumentar a atividade de enzimas
antioxidantes. Em conclusdo, o ACHQ9 pode modular a expressdo de proteinas da via de
sinalizacdo da insulina, assim como, as envolvidas na via da lipogénese, e na excre¢do do
colesterol prevenindo o desenvolvimento da esteatose hepatica. A sintese de NO, a agéo
antioxidante e o aumento da sensibilidade a insulina devem exercer um papel central nos
efeitos do ACHO09.

Palavras Chave: Obesidade; esteatose hepatica; extrato da casca da uva (ACHO09).



ABSTRACT

Santos, 1zabelle Barcellos. Grape skin extract effect Vitis vifinera in liver metabolic
changes in C57BL / 6 mice subjected to high fat diet. 2015. 83f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

The prevalence of obesity over the past decades has shown rapid rise worldwide and is
considered an important public health problem. Recent studies from our group have shown
that the hydro-alcoholic grape skin extract (ACHQ9) rich in polyphenols lowers blood glucose
in experimental model of diabetes induced by alloxan, and increases the expression of the
insulin signaling cascade proteins in skeletal muscle. Thus, the aim of this study was to
evaluate the beneficial effects of preventive treatment with ACHO9 on metabolic disorders
observed in an experimental model of obesity. Male mice C57BL/6 at 30 days of age were
separated in four groups and received the following diets for 12 weeks. The Control group:
standard diet; ACHO09 group: standard diet + 200 mg/kg/day orally; hyperlipidic group (HF):
diet with 60% fat and hyperlipidic group + ACH09 (HF + ACHQ9): diet with 60% fat + 200
mg/kg/day orally. We also determined the food intake, body weight, the mass of visceral fat,
plasma levels of total cholesterol, triglycerides, glucose and insulin, and hepatic levels of
cholesterol, triglycerides, glycogen and nitrite. Expression of insulin receptor (IR), PI3-K,
pAKT, Glut 2, proteins involved in the synthesis of fatty acids and cholesterol (AMPK,
pAMPK, HMG-CoA reductase, FAS, SREBP-1c, pACC), as well as the expression of
proteins involved in the excretion of cholesterol (ABCG5 and ABCGS8 transporters) were
evaluated in liver homogenates by western blotting. Hepatic oxidative damage was also
determined by lipid peroxidation and carbonyl protein, and the antioxidant enzyme activities
(SOD), (CAT) and (GPx) were evaluated by spectrophotometry. was increased, The food
intake, body weight and the mass of visceral fat were increased in the HF group, as well as,
the plasma and liver cholesterol and triglycerides associated with the development of hepatic
steatosis which were reduced by treatment with ACH09. Plasma levels of glucose and insulin
resistance were increased in HFgroup and reduced by treatment with ACHQ9. These findings
correlated with reduced expression of insulin signaling cascade proteins in the HF group and
increased by treatment with ACHO09. The liver glycogen content was reduced HF in and
increased in HF+ ACHO9. Increased lipogenesis in the HF group was characterized by the
increased expression of SREPB-1c and AMPK proteins and reduction of pAMPK and pACC
proteins without changing the HMG-CoA reductase and FAS expressions. The treatment with
ACHO09 reduced the expression of protein-1c SREPB and increased pAMPK expression
without changing pACC. Moreover, the extract ACHO9 increased the expression of ABCG5
and ABCGS8 transporters and showed an antioxidant effect in hepatic tissue by decreasing the
formation of malondialdehyde and carbonyl protein and increasing the antioxidant activities
enzymes. In conclusion, the ACHO9 can modulate the expression of the insulin signaling
pathway proteins, as well as the proteins involved in lipogenesis, and excretion of cholesterol
preventing the development of hepatic steatosis. The synthesis of NO, the antioxidant action
and the increase in insulin sensitivity may exert a central role in ACHQ9 effects.

Keywords: obesity; hepatic steatosis; grape skin extract (ACHO09).
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INTRODUCAO

A civilizacdo passou por grandes mudancas no estilo de vida nos ultimos séculos, e 0s
habitos da cultura humana moderna, tais como alimentacdo inadequada e sedentarismo
contribuiram para o aumento da prevaléncia de diversas doengas como:hipertensdo arterial
sistémica (HAS), obesidade, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), certos tipos de cancer, dentre
outras, sendo a obesidade o principal fator de risco que gera o quadro de sindrome metabdlica
(SM)(Cataneo et al., 2005).

No Brasil, dados do Ministério da Salude revelam que, pela primeira vez, o percentual
de pessoas com excesso de peso € superior a mais da metade da populacdo brasileira. A
pesquisa Vigitel 2012 (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por
Inquérito Telefénico) mostra que 51% da populacdo (acima de 18 anos) estd acima do peso
ideal. Em 2006, o indice era de 43%. Entre os homens, 0 excesso de peso atinge 54% e entre
as mulheres, 48% (Ministério da Saude, 2013).

A importéncia na prevencdo e tratamento da obesidade tem sido muito discutida e
reconhecida(WHO, 2003), e a identificacdo dos fatores de risco modificaveis, como mudanca
nos habitos alimentares com a ingestdo de alimentos mais saudaveis para o controle de peso e
préticas de exercicios fisicos vem adquirindo grande relevancia entre as populagdes mais
obesas (Sartorelli & Franco, 2003).
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1 OBESIDADE

A obesidade representa um sério problema de salde publica na maioria dos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento por aumentar o risco de aparecimento de uma série de
condicBes patologicas, incluindo a resisténcia a insulina (R1), DM2, dislipidemia, HAS e
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA)(Jung & Choi, 2014).

A Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF, 2008-2009), realizada em parceria entre
o IBGE e o Ministério da Saude, analisando dados de 188 milbrasileiros em todas as idades,
mostrou que a obesidade e o0 sobrepeso tém aumentado rapidamente nos Ultimos anos. Neste
levantamento, 50% dos homens e 48% das mulheres se encontram com excesso de peso,
sendo que 12,5% dos homens e 16,9% das mulheres apresentam obesidade(Nunes, 2010).

As estimativas da OMS s&o ainda mais alarmantes, considerando a obesidade como
uma epidemia e um dos dez principais problemas de saide publica do mundo. As projecoes
para 2030 estimam um ndmero proximo a 3,3 bilhGes de pessoas, ou seja, 57,8% da
populacdo adulta mundial terdo sobrepeso ou obesidade, um terco desses nos paises em
desenvolvimento (Knowler et al., 2002).

A origem da obesidade é multifatorial, ou seja, diversos fatores estdo envolvidos em
sua génese, incluindo fatores genéticos, metabdlicos e ambientais. O baixo gasto energético
aliadoasmudancassignificativas nos habitos alimentares, marcadas pelo aumento de lipidios
na dieta, contribui significativamente para o aumento da incidéncia da obesidade (Romero &
Zanesco, 2006). O excesso de lipidios acarreta de forma mais precoce este desequilibrio,
levando a um remodelamento adverso do tecido adiposo(Keller & Lemberg, 2003),
reforcando a demonstracdo de outro grupo de que a dieta hiperlipidica estd diretamente
relacionada com a inducdo da obesidade(Dindo et al., 2003).

O tecido adiposo néo é apenas um fornecedor e armazenador de energia, mas pode ser
considerado como um orgdo enddcrino. Como tal, desempenha um papel central no
metabolismo de lipideos e da glicose e produz um grande numero de adipocinas, tais
como:adiponectina, leptina, resistina, visfatina, interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral
alfa (TNF- a), inibidor do ativador de plasminogénio -1 (PAI-1) e angiotensinogénio, que
podem influenciar profundamente os processos metabolicos e participam da inflamacéo e da
resposta do sistema imune, além de serem sensores do balango energético(Fonseca-Alaniz et
al., 2006).
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Grande atencdo tem sido dada & adiponectina e leptina na obesidade. A leptina é um
peptideo produzido principalmente pelo tecido adiposo branco e secretada na circulacdo em
niveis proporcionais a massa desse tecido (Reseland et al., 2001). Atua em células neuronais
no sistema nervoso central, onde desempenha um papel importante na sinalizacdo entre o
hipotalamo e o tecido adiposo, regulando a ingestdo alimentar, o gasto energético e, com isso,
0 peso corporal(Hutley & Prins, 2005).

Além da sua acéo nas células neuronais do hipotalamo, a leptina possui uma sinalizacéo
paracrina e/ou autdcrina sobre o adipdcito. A leptina estimula a lipdlise e inibe a lipogénese,
mecanismo esse considerado protetor contra a adipotoxicidade provocada pelo excesso de
triglicerideos (Fruhbeck, 2002).

Na obesidade, observa-se um aumento dos niveis plasmaticos de leptina, a
hiperleptinemia. Esse estado pode ser atribuido a alteracdes no receptor da leptina ou a uma
deficiéncia em seu sistema de transporte para o hipotalamo, fendmeno denominado resisténcia
a leptina (Milanski et al., 2009).

Outra adipocina chave que tem sido associada aobesidade é a adiponectina, que é
secretada exclusivamente pelos adipocitos(Berg et al., 2001). Essa, em contraste com outras
adipocinas, apresenta niveis plasmaticos inversamente proporcionais aos indices de gordura
corporal(Shetty et al., 2009). O papel fisiol6gico da adiponectina ndo estd completamente
elucidado, mas sabe-se que ela apresenta-se como potente agente anti-inflamatorio e atua de
forma favoravel sobre a regulacdo do metabolismo da glicose e dos &cidos graxos (Kubota et
al., 2007). Estudos tém mostrado que a adiponectina ndo sé aumenta a sensibilidade a
insulina, pela ativacdo da quinase ativada por AMP (AMPK) resultando numa diminuicgéo da
glicemia e da producdo de glicose pelo figado, como também aumenta a oxidacao lipidica
diminuindo a deposigdo ectdpica de gordura(Stefan et al., 2002). Estudos mostram que em
adipdcitos de ratos, in vitro, uma reducdo de 60% na expressdo de adiponectina resultou em
um aumento significativo da RI (Fonseca-Alaniz et al., 2006).

Por conseguinte, a resisténcia a leptina e a hipoadiponectinemia promovem niveis
cronicamente elevados de acidos graxos circulantes, com aumento da lipogénese, excesso de
gordura central e maiores taxas de lipélise no tecido adiposo branco. Esse quadro amplifica
diversos efeitos deletérios, como dislipidemias, esteatose hepatica, falha na sinalizacdo de
insulina, ativacdo da gliconeogénese e hiperglicemia (van Raalte & Diamant, 2011).
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1.1 Insulina e resisténcia a insulina

A insulina € um horménio polipeptidico anabdlico e essencial para a manutencdo da
homeostase de glicose, agindo em varios tecidos periféricos, tais como, o figado, o musculo, o
coragdo e o tecido adiposo, promovendo aumento da captacdo de glicose sanguinea e da
sintese proteica. Além disso, reduz a producdo hepatica de glicose, inibindo a via da
gliconeogénese e glicogenolise; reduz a lipdlise e a protedlise;estimula a lipogénese nos
adipdcitos e atua no crescimento e diferenciacdo celular, entre outrosmecanismos (Kahn et al.,
2006).

A insulinaé secretada pelas células B das ilhotas pancreaticas em resposta a0 aumento
dos niveis circulantes de glicose e aminoacidos apos as refeicdes (Saltiel & Kahn, 2001).
Acaptacdode glicose pelo musculo esquelético e tecido adiposo é realizada através do
transportadorGLUT4 e no figado e pancreaspelo transportador GLUT2, que sdo membros de
uma familia de proteinas integrais transportadoras de glicose(Thorens et al., 1990). O GLUT2
promove a rapida saida e entrada de glicose no figado e em células § do pancreas. Isto se deve
a altos valores de km, alta capacidade e baixa afinidade, detectando varia¢fes de concentragdo
de glicose no sangue.Por isso, esse transportador é chamado de sensor de glicose e exerce
importante funcdo no controle das alteracdes na secrecao de insulina estimulada pela glicose
(Karim et al., 2012).

Em vista da diversidade de acdes e tecidos que a insulina atua, pode-se prever uma
rede complexa de vias intracelulares de transmisséo de sinais. Contudo, se destaca avia de
sinalizacdo PI3-K/AKT, essencial para o metabolismo glicidico regulado pela insulina
(Boura-Halfon & Zick, 2009). A agdo da insulina nas células é iniciada com a ligacdo
especifica ao seu receptor, uma grande lipoproteina de membrana formada por duas
subunidades a e duas subunidades B, que formam um heterotetramero, denominado receptor
de insulina (IR)(Van, 1994). Apos a ligagdo da insulina a subunidade o extracelular, ocorre a
fosforilagdo de uma das subunidades B por um dominio proteina tirosina quinase especifico,
presente na outra subunidade B do mesmo heterotetramero(Taniguchi et al., 2006). A partir de
entdo, ocorre a ativacdo de substratos proteicos intracelulares, iniciando uma cascata de
fosforilacéo e desfosforilagdo que regulam sua acéo (Saltiel & Kahn, 2001).Se a fosforilacdo
ocorrer no residuo tirosina, se d& uma ativagdo positiva, por outro lado, se a fosforilagdo for
em residuo de serina é de acdo inibitdria e modula negativamente a sinalizacéo
insulinica(Folli et al., 2011).
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Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforilavarios substratos proteicos em
tirosina, que pertencem a familia dos substratos do receptor da insulina, as proteinasIiRS-1 a
IRS-4. Ossitios fosforilados em tirosinas especificas servem como locais de ancoragempara a
subunidade regulatoria p85 da proteina citosolica PI13-K, ativando a subunidade catalitica
p110, que consequentemente estimula uma proteina serina/treonina quinase conhecida por
AKT(Figura 1). Esta proteina estimula a captacdo de glicose por meio da translocacdo dos
transportadores de glicose (GLUT) para a membrana e estimula a sintese de glicogénio

(glicogénio sintasequinase3 [GSK3]).

Figura 1 - Regulacdo do metabolismo da glicose no figado

Glicose Insulina 0 Receptor de

Insulina
' JI )
{ M

.. 187 "' ' ']
’:;:i\“i\i)‘.:ﬂ GLUYzﬁ / ‘ L ’.' '....l
11353553500 ' g

—Neoglicogénese —»

Ghcose m

@@ &= P
b“m" ‘m'm" Akt Proteina fosfatase 1

Piruvato =% — +— Glicose 6 fosfato 1

/Paunn\ /Foﬂdnm G5K3

\qulmse \qunase
Glicogénio sintetase
e Ox1dag A0 da

glicose Glicogénio Sintese de glicogénio

Nota: A insulina estimula a utilizacdo e armazenamento de glicose como glicogénio e inibe a sintese
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Legenda: A insulina estimula a expressdo de genes da via glicolitica (verde), enquanto inibe a aqueles
que codificam enzimas da via da gliconeogénese (vermelho). A insulina também estimula a
sintese de glicogénio através da inibicdo da GSK3 e proteina fosfatasel (Zecchinet al.,
2004).
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Em condic¢Bes anabdlicas, a insulina promove o armazenamento de glicose na forma
de glicogénio no musculo e figado, através do aumento do transporte de glicose e da ativacao
da via de sintese de glicogénio (glicogénese)(Cross et al., 1995). Esta via é regulada pela
enzima glicogénio sintetase que permanece no estado inativo quando fosforilada por quinases
como GSK3 (figura 1). A insulina torna essa via ativa, inibindo a atividade dessas quinases, e
ativando a proteina fosfatasel(Brady et al., 1997). Desta forma, a enzima glicogénio sintetase
se mantém na sua forma ativa (desfosforilada), que resulta na producéo de glicogénio(Saltiel
& Kahn, 2001).Na gliconeogénese, a insulina inibe diretamentea transcricdo do gene que
codifica a fosfoenolpiruvatocarboxiquinase (PEPCK), enzima chave no controledesse
processo. O horménio também diminui a taxa detranscricdo do gene que codifica a frutose-
1,6-bifosfatasee a glicose 6fosfatase e aumenta a transcricdo degenes de enzimas glicoliticas
como a glicoquinase apiruvatoquinase(Sutherland et al., 1996). As vias de sinalizacdo que
regulama transcricdo desses genes envolvem a AKT e fatores de transcricdo dafamilia
forkheade (FOXO), o coativador do PPAR y(Yoon et al., 2001).

A obesidade desempenha um papel central e aumenta a probabilidade de ocorréncia de
RI, sendo a prevaléncia de obesidade em portadores de DM2 entre 40 a 70% (Kotronen &
Yki-Jarvinen, 2008; Tolman et al., 2004).

A RI é definida como uma resposta diminuida as acfes bioldgicas da insulina e isso
significa uma menor agdo da insulina ndo apenas no metabolismo dos carboidratos, como
também seu papel no metabolismo dos lipideos, sendo a marca da Rla
hiperinsulinemia(Meerarani et al., 2006; Nigro et al., 2006). O estado RI pode ter inicio anos
antes do diagnostico de DM2 (Harris & Eastman, 2000). A hipertrofia das ilhotas e
hipersecregédo de insulina surge na tentativa de compensar o estado de resisténcia e promover
valores normais de glicemia num primeiro momento. Entretanto, esse trabalho promove a
deterioracdo progressiva das ilhotas de maneira que 50% da funcdo das ilhotas pancreéticas ja
estdo perdidas no momento do diagnostico de hiperglicemia, momento em que a intoleréncia
oral a glicose ja esta instalada(Reifsnyder & Leiter, 2002; Yoon et al., 2003).

O aumento dos depdsitos de tecido adiposo, um quadro frequentemente encontrado em
obesos, faz com que os AGL circulantes sejam desviados e armazenados em érgdos sensiveis
a insulina, tais como o figado, o pancreas e o musculo esquelético (Unger & Orci, 2000). Esse
acumulo ectopico de lipidios estd envolvido na génese da RI e no comprometimento da
funcdo das células beta-pancredticas e hepaticas, efeito conhecido como
lipotoxicidade(Savage et al., 2001; Willner et al., 2001).
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A RI hepética esta associada a diminui¢do da glicogénese e aumento da gliconeogénese e
glicogendlise e pode desencadear a progressao de simples esteatose para esteato-hepatite ou
fibrose por causar aumento na expressdo do fator de crescimento conectivo, induzir o estresse
oxidativo, estimular a proliferacdo de células estreladas hepaticas e a secrecdo de matriz
extracelular (Paradis V, 2011).

1.2 Alteracgdes hepaticasassociadas a obesidade

O figado desempenha um papel central em desordens metabodlicas relacionadas a
obesidade (Turner et al., 2011). A doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) é
definida como uma condic¢éo clinico-patoldgica que inclui um amplo espectro de patologias
hepéticas, variando desde uma esteatose hepéatica simples (acimulo de lipideos,
principalmente TG no interior dos hepatdcitos), podendo progredir para sua forma mais grave
a esteato-hepatite ndo alcoodlica (HENA) com potencial de evolugdo para fibrose, cirrose e
suas consequentes complicagdes como o hepatocarcinoma havendo piora na qualidade de vida
(Cotrim et al., 2000; Harrison et al., 2003b; Suzuki et al., 2005). Aproximadamente 10-25%
dos individuos com esteatose hepética desenvolvem HENA (Day, 2005; Harrison et al.,
2003a; Harrison et al., 2003b).

A infiltracdo gordurosa no figado que caracteriza a esteatose hepéatica € umas das
alteracdes hepatocelulares mais frequentes no mundo ocidental (Ratziu et al., 2000). E a sua
prevaléncia aumentou substancialmente nos Gltimos 20 anos com a elevacdo nos indices de
sobrepeso e obesidade na populagdo em geral (Gogia & Neuschwander-Tetri, 2006).

Os fatores de risco estabelecidos para esteatose hepatica correspondem aqueles da
sindrome metabolica, que incluem a obesidade (grande quantidade de gordura abdominal), RI,
dislipidemia, apneia obstrutiva do sono, fatores geneéticos, deficiéncia de vitamina D (Targher
et al., 2007) e outras deficiéncias nutricionais(Lazo & Clark, 2008). A gordura visceral esta
relacionada com a severidade da esteatose hepatica, independente da Rl. Ndo ha somente
aumento de AGL, mas também interferéncia no acimulo de gordura hepatica e progresséo da
mesma. A gordura visceral atua como um 0rgao enddcrino, interferindo na RI e secrecdo de
diferentes mediadores moleculares como TNF- o, IL-6, adiponectina, leptina, entre outros
(van der Poorten et al., 2008).
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Varias evidéncias sugerem que a insulina é provavelmente o principal fator hormonal
que estimula a expressdo de genes lipogénicos. A homeostase de lipideos em células de
vertebrados é regulada por uma familia de fatores de transcricdio denominada SREBP
(proteina ligadora ao elemento de regulacdo dos esterdis(Postic & Girard, 2008). Estes fatores
ativam diretamente a expressdo de aproximadamente 30 genes implicados na sinteseecaptagéo
de colesterol, AGL, TG e fosfolipidios, assim como de NADPH, um cofator necessario para
asintese dessas moléculas(Foretz et al., 1999). No figado,a SREPB-1c aumenta
preferencialmente a transcricdo de genes lipogénicosenvolvidos na sintese de acidos graxos,
entre eles a acetil-CoAcarboxilase (ACC), que converte a acetil-CoA (substrato derivado
principalmente da glicose) em malonil-CoA e a &cido graxo sintetase (FAS), que converte a
malonil-CoA em palmitato (Figura 2).Este palmitato pode formar acidos graxos que podem
ser esterificados para TG e excretados na circulacdo como VLDL ou podem ser oxidados pela
mitocdndria para gerar energia(Dulloo, 2009)(Figura 2). Uma acdo classica da insulina €
estimular a sintese de 4&cidos graxos no figado em periodos de excesso de
carboidratos(Dulloo, 2009). Varias evidéncias sugerem que a esteatose hepatica relacionada
com a RI é causada pela maior expressao de SREBP-1c, em resposta aos altos niveis

circulantes de insulina (Figura 2)(Shimomura et al., 1999).

Figura 2 - Regulagdo do metabolismo de lipideos no figado
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Legenda: A insulina via SREBP-1c aumenta a expressao de genes que estimulam a sintese de acidos
graxos, tais como Acetil-CoAcarboxilase e Acido graxo sintetase (Zecchinet al., 2004).
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Outro ponto importante € a sintese e excrecao do colesterol, pois 0 metabolismo hepético
do colesterol influencia seus niveis no sangue e nos tecidos. A sintese inicia-se com a
condensacdo de duas moléculas de acetil-CoA, produzindo acetoacetil-CoA. Esta reacdo é
catalisada pela tiolasecitossdtica. Reacdo idéntica, catalisada pela tiolase mitocondrial,
aparece na B-oxidacao de &cidos graxos e na formacédo de corpos cetdnicos. Na etapa seguinte,
a acetoacetil-CoA condensa-se com outra molécula de acetil-CoA, produzindo 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA), numa reacdo catalisada pela hidroximetilglutaria-CoAsintase
(HMG-CoAsintase) do reticulo endoplasmatico.Esta enzima também pode ser encontrada na
mitocdndria e, nesta organela, sua funcéo esta relacionada a cetogénese. A HMG-CoA é a
seguir reduzida a mevalonato, numa reacdo catalisada pela HMG-CoAredutase. Seguem-se
duas fosforilaces, que levam a producdo de 5-pirofosfomevalonato. A descarboxilacdo €
eliminacdo da hidroxila do 5-pirofosfomevalonato origina isopentenil-pirofosfato. Este
composto de 5 carbonos é isomerizado a dimetilalilpirofosfato, que se condensa em outra
molécula de isopentenilpirofosfato, formando geranilpirofosfato, com 10 carbonos. Nova
molécula de isopentenilpirofosfato condensa-se com o geranilpirofosfato, produzindo
farnesilpirofosfato, de 15 carbonos. Duas moléculas de farnesilpirofosfato reagem, com
eliminacdo de PPi, formando presqualenopirofosfato que reduzido por NADPH, origina o
esqualeno, um composto de 30 carbonos. Segue-se uma reagdo complexa, que envolve O2 e
NADPH, na qual é formado o esqualeno 2,3 6xido. A préxima etapa consiste na completa
ciclizacdo do composto, formando-se lanosterol. A partir deste composto ciclico, uma série de
reacOes, compreendendo remocdo de grupos metila e migracfes de duplas ligacGes, leva,
finalmente, a producéo de colesterol (Sabarense et al., 2008).

Por outro lado, o figado elimina o excesso de colesterol do corpo pela formacgédo de acidos
biliares, através da reacdo catalisada pela enzima colesterol-7-alfa-hidrolase (CYP7ALl), ou
excretando diretamente na bile, na forma de colesterol livre, caminho controlado pelos
transportadores da sub-familia G, ABCG5 e ABSG8(Yu et al., 2005), expressos
exclusivamente na membrana apical dos hepatdcitos e no intestino(Graf et al., 2003).

No figado, a AMPK tem um papel essencial sobre diversas cascatas celulares,
estimulando a oxidagdo de gordura, bloqueando a producéo hepética de glicose e inibindo a
sintese de acidos graxos, TG e colesterol (Zang et al., 2004). Observa-se forte associagdoentre
a ativacdo da proteinaAMPKfosforilada (pAMPK) e a inativagdo da ACCtambém por
fosforilagdo. Com ainativacdo da ACC ndo h& concentracdes de malonil-CoA suficientes para
inibir a carnitinaaciltransferasee, portanto, ha predominancia da p-oxidacdo sobre a sintesede

acidos graxos, permitindo que a producdo deenergia prevaleca sobre o gasto. Em suma, a
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AMPK atua no figado diminuindo a sintese de lipidios e estimulando a queima de gordura,
além de reduzira producédo hepética de glicose (Zhou et al., 2001) (Figura 3).
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Figura 3 - Via da sintese de colesterol e acidos graxos
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Legenda: Proteinas envolvidas na sintese de Colesterol e Acidos Graxos que s&o moduladas pela
proteina AMPK fosforilada (PAMPK) (Zecchinet al., 2004).

Evidéncias experimentais demonstram que, uma dieta com alto teor de lipidio oferecida a
ratos Wistar adultos promove um significativo ganho de massa corporal e intensa adiposidade,
quandocomparada com o consumo de dieta balanceada nutricionalmente(Borba et al., 2011).
A dieta hiperlipidica também ocasionaesteatose hepéatica ndo alcoolica, hiperglicemia e
hipertrigliceridemia, visto que o excesso de colesterol livre proporciona um aumento da
formacdo de &cidos biliares (Al rajabi et al., 2013).

Yao e colaboradores (2011) descreveram que uma dieta hiperlipidica, ou seja, com alto
teor de gordura leva ao desenvolvimentode DHGNA, aumento dos niveis do subproduto da
peroxidacaolipidica, denominadomalondialdeido (MDA) e uma diminui¢do hepatica do
conteddo de substratos, como das enzimas antioxidantes, glutationaperoxidase e superéxido
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dismutase devido a disfuncdo mitocondrial.Uma das causas que levam a disfungdo
mitocondrial é a incapacidade de manutencdo de fluidez da membrana mitocondrial, pelo

dano provocado por espécies reativas a camada lipidica.

1.3 Estresseoxidativo e disfun¢do mitocondrialhepética

O estresse oxidativo € o mecanismo mais importante na génesedodanocelular na
esteatose hepatica, sendo resultado dodesequilibrio na producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e na defesa antioxidante. As EROs sdo moléculas que contém um ou mais
elétrons desemparelhados no orbital atdmico ou molecular(Halliwell, 1999). Estas sdo
derivadas do metabolismo do oxigénio, altamente reativas, produzidas em todos os sistemas
biolégicose reagem com as moléculas em torno do local de formacgdo. Essas espécies que
incluem o anion superéxido (O;)’, o peroxido de hidrogénio (H,O;) e o radical hidroxila
(OH)’", juntamente com espécies reativas de nitrogéniodesempenham um papel importante em
processos fisioldgicos e patoldgicos (Roberts &Sindhu, 2009). A mitocdndria, o citocromo
P450 e peroxissomos representam importantes fontes de EROs.

Evidéncias crescentes demonstram que uma dieta com alto teor de lipideo induz
estresse oxidativo, potencialmente através do aumento da expressdo de genes envolvidos na
producdo de EROs, no figado e tecido adiposo e este evento precede o aparecimento da Rl e
obesidade induzidas pela dieta hiperlipidica (Matsuzawa-Nagata et al., 2008).0 aumento dos
AGL e a hiperglicemia derivados de uma dieta com alto teor de gordura podem levar ao
aumento da atividade enzimatica pro-oxidante e consequentemente maior producédo de EROs
(figura 4),acarretando uma importante modificacdo na composigédo lipidica mitocondrial e
2011).

A disfuncdo mitocondrial na esteatosehepaticaesta associada a desregulacéo da cadeia
respiratéria mitocondrial, desencadeando a producdo de EROs, devido & fosforilagdo
oxidativa. A ativacdo da enzima 2E1 do citocromo P450 (CYP2E1l) aumenta a oxidacao
mitocondrial de acidos graxos, mecanismo este que atua na génese da DHGNA (Begriche et
al., 2006).

Hé& forte associa¢do da gravidade da doenca hepatica e o grau de estresse oxidativo. O

aumento deste na esteatose hepatica foi demonstrado pela elevacdo dos marcadores
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soroldgicos oxidativos (LDL oxidada, acido tiobarbitdrico, MDA) (Chalasani et al., 2012), e
uma diminuicdo de antioxidantes (coenzima Q10, superdxido dismutase, catalase e
glutationaperoxidase), sendo que baixos niveis desses marcadores estdo correlacionados com
a gravidade da doenca hepatica e RI(Sumida et al., 2013).

Odano hostil provocado pelo excesso de EROspode ser significativamentereduzido, antes
que ocorram reagdes com alvos bioldgicos, prevenindo reagdes em cadeia ou prevenindo a
ativacdo do oxigénio e seus produtos altamente reativos(Ratnam et al., 2006).

Antioxidantes sdo um conjunto heterogéneo de substancias formadas por vitaminas,
minerais, pigmentos naturais e outros compostos vegetais que atuam neutralizando ou
prevenindo os danos causados pelos radicais livres(Cheng et al., 2001).

Os antioxidantes podem ser classificados em dois grandes grupos, enzimaticos e nao
enzimaticos. Alguns dos antioxidantes sdo endogenamente produzidos comoenzimas,
moléculas de baixo peso molecular e cofatores enzimaticos. Dentre os antioxidantes ndo
enzimaticos, muitos sdo obtidos de fontes dietéticas, sendo encontrados na sua grande maioria
nos vegetais, o que explica parte das acdes saudaveis que as frutas, legumes, hortalicas e
cereais integrais exercem sobre o organismo.Temos também os polifendis, um grande grupo
que consiste de acidos fendlicos e flavondides (Halliwell, 1999).

O sistema enzimético é composto por diversas enzimas, destacando-se a superéxido
desmutase (SOD), catalase e glutationaperoxidase (GPx),com a funcdo importante de evitaro
acumulo de Oy, e H,0,(Kojo, 2004; Valko et al., 2007) (figura 4).

A SOD é a primeira linha de defesa da célula, apresentando-se sob trés isoformas:a
SOD-cobre-zinco (SOD 1) presente principalmente no citosol, SOD-manganés (Mn-SOD,
SOD2) localizada primariamente na mitocondria e a SOD-extracelalar (EC-SOD,
SOD3)(Paravicini & Touyz, 2008). A SOD desempenha seu papel antioxidante, catalisando a
dismutacéo do O,’, em H,0,e oxigénio molecular (ROSS & MOLDEUS, 1991)(Figura 3).

A GPx tem acdo fundamentalmente citosolica e catalisa a reducdo do peroxido de
hidrogénio e perdxidos organicos atraves da utilizacdo da glutationa (GSH), que atua como
co-substrato da GPx, com propriedades de doador de elétrons, a qual podera ser regenerada
através da glutationaredutase (GR) com a transferéncia do hidrogénio do NADPH (Masella et
al., 2005; Paravicini & Touyz, 2008; Valko et al., 2007) (Figura 4).

A catalase ¢ uma hemeproteina citoplasmatica, localizada nos peroxissomas e também no
citosol, que catalisa a reducdo do peroxido de hidrogénio a &gua e oxigénio molecular. A
catalase é efetiva em altos niveis de estresse oxidativo e protege as células da producéo de



28

peroxido de hidrogénio, sendo que a suplementagdo com catalase exdgena previne a oxidacdo
da GSH (Ferreira & Matsubara, 1997; Heck et al., 2010).
A atividade das enzimas antioxidantes encontra-se reduzida em humanos e em modelos

experimentais de obesidade e sindrome metabdlica(Lu et al., 2010; Zhang et al., 2010).

Figura 4 -Diagrama demonstrando como a reducdo univalente do oxigénio, na presenca

de um elétron livre, forma O,", H,O, e OH
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Fonte: (Touyz, 2004).

1.4 Modelo experimental de obesidade

Para o estudo da obesidade, muitos modelos animais experimentais tém sido utilizados
atualmente. No entanto, estudos tém demonstrado que o modelo que mais se aproxima da
obesidade humana é aquele que utiliza uma dieta alimentar rica em gorduras, as chamadas
high-fat(HF) ou dieta hiperlipidica (Buettner et al., 2007). Uma dieta hiperlipidica fornecida a
roedores resulta em um fendtipo similar ao da obesidade com aumento da massa corporal e
RI(Vazquez-Vela et al., 2008).

Muitos dos aspectos da obesidade podem ser induzidos em modelos experimentais, em

qgue os animais apresentam elevada suscetibilidade para o desenvolvimento de alteracGes
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metabdlicas, como os camundongos C57BL/6. A manipulacdo da dieta oferecida a estes
animais pode ser realizada com o intuito de acelerar o desenvolvimento dessas alteragbes
metabolicas. Camundongos C57BL/6 quando alimentados com uma dieta rica em gordura séo
altamente adequados para identificar alguns dos aspectos relacionados a obesidade, como
desordem lipidica (alteracdo nos niveis dos lipideos levando a esteatose hepética)e Rl (de
Oliveira et al., 2010a; Gallou-Kabani et al., 2007). Os estudos demonstram que as
caracteristicas fenotipicas e metabolicas desses animais alimentados com dieta hiperlipidica
revelam uma importante utilizacdo deste modelo para a elucidacdo dos mecanismos
envolvidos na obesidade e progressdo para o desenvolvimento de DM2(Gallou-Kabani &
Junien, 2005).

1.5 Polifendis e o extrato-hidroalcodlico da casca da uva Vitisvinifera (ACH09)

Em busca de farmacos que atuem de forma menos deletéria possivel, muitos estudos
sobre compostos naturais e alimentos ricos em polifendis tém sido realizados. Estudos
epidemioldgicos sugerem que o consumo regular de alimentos e bebidas ricos em polifendis
pode estar envolvido na protecdo contra o risco cardiovascular(Andriantsitohaina et al., 2012;
Bayard et al., 2007; Ghosh & Konishi, 2007; Stoclet et al., 2004). Os beneficios dos
polifendis podem estar relacionados a sua acdo antioxidante, que aumenta a
biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO), a acdo vasodilatadora, anti-hipertensiva e anti-
inflamato6ria(Andriantsitohaina et al., 2012).

Frutas, vegetais e cereais integrais, que sdo regularmente consumidos na dieta humana,
apresentam flavonoides que sdo um grande grupo de compostos polifenélicos (Davies, 2007;
Middleton et al., 2000). Eles sdo descritos por possuirem efeitos bioldgicos benéficos como
anti-inflamatorios (Gomeset al., 2008), antioxidantes (Butterfield et al., 2002; Liu et al.,
2008), sequestradores de radicais livres(Galvano et al., 2007), acéo antiviral e antibacteriana
(Havsteen, 2002), inibicdo da agregacdoplaquetaria(Curin et al., 2006) e promocdo da satde
cardiovascular (Chen et al., 2008; Lin et al., 2008). Como exemplo, a rutina, um
bioflavonoide conhecido como vitamina P, diminui a fragilidade capilar associada a doencas
hemorragicas, reduz a pressao arterial elevada, diminui a permeabilidade dos vasos, possui
um efeito antiedema, reduz o risco de arteriosclerose e tem forte atividade antioxidante
(Chang et al., 2007; Sun et al., 2007).
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Além disso, estudos recentes tém demonstrado uma importante acdo benéfica de
compostos polifendlicos nas alteragdes metabdlicas associadas a obesidade e DM (Pimentel-
Souza et al., 2012; Soares de et al., 2012).

O extrato das sementes da uva Vitisvinifera mostrou ter um efeito preventivo contra o
desenvolvimento do cancer (Vanzo et al., 2008), e em modelo de camundongo obeso exposto
a uma dieta hiperlipidica (Park et al., 2008) foram observados a redugdo da obesidade, dos

niveis de TG e do colesteroltotal.

Figura 5 -Uva Vitis vinifera

Fonte: A autora, 2015

Com base no efeito cardioprotetor dos polifendis, nosso laboratério vem investigando
ao longo dos ultimos anos, os efeitos benéficos de um extrato obtido da casca de uva
Vitisvinifera (figura 5) rico em polifendis elivre de alcool.

A uva Vitisviniferaé o fruto da videira ou vinha, que € largamente utilizada no Brasil
para a producdo de vinho, e sua classificacdona sistematica boténica estadescrita no quadro
1.A classificacdo de acordo com a espécie pode ser mais ampla, destacando-se além da Vitis
Vinifera, a V. rupestris, V. aestivalis, V. labrusca, V. riparia, V. cinérea, etc. Cada uma dessas

espécies possui muitas variedades, denominadas cepas ou castas.
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Quadro 1 - Classificacdo cientifica da uva Vitis vinifera

Reino Plantae
Divisao Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordem Vitales
Familia Vitaceae
Sub-Familia Ampelidea
Género Vitis

Espécie vinifera

Nome Binomial Vitisvinifera

Fonte: A autora, 2015

As uvas que originam os vinhos finos sdo da espécie V. vinifera de origem europeia e que
possui inumeras castas, como a Cabernet Sauvignon, a Merlot, a Chardonnay, etc. As demais
espécies sdo denominadas americanas, sendo adequado a elaboracdo de vinhos de mesa, vinho
colono, vinho de garrafdo e suco de uva. Essas espécies também possuem muitas variedades,
cujos melhores exemplos no Brasil sdo a Niagara e a Isabel que até a década de 80 eram as
Unicas castas utilizadas na elaboracéo dos vinhos brasileiros.

A concentracdo total de polifendis nas uvas viniferas, extraidos pelo método de Follin-
Ciacalteau, pode variar entre 1,2 e 4,1 g/kg (Mattivi et al., 2002). Acredita-se, ainda, que as
concentracdes das substancias presentes nas uvas variam de acordo com o tipo de uva, solo
onde sdo cultivadas, os métodos de cultivo e condigdes climaticas como exposicédo a luz solar
(Ryan & Revilla, 2003; Zafrilla et al., 2003).

Estudos realizados pelo nosso grupo demonstraram que 0 extrato hidro-alcodlicoda
casca de uva Vitisvinifera, denominado ACHO9 é rico em antocianinas como a peonidina-3-
O-glicosideo, petunidina-3-O-glicosideo, malvidina-3-O-glicosideo e malvidina-3-(6-O-trans-
p-cumaril)-5-O-diglicosideo (Moura et al., 2012) (Figura 5), apresentando conteudo
polifendlico mais expressivo que a semente (Soares de Moura et al., 2002).Todos estes
compostos, ja foram previamente descritos em diferentes espécies de Vitis spp. (Flamini,
2003; Garcia-Beneytez et al., 2003; Wang et al., 2003).
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Figura 6 - Perfil de HPLC a partir de extrato da casca da uva (ACHO09)
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Legenda: Estruturas das quatro antocianinas identificadas (Emiliano et al., 2011).

Nossos estudos demonstram ainda que o ACHO09produz efeito vasodilatador
dependente de endotélio e mediado por NO e GMPc, assim como pelo fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF) (Soares de Moura et al., 2002; Madeira et al., 2005 e
2009).Além disso, demonstramos que o extrato produz efeito anti-hipertensivo em diferentes
modelos experimentais de hipertensdo, assim como efeito antioxidante (Madeira et al., 2005;
Soares de Moura et al., 2002) e de reducdo da RI, verificada por clampeamento e relagdo
insulina/glicose, quando administrado oralmente em ratas gravidas com pré-eclampsia
induzida por L-NAME (de Moura et al., 2007).Observamos ainda que o0 ACHO09 estimula a
liberacdo de NO em células coronarias em cultura (Madeira et al., 2009) e ativa a cascata de
sinalizacdo da insulina, reduzindo a hiperglicemia em camundongos diabéticos(Soares de et
al., 2012).

Estes achados pré-clinicos em conjunto, demonstram um potencial efeito benéfico do

extrato ACHO09, no tratamento de doencas cardiovasculares e metabdlicas. Com o objetivo de
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ampliar nossos conhecimentos sobre os efeitos benéficos do ACHO09 em distarbios
metabdlicos, avaliamos seus efeitos no metabolismo hepético da glicose e dos lipideos, em
resposta ao consumo de dieta hiperlipidica, capaz de induzir obesidade. Cabe ressaltar a
relevancia do estudo, uma vez que a obesidade, pode se apresentar associada a outras
comorbidades como a RI e esteatose hepéatica, também observados neste modelo
experimental. O tratamento proposto deve atuar nesse conjunto de fatores, contribuindo para a

melhora da crescente incidéncia de obesidade, DM2 e DHGNA.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da administracdo do tratamento preventivo com ACHO09 nas
alteracdesdo metabolismo hepatico da glicose e dos lipideosem camundongos

C57BL/6alimentados com dieta hiperlipidica

2.2 Objetivos especificos

a) Acompanhar a evolucdo da massa corporal e da ingestdo alimentar e estimar a massa de
gordura visceral, ao final do periodo experimental

b) Avaliar o efeito do tratamento com ACHO9 sobre os niveis glicémicos, insulinémicos e a
RI;

c) Investigar se o tratamento com ACHO09 modifica os niveis séricos de colesterol total,
triglicerideos, bem como os niveis de glicogénio hepatico;

d) Analisar operfil lipidico hepatico, a fim de estabelecer uma relacdo com a esteatose
hepatica e avaliar o efeito do ACHO9;

e) Determinar a expressdo de proteinas da via de sinalizacdo da insulina em homogenato de
figado, avaliando uma possivel interferéncia do ACHQ9;

f) Analisar a expressdo de proteinas chaves envolvidas na homeostase de lipidios em
figado,avaliando uma possivel interferéncia do ACHO09 na via biossintética dos AG;

g) A expressédo dos transportadores ABCG5 e ABCG8 envolvidos na excregédo de colesterol,
avaliando uma possivel interferéncia na excrecao hepaética;

h) Avaliar o dano oxidativo e a defesa antioxidante em homogenato de figado;

i) Analisar as alteracdes morfologicas e histologicas do figado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao do extrato hidro-alcoodlico da casca da uva VitisVinifera

A uva Vitisvinifera foi obtida de plantacdes selecionadas localizadas no estado do Rio
Grande do Sul. O pé seco da casca da uva foi extraido emumasolucdoaquosaa 100 °C
comagitagdo ocasionaldurante cerca del20 minutos.Asolugdo foient&ointroduzida
numacoluna de resinade troca idnica(catiénica) elavadasequencialmente cometanol,
etanol/H20(1: 1) e H0. A fracdode H,Ofoidescartada.As
fragdesetandlicaehidroalcoolicaforamcolocadas  juntaseevaporadas  sobvacuo  a60°C,
seguidopor secagem por pulverizagdoda solugdo concentrada(temperatura de entrada de190°C
etemperatura de saidade85°C). Oextrato obtidonoprocessoeraumpé fino, solivelem H0O,
comcerca de 30% do total depolifendisde acordo comoprocessode Folin-Ciocalteau(Resende
etal., 2013).

3.2 Animais utilizados e modelo experimental

Todas as experiéncias foram aprovadas pelo Comité de Etica de Experiéncias Animais
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (protocolo: CEA/025/2010).

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos de 30 a 40 dias de idade, obtidos no
Biotério do Departamento de Farmacologia/ IBRAG/ UERJ, e mantidos nesse mesmo local
em temperatura média de 23° C e com ciclo de sono-vigilia de 12 horas, com presenga de luz
a partir das 06h00min da manha.

Os camundongos foram alimentados com livre acesso a racdo e 4gua durante 90 dias
com uma dieta controle (dieta padrdo para camundongos)e dieta hiperlipidica (dieta
experimental rica em banha de porco, fonte de acidos graxos saturados). Ambas as dietas
(quadro  2)experimentais foram elaboradas pela Rhoster® (Rhoster, SP, Brasil,

www.rhoster.com.br), de acordo com as recomendacdes padréo para roedores AIN-93M).
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Quadro 2 - Composicdo das dietas padrdo e hiperlipidica

Nutrientes (U/Kg dieta) Padrao Hiperlipidica
Caseina () 140 190
Amido de milho (g) 620,7 250,7
Sacarose () 100 100
Oleo de soja () 40 40
Banha de porco (g) 0 320
Fibras (g) 50 50
Mistura de minerais () 35 35
Mistura de vitaminas (g) 10 10
L-cistina (g) 1,8 1,8
Colina (g) 2,5 2,5
Energia (Kcal) 3.800 5.400
Carboidratos (%0) 76 26
Proteina (%) 14 14
Lipideo (%0) 10 60
Mistura de vitaminas e minerais seguiram as recomendacdes para roedores da
AIN-93M

Fonte: Rhoster, SP, Brasil

Dessa forma os camundongos foram divididos em quatro grupos experimentais:

a) Grupo Controle (C): receberam dieta padrao durante 90 dias(figura 7);

b) Grupo ACH09 (ACHOQ09): receberam dieta padrdo durante 90 dias e
concomitantemente (200 mg/kg) do ACHO9 por gavagemintragastrica;

¢) Grupo hiperlipidico (HF): receberam dieta hiperlipidica (60% de gordura) durante
90 dias(figura 7);

d) Grupo hiperlipidico + ACH09 (HF+ACHO09): receberam dieta hiperlipidica (60% de
gordura) durante 90 dias e concomitantemente (200 mg/kg) do ACHO09 por

gavagemintragastrica.
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Figura 7 - Camundongos Black C57BL/6

Nota: Camundongo C57BL/6 tratado com dieta padrdo e dieta hiperlipidica.
Fonte: A autora, 2015

3.3Ingestao alimentar e massa corporal

A ingestdo alimentar dos camundongos foi monitorada a cada 2 dias e a massa
corporal foi aferida semanalmente.O consumo de racdo diario foi calculado fazendo a
diferenca da quantidade fornecida pela sobra dividida pelo numero de animais (n) vezes dois
(referente aos dias), entdo:

Ingestdo (g) (racéo) = (Oferta — sobra)/2n

3.4Medida da massa de gordura visceral

Apbs o sacrificio o tecido adiposo retroperitoneal e epididimal foram isolados e

pesados. O peso dos tecidos foi utilizado para quantificar a adiposidade central.
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3.5 Medidas do Peso e Volume do Figado.

Apos o sacrificio o figado foi isolado e pesado (g) em uma balanca analitica e o

volume foi aferido por Scherle.

3.6Andlises bioguimicas

3.6.1 Glicemia de jejum

O nivel de glicose sérica foi mensurado ap6s um periodo de 6 horas de jejum, com
amostras de sangue coletadas da extremidade da cauda do camundongo e a leitura sendo
realizada com o auxilio de um medidor automatico (Accu-check), baseado na reacao glicose-

glicose oxidase. Os valores foram expressos em mg/dL.

3.6.2 Insulina

A dosagem de insulina foi analisada em duplicatas pelo método de radioimunoensaio
através do Insulin 1251 Ria Kit (MP Biomedicals, LLC- Orangeburg, NY 10962). Os valores

foram expressos em pUI/mL.

3.6.3 Andlise da sensibilidade & insulina

O indicador da sensibilidade a insulina foi obtido através do indice de HOMA
(HomesostasisModelAssessment) calculado pela férmula: insulina de jejum (pHUI/mL) X
glicose de jejum (mmol/L)/22,5.
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3.6.4 Perfil lipidico

Os TG e o colesterol total (CT) foram avaliados no plasma através de Kit comercial
(Bioclin, Minas Gerais, Brasil) que se baseia em método colorimétrico. As concentragdes
plasmaéticas foram expressas em mg/dL.

Para a avaliacdo do conteddo de TG e CT hepaticos, 50 mg da amostra foram
homogeneizados em 1mL de alcool isopropilico. Posteriormente, as amostras foram sonicadas
e centrifugadas a 5900 rpm por 10 minutos a 4°C. A andlise foi realizada através de Kit
comercial (Bioclin, Minas Gerais, Brasil) que se baseia em método colorimétrico.

3.7 Medida de glicogénio hepatico

Apds os animais serem sacrificados, os figados foram isolados e pesados para anéalise
do glicogénio hepético. Para 500 mg de figado foi adicionado 1ml de &cido tricloroacético
(TCA 10 %), e em seguida foi feito um homogenato deste figado. As amostras foram
centrifugas a 2.000 rpm por 10 minutos. Foram coletados 600ul do sobrenadante em tubos de
ensaio e adicionados 1,6 ml de etanol. As amostras foram deixadas em geladeira overnight e
posteriormente foram centrifugadas novamente a 2.000 rpm por 10 minutos. Em seguida,
foram adicionados 250 pl de HCL 1N e deixados em Banho-Maria a 100°C por 30 minutos.
Finalmente, o glucox foi adicionado e as amostras foram lidas em leitor de Elisa a 510 nm.

3.8 Ensaios pro-oxidantes

3.8.1 Substancias reativas ao acido tiobarbitlrico

Este método € utilizado para a avaliacdo do estado de oxidagdo dos &cidos graxos em
sistemas bioldgicos. O dano em lipideos de membrana é determinado pela formacdo de

subprodutos da peroxidacéaolipidica (malondialdeido-MDA), que séo substancias reativas ao
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aquecimento do &cido tiobarbitdrico formadas durante a peroxidacdo em sistemas de
membranas e microssomos. MDA reage com o (&cido tiobarbitirico) TBA gerando um
produto colorido réseo lido em espectrofotdmetro (532 nm).Esta padronizacdo foi realizada
utilizando a técnica descrita por(Draper & Hadley, 1990) e adaptada para medida em figado.
Foram utilizados 200 ul de homogenato de figado para 400 ul de &cido tricloroaceético
(TCA). As amostras foram centrifugadas por 10 min em 1000 rpm a 4°C. Separou-se 500ul do
sobrenadante em um tubo de ensaio com tampa e adicionou 500ul de TBA (0,67%). Os tubos
foram colocados em um banho seco (100°C) por 30 minutos. Deixou-se esfriar por 5 minutos
e posteriormente foi feita a leitura em espectrofotometro (532 nm; Ultrospec 2100 Pro —

AmershamBiosciences, Buckinghamshire, UK).

3.8.2 Carbonilacdo de proteina

Este método é utilizado para dosagem de oxidacdo de proteinas e se baseia no
principio de que varios radicais livres atacam residuos de proteinas como aminoacidos
(histidina, arginina, lisina e prolina) para produzir produtos com o grupo carbonil, o qual pode
ser medido através da reacdo com 2,4- dinitrofenilhidrazina. O conteddo de carbonil é
determinado espectrofotometricamente em 370 nm usando um coeficiente 22.0000 Molar™em
nmol/mg de proteinas, como descrito por (Levine et al., 1990).

Foram utilizados 100ul de figado e realizadas lavagens com solucéo de HCL-Acetona,
TCA 10%, TCA 20%, TCA 30%, e etanol-Acetato de Etila. Em cada lavagem as amostras
foram centrifugadas por 3 min a 600g, e descartado o sobrenadante. Uma parte das amostras
foi incubada com 2,4-dinitropheniylhydrazine e outra parte incubada com HCL 2M por 1
hora. Em seguida, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante descartado. Todas as
amostras foram incubadas com guanidina6 M a 60°C por 30 minutos. As amostras foram
centrifugadas e foi realizada a leitura da absorbancia do sobrenadante por espectrofotémetro
(370 nm; Ultrospec 2100 Pro — AmershamBiosciences, Buckinghamshire, UK).
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3.9 Atividade das enzimas antioxidantes

A medida da atividade das enzimas anti-oxidantes SOD, catalase (CAT) e GPx foi

realizada em homogenato de figado preparados com tampéo fosfato (PBS).

3.9.1 Medida da superéxido dismutase

A enzima SOD catalisa a dismutacdo do anion superdxido em oxigénio e perdxido de
hidrogénio. A determinagéo da atividade da enzima baseou-se na medida da concentragdo de
adenocromo, resultante da oxidacdo da noradrenalina pelo anion superoxido. Este ensaio foi
realizado utilizando a técnica descrita por (Bannister & Calabrese, 1987).

Foram utilizados 5, 15 e 30 ul de cada amostra de homogenato de figado em cubetas
separadas. As amostras foram incubadas com 970 ul tampdo glicina (3,75 mg/mL de agua
destilada) e noradrenalina (19 mg/mL de &gua destilada). Também foram adicionados 20 pl
da enzima catalase (1.2 mg/ml de agua destilada) ao meio para retirar o peroxido de
hidrogénioformado pela reacdo catalisada pela SOD. A concentracdo de adenocromo foi
medida espectrofotometricamente (480 nm; Ultrospec 2100 Pro — AmershamBiosciences,

Buckinghamshire, UK) em um intervalo de 180 segundos.

3.9.2 Medida da catalase

A catalase é uma hemeproteina que catalisa a degradacéo do perdxido de hidrogénio,
formando oxigénio molecular e agua. A atividade da enzima foi avaliada através do consumo
de peroxido de hidrogéniopela reacao.

Foram utilizados 60 ul de amostra de homogenato de figado em cubetas separadas
(quartzo). As amostras foram incubadas com 2 mL de PBS e peroxido de hidrogénio (0.16%).
A concentracdo de H,O, foi avaliada durante 60 segundos por espectrofotometria (240 nm;
Ultrospec 2100 Pro — AmershamBiosciences, Buckinghamshire, UK) em um intervalo de 60
segundos (Aebi, 1984).
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3.9.3 Medida da glutationaperoxidase

A GPx é uma enzima selénio-dependente que catalisa a reducdo do peroxido de
hidrogénioehidroperdxidos organicos (ROOH) para H,O e alcool, usando a GSH como
doador de elétrons. Ela estd localizada tanto no citosol quanto na matriz mitocondrial. A
determinacédo da atividade da GPX foi realizada a partir da taxa de decaimento da NADPH,
determinada por espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 340 nm.

Foram utilizados 20 ul de amostra de homogenato de figado em cubetas separadas. As
amostras foram incubadas com 1800 ul de PBS, glutationa reduzida (2mM), GR (0.11
mg/mL) e azida sddica (0.065 mg/mL) durante 10 minutos. Ap6s o tempo de incubacao,
NADPH (10 mM) foi adicionado ao meio e foram realizadas leituras em um intervalo de 180
segundos. Posteriormente, H,O, (3%) foi adicionado e uma nova leitura foi realiza por 240
segundos. O decaimento da NADPH foi determinado por espectrofotometria (340 nm;
Ultrospec 2100 Pro — AmershamBiosciences, Buckinghamshire, UK). Esta padronizacéo foi
realizada utilizando a técnica descrita por (Flohe & Gunzler, 1984) e adaptada para 0 0s
tecidos estudados

3.10 Medida de nitrito

Como o NO possui um tempo de meia vida muito curto, a determinacdo da producao
deste radical € mensurado pela formacéo do nitrito (NO,), um produto de degradagéo estavel e
ndo volatil. A dosagem de nitrito pode ser realizada pelo método de Griess, no qual o
principio de reacdo é baseado na formagdo de um azo composto. Neste método, o nitrito
primeiramente reage com a sulfanilamida em meio acido para formar um composto
intermediario, o sal diazdnio. Em seguida, este sal reage com N-naftil-etilenodiamina (NED),
formando um composto azo estavel de coloragdo puarpura, lido no comprimento de onda de
540 nm(Green et al., 1982; Sun et al., 2003).

Solucgéo 1: sulfanilamida 1% em solucéo de acido fosforico 2,5%.

Solugdo 2: N-naftil-etilenodiamina 0,1% em solucéo de &cido fosforico a 2,5%.
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Para a reacdo, foram adicionados100 ul da amostra em 50 ul da solucdo 1. Apds um
tempo de 10 minutos foram adicionados50 ul da solucdo 2. Apos a homogeneizacao, a leitura
foi realizadaa 540 nm em espectrofotdmetro ou leitor de ELISA. O resultado foi dado em uM

(ou mMol)/ mg proteina.

3.11 Analise da expressao de proteinas por Western Blotting

O tecido hepatico (100 mg) foi homogeneizado com 2 mL de tampé&o de lise (Tris-HCI
50 mM, NaF 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Triton x100 e SDS 0,1%, pH 7.4) com 1
ul de coquetel inibidor de proteases, centrifugados (13000 rpm, 4°C for 20 min).

A concentracdo proteica foi determinada usando ensaio colorimétrico (kit BCA
ProteinAssay - ThermoScientific Inc., Barrington, IL, EUA) seguindo as recomendagdes do
fabricante e a leitura foi realizada a 540 nm. As amostras foram desnaturadas em tampé&o de
amostras (50 mM Tris-HCI, pH 6.8, 1% SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 10% glicerol e 0.001%
bromofenol azul) e aquecidas a 95 °C por 5 min. As amostras foram analisadas pelo método
SDS-PAGE. Foram pipetados 20 pg de proteina dos homogenatos em pocos no gel de 10% de
poliacrilamida para eletro-separacdo de acordo com o tamanho e carga da proteina. Em
seguida, as proteinas foram transferidas por eletroforese para membranas de nitrocelulose
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA).

Para inibir ligacdes inespecificas do anticorpo, as membranas foram incubadas (1% h)
em T-TBS acrescido de albumina a 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 90 min.
Posteriormente, as membranas foram lavadas com T-TBS e incubadas com o anticorpo
priméario especifico para cada proteina (overnight, a 5°C): anti-IR (1:1000); anti-pIRS-1
(1:500); anti-pAKT (1:1000); anti-PI3K (1:1000); anti-GLUT2 (1:1000); anti-SREBP-
1c(1:1000); anti-FAS (1:1000); anti-pACC (1:1000); anti- HMG CoA-R (1:1000); anti-
pAMPK (1:1000); anti-ABCG8 (1:1000) e anti- ABCG5 (1:1000) e anti-tubulina (1:1000)
para 0 homogenato desse tecido (anticorpos da Santa Cruz Biotechnology Inc.; CA, EUA).
Apos este periodo, as membranas foram lavadas e incubadas com anticorpo secundario
conjugado a peroxidase (1:5000) por 1 h (25°C) sob agitacdo constante. As membranas foram

lavadas novamente com T-TBS e tratadas com kit de quimioluminescéncia (ECL-plus;
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Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA) e as imagens das bandas foram obtidas
com o sistema ChemiDoc XRS de imagens moleculares (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).

As imagens das bandas foram analisadas e quantificadas com auxilio do programa
Adobe Photoshop Elements 11, versao: 11.0 (Adobe Systems Incorporated).

A proteina B-tubulinafoi utilizada como controle interno de todas asamostras.

3.12 Histologia do figado

Amostras de figado de 5 camundongosforam fixadas em formalina (1,27 mol/L
formaldeido 0,1M tampdo fosfato-salina, pH 7.2) e embebidos em parafina para realizacao de
cortes ndo seriados de 5 um. Os cortes foram alocados em ldminas histoldgicas para a
coloracdo com hematoxilina/eosina a fim de identificar a arquitetura do figado (Mosley et al.,
1990). Foram tiradas 10 fotografias aleatdrias por animal para avaliar a esteatose e a
arquitetura do figado. Todas as imagens foram escolhidas ao acaso (formato JPG, cor 36-bit,
1360x1024 pixels) com camera Olympus DP71 e comOlympus BX60 microscopio de
fluorescéncia (Olympus, Tokyo, Japdo). As analises foram realizadas com o programa Image-
Pro Plus versdo 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

3.12.1 Anélise morfolégica do figado

Este parametro nos permite através de contagem de pontos a determinagédo do volume
ocupado pelo objeto dentro de um volume teste. E um dado de facil anélise e seus valores s&o
representados em percentual (%).

Densidade de volume (VVv) do figado — sdo parametros estimados usando o método de
contagem de pontos (Weibel, 1979). A grade de pontos é superimposta sobre as imagens de
seccOes do figado visualizadas no monitor. O canto superior direito de cada cruz é
considerado como um ponto. A densidade de volume Vv dos parametros favoraveis é obtida

usando-se a seguinte formula:
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Vv=YPp/Y Pt

Em que Pp é o somatorio do nimero de pontos que tocam as estruturas analisadas e Pt
€ 0 somatorio do numero de pontos totais do sistema-teste.As analises foram realizadas com o

programa Image-Pro Plus versdo 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

Figura 8 - Figura esquematica representando a contagem de pontos através do sistema de 36
pontos-teste

Fonte: Weibelet al., 1966.

3.13Analises estatisticas

Todos os resultados foram analisados por meio de “Two-wayanalysisofvariance”
(ANOVA) utilizada para comparar diferengas entre os diversos grupos experimentais, com

posterior uso do pds-teste Bonferroni, sendo consideradas significativas, quando o valor de

p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Ingestdo alimentar

Durante o fornecimento das dietas, a quantidade de racdo (g/dia) consumida pelos
animais do grupo HF foi significativamente maior (p < 0,05) em relacdo aos grupos controles
(Controle e ACHQ9). O tratamentocom ACHQ9 preveniu 0 aumento do consumo de racdo do
grupo HF+ACHO9 nas primeiras semanas (Figura 9).

Figura 9 - Ingestéo alimentar
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Legenda: Ingestdo alimentar dos grupos Controle, ACH09, HF e HF+ACHO09. Valores estdo
expressos como média + erro padrdo, n= 10 para todos os grupos. *p < 0,05 em relagéo
aos grupos Controle e ACHOQ9.

Fonte: A autora, 2015
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4.2 Peso Corporal

No inicio do estudo, os animais ndo apresentaram diferenca estatistica em seu peso
corporal entre os grupos. A partir do 30° dia até o término do periodo do estudo o peso
corporal do grupo que recebeu a dieta hiperlipidica (rica em acidos graxos saturados) foi
significativamente maior (p <0,05) comparada aos Controles. O tratamento com ACHO09
promoveu uma reducdo significativa (p< 0,05) no peso corporal dos animais do grupo
HF+ACHO09 a partir do 30° dia de vida. Desta forma, observamos que o ACHO9apresentaum
efeito protetor contra 0 aumento da massa corporal, quando os animais séo submetidos a uma

dieta rica em gordura (Figura 10).

Figura 10 - Peso corporal
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Legenda - Peso corporal dos grupos Controle, ACH09, HF e HF+ACHO09. Valores estdo expressos
como média + erro padrdo, n= 10 para todos os grupos. *P<0,05 em relacdo ao grupo
Controle e ACHO9; "P<0,05 em relag4o ao grupo HF.

Fonte. A autora, 2015
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4.3 Massa de gordura visceral

A massa de gordura visceral, representada pelo peso do tecido adiposo epididimal e
retroperitoneal foi maior (p < 0,05) nos animais do grupo HF quando comparado com 0s
animais dos grupos Controle e ACHO09. O tratamento com ACHO09 reduziu significativamente

(p < 0,05) a massa de gordura visceral nos animais do grupo HF+ACHO09 (Figuras 11 A e B).

Figura 11 - Massa de gordura visceral
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Legenda: Massa de gordura visceral representada pelo peso de tecido epididimal (A) e tecido
retroperitoneal (B) dos grupos Controle, ACH09, HF e HF+ACHO09. Valores estdo
expressos como média + erro padrdo, n= 10 para todos os grupos. *P<0,05 em relacdo ao
grupo Controle e ACHO09; "P<0,05 em relacdo ao grupo HF.

Fonte: A autora, 2015

4.4 Peso e Volume do figado

O grupo HF que recebeu a dieta rica em gordura saturada apresentou um aumento
significativo (p< 0,05) do peso e volume do 6érgéo (Scherle) comparado ao grupo Controle e
ACHO09. Além do efeito protetor do ACHO9 sobre o aumento do peso corporal do grupo
HF+ACHO09, o extrato rico em polifendis promoveu também uma reducdo significativa do
volume do o6rgdo dos animais do grupo HF+ACHO09 (p< 0,05) em relagdo ao grupo HF
(Figura12 A e B).
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Figura 12 - Peso e volume do figado

(A) (B)

2.5 2.0~
- * “ *
%2”' 8 o 15-
D151 \ 2 i
o \ i I

1.0 i
o \ % i z
'g s =
o 0.54 \ Serees 3

\ i >
0.0 & Y 2eeeeesee

T - 00 T T o
Controle ACH09 HF  HF+ACHO09 Controle ACHO09 HF  HF+ACHO09

Legenda: Efeito do tratamento com ACHO9 sobre o Peso do 6rgdo (A) e Volume do érgdo (B) dos
grupos Controle, ACH09, HF e HF+ACHO09. Valores estdo expressos como média + erro

padrdo, n= 10 para todos os grupos. *P<0,05 em relacdo ao grupo Controle e ACHO09;
"P<0,05em relacéo ao grupo HF.
Fonte: A autora, 2015

4.5 Glicemia

Os niveis plasmaticos de glicose foram significativamente maiores no grupo HF (p<
0,05) em relacéo ao grupo Controle e ACHO9 a partir do 45° dia de tratamento. O tratamento
com ACHO09 reduziu significativamente o aumento da glicose no grupo HF+ACHO09 (p< 0,05)
em relagédo ao grupo HF(Figura 13).
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Figura 13 - Glicemia
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Legenda: Niveis de glicose inicial e final dos grupos Controle, ACHO09, HF e HF+ACHO09. Valores
estdo expressos como média + erro padrdo, n= 10 para todos os grupos. *P<0,05 em
relagdo ao grupo Controle e ACHO09; “P<0,05em relacio ao grupo HF.

Fonte: A autora, 2015

4.6 Resisténcia a insulina

Os niveis séricos de insulina foram maiores (p< 0,05) no grupo HF, quando
comparados ao grupo Controle e ACHQ9. O tratamento com ACHQ9 promoveu uma reducao
desses niveis no grupo HF+ACHO09 em relacdo ao grupo HF. (Figura 14A).

O indice HOMA-IR é um parametro indicador de RI que foi maior nos animais do
grupo HF(p< 0,05) quando comparados aos Controles. O tratamentocom ACHOQ9 diminuiu
(p< 0,05) a RI no grupo HF+ACHQ9 quando comparado ao grupo HF (Figura 14).
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Figura 14 - Resisténcia a insulina
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Legenda: Niveis plasmaticos de insulina (A) e indice de HOMA (B) dos grupos Controle, ACH09,
HF e HF+ACHO09. Valores estdo expressos como média + erro padrdo, n= 10 para todos 0s
grupos. *P<0,05 em relagdo ao grupo Controle e ACHO9; * P<0,05em relagdo ao grupo HF.

Fonte: A autora, 2015

4.7 Conteudo de glicogénio hepético

O contetdo de glicogénio hepatico foi menor (p< 0,05) nos animais do grupo HF
quando comparados ao grupo Controle e ACHQ9. O tratamento com ACHO09 promoveu um
aumento (p< 0,05) do contetdo do glicogénio nos animais do grupo HF+ACHO09 quando

comparados aos animais do grupo HF (Figura 15).
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Figura 15 - Conteudo de glicogénio hepético
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Legenda: Niveis de glicogénio hepatico dos grupos Controle, ACH09, HF e HF+ACHO09.Valores
estdo expressos como média + erro padrdo, n= 10 para todos os grupos. *P<0,05 em
relagdo ao grupo Controle e ACHO09; “P<0,05 em relagdo ao grupo HF.

Fonte: A autora, 2015

4.8  Perfil lipidico plasmatico e hepatico

Os niveis dos triglicerideos e colesterol plasmaticos (p< 0,05) foram maiores nos
animais do grupo HF quando comparados ao grupo Controle e ACHQ9. O tratamento com
ACHO09 promoveu uma reducdo (p< 0,05) do nivel de CT dos animais do grupo HF+ACHO09,
quando comparado ao grupo HF (Figura 15 A e B). O mesmo padrdo de resposta foi
observado no perfil lipidico hepatico (Figura 16C e D).
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Figura 16 - Perfil lipidico e hepético
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Legenda: Niveis de triglicerideo e colesterol plasmaticos (A e B)e hepaticos (C e D)dos grupos
Controle, ACH09, HF e HF+ACHO09. Valores estdo expressos como média + erro padrao,
n=10 para todos os grupos. * P <0,05 em relacdo ao grupo Controle e ACHQ9; + P <0,05
em relacéo ao grupo HF.

Fonte: A autora, 2015.
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4.9 Expressdo das proteinas da cascata de sinaliza¢cdo da insulina no tecido hepético

O grupo HF mostrouvalores superiores (p< 0,05) de expressdao de IR quando
comparado ao grupo Controle e ACHO9 (Figura 17A). O tratamento com ACHO09 reduziu
significativamente (p< 0,05) a expressao dessa proteina no grupo HF+ACHO09 em relacdo ao
grupo HF.

A expressdo das proteinas da via de sinalizacdo da insulina, pIRS1, PI3K e pAKT foi
significativamente (p< 0,05) menor em homogenato de figado do grupo HF, quando
comparada aos Controles. O tratamento com ACHO09 aumentou (p<0,05) as expressoes dessas
proteinas no grupo HF+ACHOQ9 em relacdo ao grupo HF. A glicose produzida pela via da
gliconeogénese é liberada pelo hepatdcito através do GLUT2, cuja expressao foi aumentada
(p<0,05) no grupo HF+ACHOQ9 quando comparada ao HF,assim como, no grupo ACHOQ9
comparado ao grupo Controle (Figura 17B, C, D e E)
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Figura 17 - Expressdo das proteinas da cascata de sinalizacdo da insulina no tecido hepatico
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Figura 17 - Expressdo das proteinas da cascata de sinalizacdo da insulina no tecido hepatico
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Legenda: Expressdo de IR (A), pIRS-1 (B), PI3-K (C), pAKT (D) e GLUT2 (E) em amostras de
figado dos grupos Controle, ACH09, HF e HF+ACHOQ9. Valores estdo expressos como
média + e.p.m. ( n = 3 para cada grupo por western blot ) . *P<0,05 em rela¢do ao grupo
Controle e ACH09; *P<0,05 em relagdo ao grupo HF e ¥P<0,05 em relacdo ao grupo
Controle.

Fonte: A autora, 2015

4.10 Expresséo das proteinas SREBP1-c, pACC, FAS no tecido hepético

A expressdo da proteina SREBP-1c (Figura 18A)(lipogénese) foi significativamente
maior (p < 0,05)em homogenato de figado do grupo HF, enquanto a expressdo da proteina
pACC foi significativamente menor no grupo HF (p<0,05) quando comparada ao grupo
Controle e ACHOQ9 (Figura 18B.).

N&o houve diferenca significativa na expressdo da proteina FAS regulada pela
SREBP-1c, no grupo HF quando comparada aos grupos Controles (Figura 18C).

O tratamento preventivo com ACHOQ9 reduziu significativamente (p< 0,05) a
expressao da proteina SREBP-1c do grupo HF+ACHO09 em relagcdo ao grupo HF, mas néo

alterou de forma significativa a expressao das proteinas pACC e FAS (Figura 18A, B e C).



Figura 18- Expresséo das proteinas SREBP1-c, pACC, FAS no tecido hepéatico
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Legenda: Efeito de ACHO9 na expressdo das proteinas SREBP-1c (A), pACC (B) e FAS (C). Valores
estdo expressos como média + e.p.m. (n = 3 para cada grupo por western blot). *P<0,05 em
relagdo ao grupo Controle e ACH09; * P<0,05 em relacdo ao grupo HF.

Fonte: A autora, 2015
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4.11 Expressdo das proteinas AMPK, pAMPK e HMG-CoAr no tecido hepético

Os animais HF apresentaram maior (p< 0,05) contetdo proteico de AMPK, proteina
que atuainibindo a sintese de colesterol quando comparados aos grupos Controles. O
tratamento com ACHO09 reduziu a expressdo dessa proteina (p< 0,05) no grupo HF+ACH09
comparado ao grupo HF (Figura 19A). A expressdo da proteina pAMPK encontrou-se
reduzida (p<0,05) nos animais HF quando comparada ao grupo Controle e ACHQ9 (Figura
19B). O tratamento com ACHOQ9 aumentou (p< 0,05) o conteldo dessa proteina no grupo
HF+ACHO09 quando comparado aos grupos HF e Controle (Figura 19B).

N&o houve diferenca significativa na expressao da proteina HMG-CoAr, envolvida na

sintese de colesterol (Figura 19C).
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Figura 19 - Expresséo das proteinas AMPK, pAMPK e HMG-CoAr no tecido hepatico
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Legendo: Efeito de ACHO09 na expressdo das proteinas AMPK (A), pAMPK (B), HMG — CoAr (C).
Valores estdo expressos como média + e.p.m. ( n = 3 para cada grupo por western blot).
*P<0,05 em relacdo ao grupo Controle e ACHO9; + P <0,05 em relagdo ao grupo HF;
*P<0,05 em relacio ao grupo Controle.

Fonte: A autora, 2015
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4.12 Expressao das proteinas envolvidas na excrecao de colesterol no tecido hepatico

A dieta hiperlipidica ndo modificou a expressdo de ABCG5 e ABCG8 quando
comparada aos controles. Entretanto, o tratamento com o ACHO09 aumentou
significativamente (p< 0,05) a expressdao das proteinas ABCG5 e ABCG8 no grupo
HF+ACHO09 em relacdo ao grupo HF e houve também um aumento significativo (p< 0,05) da
expressao da proteina ABCG8 no grupo ACH09 em relacdo ao grupo Controle (Figura 20 A e
B).

Figura 20 - Expressdo das proteinas envolvidas na excrecdo de colesterol no tecido hepatico
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Legenda: Expressdo de ABCG5 (A) e ABCG8 (B) em amostras de figado dos grupos Controle,
ACHO09, HF e HF+ACHO09. Valores estdo expressos como média + e.p.m. ( n = 3 para cada
grupo por western blot ). *P<0,05 em relagdo ao grupo Controle e ACHO09; "P<0,05 em
relagio ao grupo HF e P<0,05 em relagéo ao grupo Controle.

Fonte: A autora, 2015
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4.13 Niveis de MDA e carbonilacao de proteinas no tecido hepatico

Observou-se um aumento significativo (p<0,05) na formacdo de subprodutos da
peroxidacao lipidica, 0 MDA e na carbonilacdo de proteinas em amostras de figado do grupo
HF, quando comparados com 0s animais do grupo Controle e ACHO09. O tratamentocom
ACHO09 reduziu significativamente (p<0,05) os niveis de MDA e de carbonilacéo de proteinas

no grupo HF+ACHO09 quando comparado ao grupo HF (Figura 21 A e B).

Figura 21 - Niveis de MDA e carbonilacdo de proteinas no tecido hepatico
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Legenda: Niveis de MDA (A) e carbonilacdo de proteinas (B) em amostras de figado dos grupos
Controle, ACH09, HF e HF+ACHO09. Valores estdo expressos como média * erro padrao,
n=10 animais por grupo. *P<0,05 em relagdo ao grupo Controle e ACHO09 e "P<0,05em
relacdo ao grupo HF.

Fonte: A autora, 2015
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4.14 Atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e os niveis de nitrito no

tecido hepético

As atividades da SOD, CAT e GPx foram (p<0,05) menores em amostras de figado do
grupo HF quando comparadas ao grupo Controle e ACHOQ9. O tratamento preventivo com
ACHO09 aumentou significativamente (p< 0,05) as atividades destas enzimas no grupo
HF+ACHO09 em relacdo ao grupo HF e em relacdo ao grupo Controle (Figura 22A, B e C).
N&o houve diferenca significativa nos niveis de nitrito entre os grupos (figura 22D).

Figura 22 - Atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e os niveis de nitrito no

tecido hepatico
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Legenda: Atividade da SOD (A), CAT (B) e GPx (C) e niveis de nitrito (D) em homogenato de figado
dos grupos Controle, ACH09, HF E HF+ACHO09. Valores estdo expressos como média +
erro padrdo, n=3 animais por grupo. *P<0,05 em relacdo ao grupo Controle e ACHOQ9, *
P<0,05em relacdo ao grupo HF e “P<0,05 em relacéo ao grupo Controle.

Fonte: A autora, 2015
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4.15 Efeito do tratamento com ACHO09 sobre a esteatose hepatica

O consumo de dieta hiperlipidica durante 90 dias, determinou um aumento
significativo (65,05%, p<0,05) do volume de gordura hepética do grupo HF em relacdo ao
grupo Controle (3,38%) e ACHO09 (3,33%). O tratamento com o ACHO09 reduziu
significativamente (12,83%, p<0,05) este parametro no grupo HF+ACH09 comparado ao
grupo HF (Figura 23A).

Como verificado na (Figura 23B), a analise histologica do figado pelo método de
hematoxilina/eosina, evidenciou maior quantidade de goticulas de lipidios nos hepatécitos do
grupo HF guando comparado aos Controles. Caracterizando um quadro de esteatose hepatica.
O tratamento preventivo com ACHO9 reduz o contetdo lipidico dos hepatdcitos dos grupos
HF+ACHO09.
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Figura 23- Efeito do tratamento com ACHOQ9 sobre a esteatose hepatica
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Legenda: Analise quantitativa em % da Esteatose hepatica (A). Cortes representativos do figado
corados com hematoxilina e eosina (B) Mesma ampliagdo em todas as imagens. Em (A)
grupo Controle, (B) ACHQ9, (C) HF, (D) HF+ACHO09. *P <0,05 em relagdo ao grupo
Controle e ACHO09 e “P<0,05em relagdo ao grupo HF.

Fonte: A autora, 2015
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5 DISCUSSAO

Estudosprévios realizados pelo nosso laboratério demonstraram que o ACHO09, um
extrato hidro-alcodlico obtido dacascada uva vitis vinifera e rico em polifendis,possui
atividade vasodilatadora dependente de endotélio e efeito anti-hipertensivo(Madeira et al.,
2009; Madeira et al., 2005; Soares de Moura et al., 2002). Em virtude do aumento da
prevaléncia da obesidade e fatores de risco associados, como a Rl e dislipidemia (Putnam et
al., 2012), e resolvemos investigar essas alteracdes e suas graves consequéncias para o figado,
como a esteatose hepatica, em camundongos C57BL/6 submetidos a dieta hiperlipidica e o
efeito do ACHO09 sobre estas alteragdes.

Nos animais do grupo HF, o consumo de alto teor de gordura da dieta hiperlipidica
conferiu aos camundongos obesidade(balangoenergético positivo), pois a partir do 30° dia de
tratamento houve um aumento significativo do peso corporal desse grupo em relagdo ao grupo
Controle. Nossos resultados demonstram ainda que o grupo hiperlipidico, durante o
fornecimento da dieta, consumiu maior quantidade de racéo e recebeu uma grande quantidade
de energia e, consequentemente, apresentou, ndo sé um peso maior ap6s o término do periodo
de estudo, como também um aumento da massa de gordura visceral. Estes dados corroboram
estudos anteriores que observaram a suscetibilidade do camundongo C57BL/6 alimentado
com uma dieta com 60% de gordura em desenvolver obesidade(de Oliveira et al., 2010b;
Gallou-Kabani & Junien, 2005), assim como, outros modelos animais de desordens
metabolicas utilizando dietas ricas em gordura(Buettner et al., 2007). No presente
estudodemonstramos que o tratamento preventivo com o0 ACHQ9 reduziu significativamente o
peso corporal e a massa de gordura visceral do grupo HF+ACHO09 comparado ao HF, o que
confirma os achados de(Park et al., 2008), que ao estudarem o extrato da semente da uva,
mostraram um efeito protetor no ganho de peso de animais submetidos a dietas hiperlipidicas
e a utilizacdo de acidos graxos saturados comofonte predominante de lipideos, sendo
associada ndo somente & obesidade, mas também ao desenvolvimento de RI, intolerancia a
glicose e desordens no metabolismo de lipoproteinas(Lima et al., 2000).

No quadro de hiperlipidemia ocorre um acumulo de lipideos no figado, a partir da
diminuicdo da beta-oxidacdo hepatica. Os TGsdao sintetizados principalmente, a partir dos
acidos graxos dietéticos. No entanto, os acidos graxos da lipdlise dos depdsitos de TG do
tecido adiposo sdo liberados para o figado, sendo captados pelos hepatécitos e convertidos em

TG, configurando o processo de lipogénese hepatica (Jou et al., 2008). Por isso, corroborando



66

com os dados da literatura, foi demonstrado neste estudo que os animais HF, apresentaram
hepatomegalia com um aumento significativo do peso e volume do tecido.

No presente estudo demonstramos que 0s animais HF desenvolveram hiperglicemia,
hiperinsulinemia, diminuicao da sensibilidade a insulina, e elevado HOMA-IR, 0 que esta de
acordo com trabalhos previamente publicados(Buettner et al., 2007; Gallou-Kabani & Junien,
2005; Matsuzawa-Nagata et al., 2008; Tao et al., 2009), demonstrando que uma dieta com
alto teor de gordura é capaz de induzir hiperglicemia, hiperinsulinemia e RI. A intolerancia a
glicose vista no grupo HF pode ser desencadeada por um aumento na secrecdao de insulina
para compensar a hiperglicemia. Porém, a concentragdo plasmatica de glicose continua a
subir, pela diminuicdo da captagdo por tecidos periféricos e pelo aumento da producdo de
glicose hepatica(Velloso et al., 2008).

Além disso,observamos alteracdo na sinalizacdo da insulina no figado, confirmada
pela reducdo do conteldo de pIRS1, PI3K, e pAKT. De modo semelhante, Aradjo e
colaboradores em 2007, observaram alteracfes em todas as etapas da via de sinalizacdo da
insulina no figado de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica.Nos animais obesos,
verificamos que hd um aumento da expressdo do IRque pode estar relacionado aos elevados
niveis de insulina circulantes, sugerindo que essa possa ser uma tentativa de ligacdo ao
hormbnio em questdo para que 0 mesmo possa exercer seus efeitos bioldgicos. Apesar de
haver aumento do nimero de receptores IR, os dados indicam ndo ocorrer a ativagdo da
cascata de sinalizacdo de insulina culminando com a reducéo da translocacdo do GLUT2 para
a membrana, promovendo a hiperglicemia encontrada neste estudo.

O tratamento preventivo com o0 ACHO9 aumentou significativamente a expressao das
proteinas envolvidas na cascata de sinalizagdo de insulina (pAKT, pIRS-1, PI3-K e GLUT-
2).Portanto, o efeito anti-hiperglicémico e anti-hiperinsulinémico do ACHO09 deve-se em
grande parte ao aumento da expressao das proteinas envolvidas na cascata de sinalizagdo da
insulina no figado dos animais alimentados com dieta hiperlipidica, proporcionando uma
melhora da sensibilidade a insulina. Esta hipdtese é reforcada por estudos recentes de nosso
laboratdrio, que comprovaram que o ACHO09, atua sobre a expressdo das proteinas da cascata
de sinalizacdo de insulina em musculo esquelético de animais com diabetes induzida por
aloxano(Soares de et al., 2012)e em modelo de programacdo metabolica com dieta
hiperlipidica durante a lactacdo(Resende et al., 2013).

Além disso, a insulina é um horménio que exerce efeito antioxidante pela supressdo da
geragdo de EROs. Entretanto, com o prejuizo na agdo da insulina, provocado pela resisténcia a

este hormonio, quadro frequentemente encontrado em obesos, pode ocorrer aumento das
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EROs(Dandona et al., 2005). Esse quadro foi observado no presente estudo, em que houve,
ndo s6 o aumento significativo nos niveis de MDA em amostras de figado do grupo
hiperlipidico, caracterizando um aumento da peroxidacéo lipidica, como também o aumento
da carbonilacdo de proteinas, processo em que as proteinas sofrem reacGes oxidativas
iniciadas pelas EROs, e que levam a alteracGes nas suas estruturas e nos seus estados
conformacionais(Yu, 1994).0Outro aspecto que corrobora esse achado é a diminui¢do da
atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx, observada no figado dos
camundongos que receberam dieta hiperlipidica. H& evidéncias que sugerem que 0 estresse
oxidativo no figado e tecido adiposo precede o aparecimento da RI e obesidade induzidas pela
dieta hipelipidica(Kadowaki et al., 2006).

O aumento de EROs pode ocasionar a ativacdo da cascata da insulina via fosforilacéo
em serina e inibir em tirosina. As formas do substrato de insulina (IRS) fosforilada em
serina/treonina s80 menos capazes de se associar ao receptor de insulina e as proteinas
subsequentes na cascata de sinalizacdo, como a PI3-K, resultando em prejuizo na acéo da
insulina, incluindo a ativacdo da AKT e captacdo de glicose(Evans, 2007). Esse prejuizo pode
levar a ativacdo da Glicogénio-sintase-quinase3 (GSK3), e uma menor atividade da enzima
glicogénio sintase, diminuindo assim, a quantidade de glicogénio hepético, observado no
grupo hiperlipidico do presente estudo.

O efeito antioxidante do ACHO09 observado neste estudo, pela reducdo do dano
oxidativo e aumento da atividade enzimatica antioxidante no tecido hepético, deve contribuir
para a reducdo da RI nos animais obesos.Sabe-se que os polifendis podem melhorar a Rl
aumentando a biodisponibilidade de NO e diminuindo a formagdo de EROs(Grassi et al.,
2008). (Hogan et al., 2010) demonstraram que 0 extrato de uva apresenta atividades
antioxidantes e anti-hiperglicémica proporcionada por compostos bioativos podendo
contribuir para o tratamento de alteracGes metabolicas, onde se observou a melhora do quadro
de hiperglicemia.

Foi observado no presente estudo que os animais HF apresentaram acumulo de TG,
CT e hepatico significativamente maior que nos animais do grupo Controle, confirmando
resultados anteriores obtidos no mesmo modelo experimental (Gallou-Kabani et al., 2007;
Hoffler et al., 2009; Tao et al., 2009). A explicacdo convencional para esse quadro € que a
obesidade e a RI alteram a sintese e o transporte de TG, além de aumentar a taxa de lipdlise
no tecido adiposo e o transporte de AGL para dentro do figado(Milanski et al., 2009).

Em nosso estudo demonstramos que o tratamento preventivo com o ACHO09 reduziu

significativamente os niveis de TG, CT e hepatico do grupo HF+ACH09 comparado ao
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HF.Provavelmente esse efeito se deve aos polifendis (antocianinas) presentes no extrato, uma
vez queprotegem a prole adulta de ratas submetidas a dieta com alto teor de gordura durante a
lactacdo, reduzindo os niveis de TGna fase adulta(Emiliano et al., 2011).

A remocao do excesso de colesterol do corpo € imprescindivel para a manutencéo da
sua homeostase. Os transportadores ABCG5 e ABCG8 sdo responsaveispelo efluxo do
colesterol na bile(de Souza et al., 2012). No presente estudo verificamos que apesar de nédo
haver uma correlacdo entre a expressdo dos transportadores e o contetdo de colesterol
hepético no grupo hiperlipidico, o tratamento com ACHOQ9 aumentou a expressao de ambos 0s
transportadores, sugerindo que o extrato possa interferir com o transporte de colesterol no
figado.

Também foi demonstrado no presente estudo que os animais do grupo HF
apresentaram hepatomegalia e esteatose hepatica associadas ao acimulo de TG. A explicacédo
convencional para esse quadro é que a obesidade e a RI alteram a sintese e o transporte de
TG, além de aumentar a taxa de lip6lise no tecido adiposo e o transporte de AGL para dentro
do figado (Milanski et al., 2012).

E amplamente aceito que o excesso nutricional, principalmente através do consumo de
uma dieta rica em gordura saturada, pode ocasionar danos ao figado pelo acimulo de
colesterol e TG hepaticos (Hawley et al., 2002). A enzima HMGCoAredutase é o principal
ponto de regulacdo na via de sintese do colesterol(Nelson & Cox, 2006). A atividade dessa
enzima pode ser regulada pela proteina AMPK, que em seu estado fosforilado e ativo,
promove inativacdo da enzima HMGCoa-redutase(Hardie et al., 2006). Um estudo recente,
realizado em camundongos alimentados com uma dieta com 60% de gordura durante 5
semanas, demonstrou um aumento significativo da expressdo e da atividade da enzima
HMGCoAredutase, que pode desempenhar um importante papel no acimulo de colesterol no
figado (Tao et al., 2009; Wu et al., 1999).

No figado, a AMPK tem um papel essencial sobre diversas cascatas celulares. No
presente estudo, a ingestdo de dieta hiperlipidica levou a um aumento significativo da
expressao da proteina AMPK néo fosforiladae uma menor expressao da AMPK fosforiladano
grupo HF em relagdo ao grupo Controle. De acordo com a literatura, na obesidade a proteina
AMPK se encontra na sua forma desfosforilada, ou seja, inativa resultando na ativacdo de
enzimas metabdlicas como a ACC e a HMG CoA-R, levando a um aumento da lipogénese
hepatica (Rosen & Spiegelman, 2001).0 tratamento preventivo com o ACHO09 reduziu
significativamente a expressdo da AMPK e aumentou a expressdo da forma fosforilada no

grupo HF+ACHO09 em relacdo ao HF. Estes dados sugerem que em animais obesos ocorre
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uma reducdo da regulacdo negativa exercida pela pAMPK sobre a sintese de colesterol,
resultando no aumento significativo do colesterol hepético, que é corrigida pelo ACHO9.

A AMPK controla dois dos mais importantes reguladores metabdlicos celulares. Essa
proteina fosforila e inibe a atividade da ACC, limitando dessa forma a enzima que atua na
sintese de &cidos graxos (Carling et al., 2008) e promove a ativacdo do peroxissoma
proliferador-ativado do receptor gama coativador-1-a (PGC-1a), que controla a expressao de
genes relacionados com a oxidacao de lipideos e com a biogénese mitocondrial(Wu et al.,
1999). Desta forma, ocorre reducdo da producdo de TG e aumentoda oxidacdo de &cidos
graxos, ocasionando a reducao do conteudo lipidico do figado.Esses achados corroboram com
os resultados do presente estudo, poisobservamos uma reducédo significativa na expresséo da
proteina pACC no grupo HF comparado ao Controle.

Portanto, muitos individuos com obesidade e RI apresentam esteatose hepatica, que
pode sercausada pelo acumulo de SREBP-1c, em resposta aos altos niveis circulantes de
insulina. De maneira semelhante, os niveis de SREBP-1c estdo elevados no figado de
camundongos ob/ob (Edwards et al., 2000).Corroborando com esses dados da literatura, ha
um aumentona expressao dessa proteina e reducdo da expressdo da enzima pACC (forma
inativa de ACC), no grupo HF. Portanto, conclui-se que o aumento dos niveis de insulina
aumente a ativacdo de SREBP-1c e a reducdo da pAMPK leve a reducdo da pACC.
Consequentemente, o aumento da atividade da ACC néo fosforilada (forma ativa) resulta no
aumento da lipogénese. Apesar de ndo ter sido observado aumento da enzima FAS no grupo
HF, estudos demonstram que a dieta rica em lipidios saturados ocasiona uma maior expressao
de enzimas lipogénicas. (Soyet al, 2014).

O tratamento preventivo com o ACHO9 reduziu significativamente a expresséo da
SREBP-1cnos animais obesos. Bose e colaboradores (2008) demonstraram que a catequina
extraida do cha verde diminui de forma significativa os triglicerideos hepaticos em
camundongos C57BL/6 alimentados com a dieta hiperlipidica sugerindo que a catequina
apresenta um efeito benéfico contra o acumulo de lipidios nos hepatocitos.

Diversos estudos tém buscado identificar compostos antioxidantes naturais como 0s
presentes em alimentos e plantas medicinais, segundo o formulario de fitoterapicos da
Farmacopeia Brasileira (Anvisa, 2011).

Outro ponto importante da regulacdo do metabolismo lipidico no figado é a funcéo
oxidativa da mitocéndria. Varios estudos em modelos animais apontam para uma importante
relacdo entre acumulo de triglicerideos, disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo(Perez-

Carreras et al., 2003). Acredita-se que a hiperglicemia e elevados niveis de acidos graxos
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saturados podem promover maior ativacdo da enzima pro-oxidante, NADPH oxidade e
consequentemente maior geragdo de EROs(Carmiel-Haggai et al., 2005). As mitocondrias
continuamente expostas a altos niveis de EROS podem sofrer consequéncias deletérias, como
dano na cadeia respiratoria, no genoma mitocondrial e nos lipidios e proteinas de membrana
(Ricci et al., 2008). Essas alteragOes estruturais e funcionais nas mitocondrias podem
contribuir para a reducdo das atividades realizadas por essa organela como a beta oxidagéo
levando a um maior acimulo de AGL(Rector et al., 2010). Associado a este processo ha uma
menor formacdo de enzimas antioxidantes (Carmiel-Haggai et al., 2005)levando a um
desequilibrio entre formacdo de EROS e protecdo antioxidante caracterizando o estresse
oxidativo.

O dano oxidativo e a menor atividade das enzimas antioxidantes observados no
presente estudo podem estar relacionados a disfuncdo mitocondrial contribuindo
significativamente para o acimulo de gordura no figado do grupo de camundongos
alimentados com a dieta hiperlipidica (Carmiel-Haggai et al., 2005).

O efeito do ACHO09 na reducdo dos niveis de TG parece envolver sua acao
antioxidante. As EROs afetam o metabolismo da insulina resultando em RI e
consequentemente desencadeiam uma série de anormalidades, como maior expressdo de
genes lipogénicos levando a maior sintese de &cidos graxos(Shimomura et al., 1999).0
tratamento com ACHOQ9 foi capaz de melhorar o sistema de defesa antioxidante e de reduzir o
dano oxidativo de forma expressiva, como demonstrado anteriormente em modelo de
programacdo metabdlica (Emiliano et al., 2011), o que provavelmente levou a uma melhora
na sensibilidade insulinica.Estes dados corroboram com um estudo anterior que avaliou o
efeito do polifenol extraido da lichia sobre o estresse oxidativo e metabolismo lipidico em um
modelo de DM2, onde foiobservada uma reducdo significativa da peroxidagéo lipidica, tanto
no plasma quanto no figado, assim como, do contetdo lipidico hepatico e da expressdo da
enzima SREBP-1c(Dulloo, 2009).

Em 2008, Park et al, investigaram a influéncia do extrato da casca de uva rico em
polifendis (GSE) sobre a esteatose hepéatica em ratos alimentados com uma dieta rica em
gordura e constataram que a suplementacdo com GSE reduziu significativamente os lipideos
hepaticos e inverteu as alteracdes induzidas pela dieta hiperlipidica na expressdo de genes
envolvidos na lipogénese e na B-oxidacdo no figado.

O tratamento com antioxidantes tem sido uma forma relevante de prevenir ou tratar as

complicacdes geradas pela obesidade e dentre os mais utilizados séo os flavonoides, pois séo
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capazes de inibir a formagdo de EROs, eliminar as espécies reativas excedentes, e aumentar
ou proteger as fontes de defesas antioxidantes (Halliwell B., 2007).
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CONCLUSAO

No presente estudo avaliamos o efeito do ACHO9 nas alteracfes hepaticas, em
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica. Pode-se concluir que o
tratamento com ACHQ9 foi eficaz em reduzir a massa corporal, sensibilidade a insulina,
acumulo de colesterol e triglicerideo hepatico.

Assim, o estudo sugere que o ACHO09 atenua o remodelamento adverso no figado de
camundongos obesos com esteatose hepatica e Rl induzidas por dieta.

Os principais mecanismos propostos para os efeitos benéficos decorrentes do
tratamento com ACHOQ9 sdo os seguintes: resulta em reducdo no ganho de massa corporal —
balanco energético negativo; restauracdo da sinalizacdo da insulina (via IRS-1/P13-K/pAkt)
no figado; reducdo da lipogénese (reducdo da expressdao de SERBP-1c e maior expressdo de
pAMPK); aumento da excrecao de colesterol pelos transportadores ABCG5 e ABCGS8 e efeito
antioxidante.

Portanto, o ACHO09pode modular a expressdo de proteinas da via de sinalizacdo da
insulina, assim como, as envolvidas na via da lipogénese, e na homeostase do colesterol. O
aumento da sensibilidade a insulina e a acdo antioxidante devem exercer um papel central nos
efeitos do ACHO09. Este estudo abre uma possibilidade para a utilizacdo doACHQ9, na

prevencdo e tratamento das alteracfes metabolicas associadas a obesidade.
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