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RESUMO

TORRES, Thiago S. Fenofibrato (agonista do receptor ativador da proliferacdo
peroxissomal) modula o sistema renina-angiotensina no coracdo de camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica. 2012. 94f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e
Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

O objetivo deste trabalho foi estudar a acdo do fenofibrato, um agonista do receptor
ativador da proliferacdo peroxissomal alfa, no remodelamento cardiaco e na expressdao de
componentes do sistema renina-angiotensina (SRA) em um modelo de obesidade induzida por
dieta. Camundongos machos C57BI1/6 com trés meses de idade foram alimentados durante 11
semanas com dieta controle (grupo C, 3,57 kcal/g de dieta) ou dieta hiperlipidica (grupo HL,
5,40 kcal/g de dieta), em seguida foram separados em quatro grupos e estudados durante
cinco semanas: C; HL; C-L (C mais fenofibrato) e HL-F (HL mais fenofibrato). Os animais
HL foram mais pesados e apresentaram maior pressao arterial (PA) comparados aos animais
C, mas HL-F foram mais leves e tiveram PA menor que HL. A resisténcia insulinica vista nos
camundongos HL foi melhorada com fenofibrato nos camundongos HL-F. Fenofibrato
reduziu colesterol total, triglicerideos e aumentou HDL-c. Os animais HL apresentou um
ventriculo esquerdo (VE) mais pesado e com espessura da parede maior, como também
cardiomidcitos maiores € uma menor razdo cardiomidcito/capilares que os animais C.
Fenofibrato foi eficiente em melhorar estas alteracoes. As expressdes cardiacas de
Angiotensina II (ANG 1II) e de seu receptor tipo 1 (ATIR) foram maiores, enquanto que a
expressdo de seu receptor tipo 2 (AT2R) foi menor nos animais HL que nos animais C, e
fenofibrato foi eficiente em atenuar estas diferencas. Como conclusdo, a dieta HL lidera para
a obesidade, elevacdo da PA, hipertrofia cardiaca, alteragcdes metabdlicas e expressao proteica
alterada do SRA em camundongos, sugerindo a participagdo do SRA nestas alteracoes.
Fenofibrato € eficiente em diminuir a PA e controlar a expressdo proteica do SRA, assim
como no tratamento da resisténcia insulinica e do remodelamento cardiaco adverso,
diminuindo a hipertrofia dos cardiomidcitos € melhorando a vascularizacdo do miocérdio,
desta maneira, diminuindo importantes fatores de risco para doencgas cardiovasculares.

Palavras-chave: Sistema Renina-Angiotensina. Agonista PPAR-alfa. Remodelamento
Cardiaco. Vascularizacdo Miocédrdica. Camundongos C57Bl/6.



ABSTRACT

The aim was to study the action of fenofibrate, a peroxisome proliferator-activated
receptor alpha agonist, in cardiac remodeling and protein expressions of RAS components in
a model of obesity induced by diet. 3-mo-old C57BL/6 male were fed for 11 weeks with
standard chow (SC group, 3.57 kcal/g of chow) or high-fat chow (HF group, 5.40 kcal/g of
chow), then they were separated into four groups and studied for five weeks: SC; HF; SC-F
(SC plus fenofibrate) and HF-F (HF plus fenofibrate). HF was heavier and had higher blood
pressure (BP) than SC, but HF-F was lighter and had lower BP than HF. The insulin
resistance seen in HF mice was corrected by fenofibrate in HF-F mice. Fenofibrate reduced
total cholesterol, triglycerides and raised the HDL-c. HF had thicker and heavier left ventricle
(LV) with bigger LV cardiomyocyte and smaller cardiomyocyte-to-capillaries ratio than SC,
and fenofibrate was efficient in treating these alterations. Cardiac expressions of angiotensin
IT (ANG II) and ANG II receptor 1 were higher, and ANG II receptor 2 was lower in HF than
in SC, and fenofibrate was efficient in attenuating these differences. In conclusion, HF diet
leads to obesity, BP elevation, cardiac hypertrophy, metabolic changes and altered RAS
protein expression in mice, suggesting that RAS is involved. Fenofibrate is efficient in
decreasing BP and in controlling RAS protein expressions, and treats the insulin resistance
and the adverse cardiac remodeling decreasing the cardiomyocyte hypertrophy and improving
the myocardial vascularization, therefore, decreasing important cardiovascular risk factors.

Keywords: Renin-Angiotensin System. PPAR-Alpha Agonist. Cardiac Remodeling.
Myocardial Vascularization. C57B1/6 Mice.
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INTRODUCAO

A obesidade é um problema comum em grande parte do mundo Ocidental e, sabe-se hoje,
esta associada com varias doencas, especialmente a hipertenséo arterial (Aneja et al., 2004) e
a resisténcia a insulina (Aguila et al., 2010). Varios mecanismos sao ativados pela obesidade
em animais e em humanos, incluindo resisténcia a insulina, esteatose hepatica, inflamacéo,
aumento da atividade do sistema renina-angiotensina (SRA), estresse oxidativo e
desregulacao autondémica (Alkhouri et al., 2010; Sironi et al., 2011). Obesidade, resisténcia a
insulina, intolerdncia a glicose/diabetes tipo 2 e hipertensdo arterial em conjunto s&o
componentes da sindrome metabdlica e sdo fatores de risco para doencas cardiovasculares
(Sironi et al., 2011). A hipertenséo arterial é o problema de satide mais comum relacionado a
obesidade (Kurukulasuriya et al., 2011) e leva ao aumento da massa do ventriculo esquerdo e
da espessura das camadas média e intima das grandes artérias, condi¢cGes que aumentam a

incidéncia de doencas cardiovasculares em adultos (Urbina et al., 2011).

O SRA ¢é um regulador essencial da homeostase fisioldgica e tem um importante papel na
fisiopatologia de doengas humanas, como a hipertenséo arterial e doencas cardiovasculares. A
angiotensina 11 (ANG 1) é um octapeptideo considerado o principal mediador do SRA. E um
potente vasoconstritor e, assim, aumenta a pressdo arterial (Esther et al., 1997). Os efeitos
fisioldégicos da ANG Il sdo mediados principalmente por seu receptor do tipo 1 (AT1R),
presente na membrana plasmatica, e, em menor parte, por seu receptor do tipo 2 (AT2R)
(Mukoyama et al., 1993). A ativagdo do AT1R estimula vasoconstrigdo, hipertrofia e
hiperplasia das células vasculares, retensdo de sodio, geracdo de espécies reativas de oxigénio
via inducdo da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), e também induz
processos inflamatdrios, tromboticos e fibroticos (lwai e Inagami, 1992). Independente de
seus efeitos sobre a pressao arterial, a ANG I1, via sua interacdo com o AT1R, contribui para
o remodelamento do ventriculo esquerdo, para alteracbes na morfologia e propriedade
mecanica vascular e para o desenvolvimento de disfungdo endotelial. Em condicOes
fisiologicas, o AT2R antagoniza as ag¢fes do ATIR inibindo o crescimento celular e

induzindo a apoptose e a vasodilatagdo (Flynn e Tullus, 2009).

A distribuicdo de gordura corporal é considerada importante na génese da sindrome da

obesidade-hipertenséo, sendo a distribuicdo central particularmente importante (Aneja et al.,
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2004). Em humanos, a obesidade é considerada um fator patogénico independente no
desenvolvimento de cardiomiopatias e insuficiéncia cardiaca (Kenchaiah et al., 2002), com
alteracdes estruturais significativas em cardiomiocitos e capilares, hipertrofia e disfuncéo do

ventriculo esquerdo (Gruber et al., 2011).

Ocorre elevacdo da presséo arterial em ratos obesos por dieta, pois o tecido adiposo
também produz ANG Il a partir da ativagdo local do SRA. A ingestdo aumentada de lipidios
na dieta modula a reatividade vascular em resposta a ANG Il e as espécies reativas de
oxigénio, assim como a expressao vascular de ANG 1l e de receptores de endotelina (Mundy
et al., 2007). Drogas bloqueadoras do SRA tém a habilidade de reverter o0 aumento da pressao
arterial causado pela obesidade (Boustany et al., 2005). Tembém o bloqueio do SRA reduz 0s
niveis plasmaticos de insulina e leptina circulantes em ratos (Velkoska et al., 2010),
acarretando a perda de peso e melhorando a sensibilidade a insulina (Weisinger et al., 2009).
Provavelmente, pelo menos em parte, o bloqueio do SRA pode proteger a funcéo da ilhota
pancreatica em ratos submetidos a dieta hiperlipidica via reducdo da regulacdo da inflamacéo,
do estresse oxidativo, melhorando a funcdo do reticulo endoplasmatico das células da ilhota

pancreatica (Yuan et al., 2010).

O fenofibrato é um derivado do &cido fibrico e um agente hipolipemiante clinicamente
usado para diminuir o risco causado pela aterosclerose. O fenofibrato tem seus efeitos
hipolipemiantes mediados via ativacdo da isoforma alfa do receptor ativador da proliferacéo
peroxissomal (PPAR-alfa) (Balakumar et al., 2011). O ativador do PPAR-alfa antagoniza as
acOes da ANG Il in vivo e em in vitro e exerce efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios
cardiovasculares. Também reduz a pressdo arterial e corrige a estrutura vascular e a disfuncao
endotelial em muitos modelos de hipertensédo arterial em roedores (Schiffrin, 2005), com a
consequente diminuicdo da deposicdo de colageno na parede arterial em ratos infundidos com
ANG Il (Diep et al., 2004). Além disso, inibidores da enzima conversora de angiotensina
restauram a resposta a insulina em coracgdes de camundongos ob/ob e normaliza a atividade da
proteina quinase ativadora da adenosina monofosfato (AMPK) independente de seus efeitos

na homeostase metabdlica sistémica (Tabbi-Anneni et al., 2008).

Apesar dessas evidéncias, ainda é controverso o papel do SRA na hipertensdo arterial
decorrente da obesidade induzida por dieta (Smith et al., 2006). Sendo assim, 0 presente

trabalho tem a seguinte proposta:
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

Avaliar a acdo do fenofibrato, um agonista PPAR-alfa, no remodelamento cardiaco e na
expressao cardiaca de componentes do sistema renina-angiotensina em modelo animal

de obesidade induzida por dieta.

1.2. Objetivos especificos

a. Induzir sobrepeso/obesidade por administracdo de dieta hiperlipidica em
camundongos;

b. Avaliar as alteragbes no metabolismo de carboidratos nesses animais referentes a
intolerdncia a glicose e resisténcia a insulina e verificar o efeito do tratamento
farmacoldgico com fenofibrato sobre esses parametros;

c. Avaliar os efeitos do fenofibrato sobre 0 metabolismo de colesterol total, tiglicerideos
e lipoproteina de alta densidade, assim como seus efeitos sobre o tecido adiposo e
esteatose hepatica;

d. Awvaliar os efeitos do fenofibrato sobre a pressdo arterial e a expressao tecidual de
componentes do sistema renina-angiotensina;

e. Avaliar os efeitos do fenofibrato sobre o remodelamento cardiaco adverso,

principalmente a hipertrofia de cardiomiocitos e vascularizagdo miocardica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sindrome metabdlica e modelos animais

A sindrome metabodlica (SM) estad relacionada com alto risco de desenvolver doencas
cardiovasculares e diabetes tipo 2. Como compreende um grupo de diferentes fatores de risco,
e com uma patogénese ndo tdo bem entendida, vérias definicdes se desenvolveram. A
obesidade central e a resisténcia & insulina sdo conhecidas como importantes fatores causais
(Anderson et al., 2001; Nesto, 2003; Carr et al., 2004) junto com outras condicdes associadas,
incluindo inatividade fisica (Gustat et al., 2002), envelhecimento (Ford et al., 2002) e
disturbio hormonal, tal como a sindrome dos ovarios policisticos ou insuficiéncia de
testosterona(Apridonidze et al., 2005; Saad e Gooren, 2009).

2.1.1. Sindrome metabdlica

O conceito de grupo de fatores de risco foi primeiro descrito por Reaven em 1988 (Reaven,
1988). Os critérios da Organizacdo Mundial da Saude (Alberti e Zimmet, 1998) e do Grupo
Europeu para o Estudo da Resisténcia Insulinica (Balkau e Charles, 1999), enfatizam a
participacdo da resisténcia a insulina na SM. Todos concordam com 0s componentes centrais
para o diagndstico da SM: obesidade, resisténcia a insulina, dislipidemia e hipertensdo
arterial, mesmo que os valores sejam ligeiramente diferentes, quando os diferentes estudos
sdo comparados (Tabela 1). Segundo o Programa Nacional de Educacéo do Colesterol - Terceiro
Painel de Tratamento do Adulto, a SM representa uma combinacdo de pelo menos trés
componentes dos apresentados na Tabela 1, e devido a sua simplicidade e praticidade, ela é a
definicdo recomendada pela | Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da Sindrome
Metabolica (---, 2004b).
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Recentemente, uma série de outros fatores foi identificada, tais como: sindrome dos
ovarios policisticos, acanthosis nigricans, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (NAFLD
da sigla em inglés nonalcoholic fatty liver disease), microalbuminiria, estados pro-

tromboticos, proinflamatdrios, disfuncédo endotelial e hiperuricemia (Bloomgarden, 2004).

Aproximadamente 40% dos adultos com mais de 60 anos nos Estados Unidos tém SM
(Ford et al., 2002; Ford et al., 2010), assim como um a cada quatro adultos da populacéo
europeia tem SM (Martinez et al., 2008), igualmente na América Latina (Escobedo et al.,
2009). No Brasil, um estudo recente revelou a prevaléncia da SM em 3,6% das criangas em
idade escolar no Estado de S&o Paulo (Seki et al., 2009). Até o presente momento ndo existem
dados que permitam descrever precisamente a prevaléncia da SM na populagdo adulta do

Brasil.

Existem varias hipdteses propostas para o desenvolvimento da SM (Figura 1). Uma dessas
hipoteses sugere que a disfuncdo do tecido adiposo € a causa primaria, resultando em um
metabolismo anormal de éacidos graxos livres (AGL) e liberacdo de adipocinas que s&o
responsaveis por alteracfes inflamatdrias e resisténcia a insulina (Ye, 2009; Dodson et al.,
2011). Na presenca de resisténcia a insulina, a mobilizacdo de AGL de triglicérides (TG) dos
estoques do tecido adiposo € acelerado. No figado, os AGL resultam (devido a resisténcia a
insulina hepética) em producdo aumentada de glicose e TG e secrecdo aumentada da
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). Os AGL também reduzem a sensibilidade a
insulina no musculo por inibir a captacdo de glicose mediada por insulina e aumentar a
producdo de fibrinogénio e inibidor do ativador de plasminogénio (PAI-1) (Kahn et al., 2001;
Cornier et al., 2008). Dentre as adipocinas, temos leptina, resistina, fator de necrose tumoral
(TNF)-alfa, interleucina (IL)-6, e ANG II, juntamente com PAI-1 (Matsuzawa, 2008).



Tabela 1 — Defini¢bes para o diagnostico da sindrome metabolica no homem.
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OMS
1999

NCEP-ATPIII
2001

IDF
2005

EGIR
1999

Resisténcia a insulina

+ pelo menos dois dos

seguintes critérios:

Obesidade: IMC > 30 ou
razdo cintura/quadril >

0,90 (H) e > 0,85 (M)

Dislipidemia: triglicérides
> 150 mg/dL ou HDL <
40 mg/dL (M) ou < 35

mg/dL (H)

Hipertenséo: > 140

mmHg sistolica ou > 90

mmHg diastolica

Microalbuminuria:

excrecdo de albumina > 20

pug/min

Trés ou mais dos
seguintes critérios:

Obesidade
abdominal:
circunferéncia da
cintura > 102 cm (H)
ou > 88 cm (M)

Dislipidemia:
triglicérides > 150
mg/dL ou HDL < 50
mg/dL (M) ou < 40
mg/dL (H)

Hipertensao: > 140
mmHg sistdlica ou >
85 mmHg diastélica

Glicemia de jejum: >

110
mg/dL

Obesidade central*

+ pelo menos dois dos

critérios abaixo:

Dislipidemia:
triglicérides > 150
mg/dL ou HDL < 50
mg/dL (M) ou < 40
mg/dL (H)

Hipertenséo: > 130
mmHg sistolica ou >
85 mmHg diastolica

Glicemia de jejum: >

100 mg/dL

Resisténcia a
insulina

+ pelo menos
dois dos
critérios
abaixo:

Obesidade
abdominal:
circunferéncia
da cintura >
94 cm (H) ou
>80 cm (M)

Dislipidemia:
triglicérides >
200 mg/dL ou
HDL <40
gm/dL

Hipertensao:
> 140 mmHg
sistolica ou >
90 mmHg
diastdlica

Glicemia de
jejum: > 110
mg/dL

*valores de referéncia diferentes de acordo com o grupo étnico.
Abreviacdes: OMS, Organizagdo Mundial da Saide; NCEP-ATP Ill, Programa Nacional de EEducacédo do Colesterol —
Terceiro Painel de Tratamento do Adulto; IDF, Federacdo Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation);
EGIR, Grupo Europeu para o Estudo da Resisténcia Insulinica; IMC, indice de massa corpora; HDL, lipoproteina de alta

densidade; H, homens; M, mulheres.
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Os principais componentes da SM séo dislipidemia (TG elevados e lipoproteinas contendo
apolipoproteina B (apo B) e lipoproteinas de alta densidade (HDL) reduzida), presséo arterial
elevada e distarbio da homeostase de glicose. Também a obesidade abdominal e/ou
resisténcia a insulina ganham cada vez mais atencdo como manifestacdes centrais da
sindrome (Kassi et al., 2011). Lipoproteina de baixa densidade (LDL) aumentada, HDL
reduzida e altas concentracOes de TG sdo individualmente associadas com o risco de doencas
cardiovasculares (Giugliano et al., 2006). A dislipidemia pode ser consequéncia de um efeito
metabolico global da resisténcia a insulina e um excesso de gordura visceral e gordura

hepatica.

A obesidade central est associada com o aumento do risco cardiovascular e diabetes tipo 2
(Zhu et al., 2002). Apesar de ndo ser por si s6 um fator utilizado para o diagnéstico de SM, a
obesidade esta diretamente associada ao desenvolvimento da resisténcia a insulina (Bjorntorp,
1993).

O padrdo de distribuicdo da gordura corporal parece ser determinante para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina e SM, pois nem todos os individuos obesos
apresentam resisténcia a insulina (Abbasi et al., 2002). H& evidéncias suficientes de que a
gordura visceral intra-abdominal esteja intimamente ligada a resisténcia a insulina, dai a
énfase dada atualmente & avaliacdo da circunferéncia abdominal e a relagdo cintura-quadril,
parametros amplamente utilizados como critérios de avaliagdo de risco cardiovascular
decorrente da obesidade, ao invés do uso do indice de massa corporal (---, 2004a). Mesmo em
individuos com massa corporal normal, o aumento da circunferéncia abdominal esta
associado ao risco cardiovascular aumentado. Nesse contexto, individuos com excesso de

gordura visceral sdo mais propensos as anormalidades diabetogénicas e aterogénicas.
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Programacdo fetal

Ativacdo do
sistema simpatico

Alteracdes
ambientais I

MApetite / Eixo HPA (I Cortisol)

Desregulagdo
Desregulagdo do SRA l da 11B-HSD
V4
Obesidade Sindrome RI Micro-RNAs
Visceral /’ metabdlica ‘\ \
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Figura 1 — Fisiopatologia da sindrome metabdlica. AbreviacGes: DCV, doenca cardiovascular;
Eixo HPA, eixo hipotalamico-pituitario (hipofisario)-suprarrenal; RI, resisténcia insulinica;
11B-HSD, 11B-hidroxiesteroide desidrogenase. Adaptada de Kassi, E., et al., Metabolic
syndrome: definitions and controversies. BMC Med, 2011. 9: p. 48.
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2.1.2. Modelos experimentais

Roedores sdo muito utilizados para mimetizar doencas humanas e melhorar o
entendimento das causas e da progressdo das doencas, e para testar intervencgdes terapéuticas
potenciais.

A dieta moderna, especialmente a dos paises Ocidentais, € rica em carboidratos, como
frutose e sucrose, bem como em gordura. O aumento da ingestdo de calorias esta associado
com muitas complicagdes induzidas por dieta incluindo SM, doengas cardiovasculares e
NAFLD (Lim et al., 2010; Massiera et al., 2010). A combinacdo de carboidratos e gorduras
nos componentes da dieta tem sido usada em roedores para mimetizar os sinais e sintomas da

SM em humanos.

A padronizacédo dos ingredientes utilizados no que se refere a quantidade e qualidade dos
nutrientes foi possivel pela publicagdo de um documento que estabeleceu o requerimento de
macronutrientes e micronutrientes para roedores nas diferentes fases da vida (Reeves, 1989;
Reeves et al., 1993). Desta froma, dietas ricas em lipidios tém sido usadas para induzir
obesidade, dislipidemia e resisténcia a insulina em roedores. Em camundongos, a dieta
hiperlipidica aumenta a presséo arterial sistolica e induz a disfuncdo endotelial (Kobayasi et
al., 2010).

Diferentes tipos de dietas hiperlipidicas tém sido usados com fra¢Ges de gordura variando
entre 20% a 60% de energia, assim como a origem da gordura, se animal, como banha de
porco e sebo, ou 6leos de plantas, como 6leo de oliva ou de coco (Buettner et al., 2006).
Roedores alimentados cronicamente com dieta hiperlipidica tém a massa corporal aumentada
(Lei et al., 2007; Sutherland et al., 2008) com o desenvolvimento de hiperglicemia (Kim et
al., 2010; Sweazea et al., 2010).

Os modelos animais mais Uteis para o estudo das doencas cardiovasculares e metabdlicas
sdo 0s pequenos roedores. Camundongos C57BI/6 emergem como um modelo ao estudo da
SM em roedores visando comparagdes com humanos. Eles apresentam vulnerabilidade
genética e sofrem forte influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento de obesidade,

resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (Collins et al., 2004; Fraulob et al., 2010).
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2.2. Sistema renina-angiotensina e o controle da hipertensao arterial

2.2.1. Sistema renina-angiotensina e angiotensina Il

O bloqueio do SRA pode ser uma estratégia de tratamento eficaz para o controle de
distarbios da glicose e tolerdncia a insulina e dislipidemias em pacientes com SM.
Hiperglicemia, resisténcia a insulina, e alteracdo de metabolitos do colesterol ativam
componentes necessarios para a sintese (angiotensinogénio, renina e enzima conversora da
angiotensina, ECA), degradacdo (ECA 2), e resposta (AT1R e receptores Mas) para peptideos
de ANG em varios tipos celulares (por ex. células das ilhotas pancreaticas, adipocitos e
macrdfagos) que estdo envolvidos nas alteracbes da SM. A ativagdo local do SRA nesses
tipos celulares pode contribuir para desregular suas fun¢des devido ao estresse oxidativo,

apoptose, e inflamacdo (Putnam et al., 2012).

O SRA regula a pressao arterial e o balanco de fluidos do corpo. A perfusdo renal
diminuida induz as células justaglomerulares renais a secretar a enzima renina, que cliva o
angiotensinogénio (zimogénio inativo secretado principalmente pelo figado) convertendo-o
em angiotensina | (ANG 1). ANG 1 ¢, entdo, convertido em ANG Il, um octapeptideo, pela
acdo da ECA, encontrada no endotélio vascular de varios tecidos (Paul et al., 2006). A ANG
Il regula a pressdo arterial e media seus efeitos vasoconstritores por estimulacdo de seus
receptores no musculo liso vascular. ANG Il também estimula a secrecdo de aldosterona a
partir do cortex da suprarrenal. A aldosterona leva a um aumento da reabsorcdo de sédio e
agua pelos tabulos renais, aumentando o volume de fluido no corpo, o qual também aumenta

a pressdo arterial. Se o SRA esta superativado, a pressdo arterial torna-se alta.

ANG Il tem um papel-chave no desenvolvimento do remodelamento vascular induzido por
hipertensdo e no dano cardiovascular (Savoia et al.,, 2011). ANG Il exerce suas agdes
bioldgicas pela ligacdo de alta afinidade com dois subtipos de receptores distintos, 0 AT1R e
0 AT2R. O ATI1R ativa rotas de promocgéao do crescimento, estimula a maioria dos efeitos da
ANG Il (tais como vasoconstricdo, aumento da pressdo arterial, contratilidade cardiaca,

absorcéo de sodio pelos tubulos renais e proliferacdo celular) e efeitos adversos (tais como
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estresse oxidativo, disfuncdo endotelial, doengas cardiovasculares e inflamacgdo) (Mehta e

Griendling, 2007). Em contraste, AT2R induz efeitos opostos, como vasodilatacdo,

hipotensdo, diminuicdo do crescimento por apoptose, e efeitos anti-hipertroficos e a possivel
inibicdo de AT1R (Nakajima et al., 1995; Yamada et al., 1996; AbdAlla et al., 2001) (Figura

2).

Angiotensinogénio

Renina l

[ Angiotensina | ’

| o~ |

ECA 2

]—) Angiotensina-(1-7) —> m

Metabolitos [
inativos

\

J Vasodilata¢io

4

Vasoconstricao
Fibrose
Hipertrofia
Inflamagao

AT2R

Vasodilatagdo
Anti-fibroético
Anti-crescimento
Anti-inflamatorio

Figura 2 — Sistema renina-angiotensina. Abreviacdes: AT1R, receptor tipo 1 de angiotensina
I; AT2R, receptor tipo 2 de angiotensina Il; ECA, enzima conversora de angiotensina; MAS,
receptor da angiotensina-(1-7). Adaptada de Cat AN and Touyz RM, A new look at the renin-
angiotensin system--focusing on the vascular system. Peptides, 2011. 32: 2141-50.
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2.2.2. Receptor tipo 1 de angiotensina Il

Os AT1Rs sdo expressos em todos os 6rgaos, incluindo coracéo, rins, figado, suprarrenais,
cérebro, pulmdes e vasos (Paul et al., 2006). AT1R é expresso em todas as células do sistema
cardiovascular, como células endoteliais, células musculares lisas, fibroblastos, mondcitos,
macrofagos e mondcitos cardiacos, assim, o0 AT1R é crucial na biopatologia cardiovascular
(Gao et al., 2008; Zucker et al., 2009). Estruturalmente, AT1Rs pertencem a superfamilia da
proteina transmembrana-7 dos receptores acoplados a proteina-G. Os AT1Rs ativados podem
ativar multiplas rotas de sinalizagdo. A funcdo vasoconstritora da ANG Il é mediada
principalmente através do AT1R por meio de mecanismos de sinalizacdo dependentes da
proteina-G (Ushio-Fukai et al., 1999).

Através do ATI1R, a ANG Il também é um potente mediador do estresse oxidativo e de
espécies reativas de oxigénio, promovendo disfuncBes cardiovasculares associadas com
hiperlipidemia, diabetes, hipertensdo arterial, doenca cardiaca isquémica e insuficiéncia
cardiaca cronica (Taniyama e Griendling, 2003). A disfuncdo endotelial, no contexto da
hipertensdo arterial e de doencas cardiovasculares, € parcialmente dependente da producéo de
espécies reativas de oxigénio, que nao apenas destroi o 6xido nitrico (ON), mas também reduz
a formacdo de ON no endotélio por oxidacdo da tetrahidrobiopterina, um cofator crucial para
a sintese de ON endotelial (Schulz et al., 2008). A hipertensdo arterial assim provocada, leva
ao remodelamento cardiaco que é mediado, em nivel molecular, pelo SRA, fator de
crescimento de transformacdo-beta (TGF-beta) e pelo sistema beta-adrenérgico. Existe uma
relagdo direta entre 0 SRA e TGF-beta 1 no remodelamento cardiaco, onde o crescimento
hipertréfico dos cardiomidcitos induzido por ANG 1l é mediado por TGF-beta 1 (Campbell e
Katwa, 1997; Kupfahl et al., 2000).
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2.2.3. Receptor tipo 2 de angiotensina Il

Como o ATI1R, o AT2R também pertence a superfamilia de receptores acoplados a
proteina-G. AT2R ¢é altamente expresso no coragdo e na aorta fetal, sendo expresso em niveis
modestos nos rins, pulmdes e figado. A expressdo de AT2R cai rapidamente ap6s o
nascimento, 0 que sugere que ele tem importante papel no desenvolvimento fetal
(Shanmugam et al., 1995). Porém, sua expressdo pode ser induzida tardiamente no adulto em
condigdes patldgicas (Tsutsumi et al., 1998). As acBes do AT2R contrabalanceiam as do
ATIR. Por causa de suas propriedades pré-apoptoticas, antiprofliferativas e vasorelaxantes, o
AT2R pode controlar outros processos fisioldégicos, como o remodelamento (por inibir o
crescimento celular e estimular a apoptose, minimizando, assim, a hipertrofia), pressdo
arterial (por vasodilatacdo), natriurese e atividade neuronal (Elbaz et al., 2000; AbdAlla et al.,
2001). Ha associagdo entre AT2R e receptores B2 de bradicinina causando a liberacdo de
oxido nitrico (Katada e Majima, 2002).

2.2.4. Sistema renina-angiotensina cardiaco local

Existe um SRA local no coracdo (De Mello e Danser, 2000; Bader, 2002). Em animais com
hipertensdo arterial, a ANG Il cardiaca, ativada via AT1R, aumenta a inflamacéo, o estresse
oxidativo e a morte celular (via diminuicdo da regulacdo da proteina quinase
fosfatidilinositol-3 (PI-3) e da proteina quinase B (Akt)), contribuindo, desta forma, para a
hipertrofia e fibrose cardiaca (van Kats et al., 2001; Xu et al., 2010b). O SRA intracrino é um
importante componente do SRA local (De Mello, 2004; Re e Cook, 2008) que esta envolvido
na inducdo de hipertrofia celular (Kumar et al., 2008), arritmias cardiacas (De Mello, 2001),
bem como no controle do volume da célula cardiaca (De Mello, 2011). O aumento da geracdo
de ANG Il nos ventriculos de animais transgénicos acarreta hipertrofia cardiaca (Kumar et al.,
2008), sugerindo que a producéo intracelular de ANG Il é responsavel pelo remodelamento

cardiaco.
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2.2.5. Hipertenséo arterial, obesidade, resisténcia insulinica e SRA

Além de estar envolvido na génese da hipertensdo arterial, 0 SRA tem sido implicado na
etiologia da obesidade e da resisténcia a insulina, como uma ligagdo entre obesidade, diabetes
e hipertensdo arterial (Boustany et al., 2004; Schmieder et al., 2007). A ANG Il diminui a
sensibilidade a insulina, com isso a hipertensao arterial, uma caracteristica-chave da atividade

do SRA, é frequentemente associada com a resisténcia a insulina (Ferrannini et al., 1989).

A ANG Il é um potente e bem conhecido vasoconstritor e variacdes no fluxo sanguineo
séo fatores pra o controle da captacdo de glicose mediada pela insulina (Vincent et al., 2005;
Barrett et al., 2009). Outros mecanismos propostos para a reducdo da sensibilidade a insulina
pela ANG Il incluem a diminuicdo de adipogénese e producdo de adiponectina (Sharma et al.,
2002; Ran et al., 2006), inibicdo da translocacdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4)
(Wei et al., 2008), aumentando as espécies reativas de oxigénio e a inflamacdo (Wei et al.,

2008) e aumentando o estoque de gordura ectopica (Sloniger et al., 2005).

Quando o individuo perde peso, a massa do tecido adiposo e a atividade do SRA sistémico
sdo reduzidas (Strazzullo e Galletti, 2004; Engeli et al., 2005). O tecido adiposo também
expressa 0s elementos do SRA e é uma fonte predominante de angiotensinogénio (Cassis et
al., 1996; Mallow et al., 2000), podendo gerar ANG Il local para estimular AT1R e AT2R no
adipdcito, como também contribui para a atividade da ANG Il em tecidos mais distantes. Em
humanos e em modelos animais, 0 SRA sistémico € correlacionado positivamente com a
massa corpérea e, mais especificamente, com a gordura corporal, assim, a perda de peso esta
associada com atividade diminuida do SRA sistémico e do tecido adiposo (Rahmouni et al.,
2004; Engeli et al., 2005). Na obesidade induzida por dieta ha aumento do angiotensinogénio
do tecido adiposo (Boustany et al., 2004; Rahmouni et al., 2004). O SRA do tecido adiposo
altera o metabolismo da célula adiposa: contribui para a hipertrofia do adipocito (Jones et al.,
1997), adipogénese (Crandall et al., 1999), inflamacéo (Yvan-Charvet et al., 2009), aumenta a
secrecdo de leptina (Cassis et al., 2004) e diminui a secrecdo de adiponectina (Ran et al.,
2006).

O SRA também interfere no metabolismo de AGL no figado via ativagdo do ATIR e

AT2R. A producdo de glicose hepéatica € um importante contribuinte para a manutengédo
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adequada dos niveis de glicose. Existem evidéncias para o0 SRA local no figado (Paizis et al.,
2002) que € modulado pelo peso corporal (Munoz et al., 2006; Takeshita et al., 2008).

2.3. Tecido Adiposo

O tecido adiposo contribui para o desenvolvimento da resisténcia a insulina, hiperglicemia,
dislipidemia aterogénica, e hipertenséo arterial, e favorece para um estado pré-trombotico e
pré-inflamatério (Allende-Vigo, 2010). As funcgdes classicas descritas para o tecido adiposo
sdo: isolante térmico, amortecedor de choques e armazenamento de gordura na forma de TG
(Hutley e Prins, 2005; Ronti et al., 2006). O tecido adiposo também secreta substancias
enddcrinas ativas, parcrinas e autécrinas em resposta a diferentes estimulos. Alguns deles
sdo liberados no proprio tecido adiposo (por ex. leptina, adiponectina) enquanto outros sdo
compartilhados com outros sistemas (por ex., TNF-alfa), assim, entrelaca suas funcdes com a

regulacao sistémica de todo o organismo.

O tecido adiposo é composto principalmente por adipdcitos esféricos, células gordurosas
uniloculares, suportadas por um tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado. O tamanho
do adipdcito varia de acordo com o contetdo lipidico celular, variando entre 30 e 130 um de
diametro. O volume do adipécito € um determinante da funcionalidade celular, onde
adipécitos grandes exibem alta atividade metabdlica e secretam mais quimioatraentes para
células do sistema imune (Skurk et al., 2007). Nos adip6citos maduros, uma grande goticula
de lipidios preenche quase todo o volume da célula, sendo delimitada apenas por uma
monocamada de lipidios reforcada por uma gama de proteinas estruturais (Ohsaki et al.,
2009).

Uma forte trama externa de tecido conjuntivo é um pré-requisito para a apropriada
manutencdo da célula gordurosa e a estrutura tecidual. Os adipocitos possuem uma lamina
basal e uma matriz extracelular com proteinas e proteoglicanos que mantém a integridade do
tecido adiposo (Mariman e Wang, 2010; Divoux e Clement, 2011). Outras celulas nédo
adiposas do tecido adiposo incluem pré-adipdcitos, fibroblastos, células endoteliais e vasos

sanguineos e linfaticos, macrofagos e outras células imunes (Ouchi et al., 2011).
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A matriz do tecido adiposo sofre remodelamento constante para acomodar as mudangas na
quantidade de estoques de energia (Lee et al., 2010). Essas alteragdes abrangem hipertrofia e
hiperplasia, remodelamento da matriz extracelular, angiogénese e alteracGes na quantidade de
células imunes. Estas alteracdes podem levar a uma inflamagdo local com subsequente
liberacdo de mediadores pro-inflamatérios (Suganami e Ogawa, 2010), incluindo PAI-1 e
proteina quimioatraente de mondcito-1 (MCP-1), os quais também sdo potentes indutores de
fibrose (Sell e Eckel, 2010). Fibrose progressiva e expansdo da matriz extracelular em
individuos obesos podem impor limites para a hipertrofia do adipdcito e, assim, promover o

armazenamento de lipidios e gorduras ectopicas (Szendroedi e Roden, 2009).

As principais funcfes do tecido adiposo s&o a de centro regulatério do metabolismo de
energia e a de centro para o armazenamento de energia. O tecido adiposo armazena TG
proveniente dos nutrientes que sdo incorporados aos adipdcitos em resposta a estimulacdo
dada pela insulina. A lipoproteina lipase (LPL), anexada a camada endotelial dos vasos
sanguineos, hidrolisa TG de quilomicrons e VLDL, liberando AGL que podem ser
transportados para dentro dos adipdcitos. Quando ha necessidade de energia, TG sofre
lipolise, sendo hidrolisado pela lipase de TG adiposo (LTGA) e pela lipase hormdnio-
sensitiva (LHS). Os &cidos graxos resultantes podem, entdo, ser transportados pelo sangue
para outros locais onde irdo servir de substrato energético para a beta-oxidacdo na

mitocOndria.

O tecido adiposo também esta envolvido na regulacdo da homeostasia da glicose e na
sensibilidade a insulina. Os adipdcitos captam glicose através dos transportadores GLUT4. A
sensibilidade a insulina dos tecidos periféricos é modulada por adipocinas e pelo fluxo de
AGL (Miyazaki et al., 2002). Além disso, o tecido adiposo regula a homeostasia e o estado
nutricional do corpo por secretar citocinas com propriedades anti- e pré-inflamatorias (TNF-
alfa e IL-6) (Fain et al., 2004; Ouchi et al., 2011) (Figura 3). Na obesidade, a desregulagédo do
balango entre as citocinas pro- e anti-inflamatérias liberadas pelo tecido adiposo resultam em
um estado cronico de inflamacédo e contribui para desordens metabolicas e cardiovasculares
(Xu et al., 2010a; Ouchi et al., 2011).

A leptina e a adiponectina sdo as adipocinas mais estudadas até 0 momento, e sabe-se que
ambas exercem efeitos regulatérios no hipotalamo, figado, ilhotas pancreaticas e musculo
esquelético (Smith et al., 2005). A leptina funciona como um sinal de feedback negativo na
regulacdo da massa corporal. A obesidade esta frequentemente associada com

hiperleptinemia, refletindo um estado de resisténcia a agdo da leptina em individuos obesos,
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uma vez que eles permanecem com peso elevado apesar dos altos niveis de leptina circulantes
(Caro et al., 1996). A adiponectina é uma citocina anti-inflamatdria que possui ac¢éo tanto de
sensibilizacdo a insulina quanto anti-aterosclerotica. Semelhante a leptina, a producdo de
adiponectina também responde ao estado energético sisttmico. Entretanto, enquanto a
adiposidade eleva os niveis plasmaticos de leptina, ela reduz significativamente os niveis de
adiponectina (Weyer et al., 2001).

A distribuicdo de gordura em varios locais do corpo afeta o desenvolvimento e a
progressdo das doencas metabolicas mais que a massa de gordura total. Papéis diferentes de
depdsitos de gordura regional resultam, na patologia, de diferencas em suas estruturas,
expressdo de proteinas, respostas a estimulos endocrinos e nervosos, bem como o suprimento
local de oxigénio, nutrientes e hormonios. A distribuicdo corpdrea de tecido adiposo pode ser
dividida em dois maiores depositos: gordura visceral e subcutanea. O tecido adiposo visceral
envolve 6rgdos da cavidade abdominal e mediastino, enquanto que o tecido adiposo
subcutaneo forma uma camada de gordura abaixo da pele, como, por exemplo, na hipoderme.
Especialmente a gordura visceral € correlacionada com anormalidades metabolicas
diabetogénicas, aterogénicas, pro-tromboticas e pré-inflamatorias como as referidas na SM,
que sdo acompanhadas por disfuncdo de adipdcitos e producgdo desregulada de adipocinas (por
ex. hipoadiponectinemia) (Kishida et al., 2011).

2. 4. Figado e resisténcia insulinica

2.4.1. Resisténcia insulinica

A habilidade da insulina para estimular a disponibilidade de glicose varia mais de seis
vezes em individuos aparentemente saudaveis. Um terco da populacdo que é resistente a
insulina tem risco aumentado para desenvolver doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2,
hipertensdo arterial, esteatose hepatica ndo alcodlica, doenga dos ovarios policisticos e certas

formas de cancer. Cerca de 25 a 35% da variabilidade da acdo da insulina esta relacionada
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com o sobrepeso. Embora a maioria dos individuos que podem ser considerados insulino-
resistentes também apresentarem sobrepeso/obesidade, nem todas as pessoas com
sobrepeso/obesidade apresentam resisténcia a insulina. Além disso, o0 conjunto de
anormalidades associadas com resisténcia a insulina (intolerancia a glicose, hiperinsulinemia,
dislipidemia e elevada concentracdo plasmatica de proteina C-reativa) é limitado aos
individuos com sobrepeso/obesidade que também sdo insulino-resistentes (Reaven et al.,
2004).
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Figura 3 — Tecido adiposo na resisténcia insulinica. Abreviagdes: AGL, &cidos graxos livres;
CO,, didxido de carbono; PCR, proteina C reativa; HDL, lipoproteina de alta densidade; IL-6,
interleucina-6; LDL, lipoproteina de baixa densidade; PAI-1, inibidor do ativador de
plasminogénio; SNS, sistema nervoso somatico; TG, triglicérides; VLDL, lipoproteina de
muito baixa densidade. Adaptada de Fauci AS, Kasper DL, Braunwald E, Hauaser SL,
Jameson JL, Loscalzo J: Harrison’s Principles of Internal Medicine, 17th Edition:
HTTP://www.accessmedicine.com
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A insulina é o maior horménio anabdlico, cuja agdo é importante para o desenvolvimento e
crescimento dos tecidos e para a homeostasia da glicose. Ela é secretada pelas células beta-
pancreaticas em resposta a0 aumento dos niveis de glicose e aminoacidos circulantes, o que
ocorre principalmente no periodo pds-prandial (Chen et al., 1987). A insulina normalmente
controla a homeostasia da glicose em diferentes sitios, reduzindo a producdo hepatica de
glicose (promovendo menores taxas de glicogendlise e gliconeogénese), estimulando a
captacdo de glicose nos tecidos periféricos, aumentando a sintese hepatica de lipidios e
suprimindo a liberacdo de &cidos graxos do tecido adiposo (Shulman, 2000) (Figura 4).
Defeitos na secrecdo e acdo da insulina conduzem a mudltiplas alteracbes metabdlicas tais
como hiperglicemia, aumento da producdo hepatica de glicose e dislipidemia (Muoio e
Newgard, 2008).
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Figura 4 — Resumo da funcdo bioldgica da insulina. Adaptada de Eslam M, Khattab MA,
Harrison SA, Insulin resistance and hepatitis C: an evolving story. Gut, 2011 60: 1139-51.
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A resisténcia a insulina é uma condi¢do onde niveis normais de insulina ndo sdo capazes de
produzir uma resposta normal da gordura, musculo e figado (Bloomgarden, 2007) e
geralmente tem inicio anos antes do diagnostico de diabetes tipo 2 (Harris e Eastman, 2000).
A hipertrofia das ilhotas e hipersecrecéo de insulina surge na tentativa de compensar o estado
de resisténcia e promover valores normais de glicemia num primeiro momento. Entretanto,
esse trabalho exaustivo promove deterioracdo progressiva das ilhotas de maneira que 50% da
funcdo das ilhotas pancredticas ja estdo perdidas no momento do diagnostico de
hiperglicemia, momento onde a intolerancia oral a glicose ja estad instalada (Taylor, 1999;
Yoon et al., 2003).

O aumento dos depésitos de tecido adiposo e das taxas de lipdlise, associados ao
sobrepeso, fazem com que os AGL circulantes sejam desviados e armazenados em 0Orgaos
sensiveis a insulina, tais como o figado, o pancreas e o0 musculo esquelético (Unger e Orci,
2000). Esse acumulo ectopico de lipidios esta envolvido na génese da resisténcia a insulina e
no comprometimento da funcdo das células beta-pancreéticas, efeito conhecido como

lipotoxicidade (Savage et al., 2005).

A resisténcia a insulina em individuos sem predisposi¢do genética para o diabetes tipo 2
pode ser induzida pelo aumento de AGL (por infusdo de lipidios ou dieta hiperlipidica) e
resulta no acimulo intramiocelular de acil-CoA gordurosa (FAC0A) (Roden, 2005). Desta
maneira, a resisténcia a insulina pode aumentar a partir do acimulo de gordura ectopica
(Lettner e Roden, 2008) como consequéncia de um defeito genético da fosforilacdo oxidativa

mitocondrial ou perda da fungcdo mitocondrial com o envelhecimento (Morino et al., 2006).

AGL aumentados, acimulo intramiocelular de FACoA e seus metabdlitos diacilglicerol e
ceramida (Boden, 2008) podem provocar a fosforilacdo serina em residuos chaves do
substrato do receptor de insuina-1 (SRI-1) (Morino et al., 2006). A fosforilacdo serina de SRI-
1, diferente da sua fosforilagdo tirosina, inibe a propagacdo da sinalizacdo de insulina com
ativacdo da PI-3 e da translocacdo do GLUT4 em resposta a insulina (Morino et al., 2006);
por isso desenvolve resisténcia a insulina no musculo esquelético. Similar a SRI-1, SRI-2
também interage com o dominio justamembrana do receptor de insulina: 0o aumento da
fosforilagdo serina/treonina de SRI-1 e SRI-2 abole a habilidade destes dois substratos de
receptores submeter-se a fosforilagéo tirosina induzida por insulina e a propagacéao do sinal do

receptor de insulina (Paz et al., 1997).

O aumento de AGL no citoplasma do adipdcito leva a uma resposta inflamatdria através da

producdo de citocinas como TNF-alfa, IL-6 e metaloproteinases, que contribuem
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significativamente para a resisténcia a insulina (Wellen e Hotamisligil, 2005). Quando a taxa
de liberacdo de AGL aumenta, h4 um disturbio da capacidade de beta-oxidacdo devido a
toxicidade mitocondrial e os AGL séo liberados para fora dos adipécitos para a circulacao e
sdo depositados como TG ectdpicos no musculo e no figado, sendo associado com resisténcia

a insulina, dano da célula beta e diabetes tipo 2 (Maassen et al., 2007).

O aumento de TNF-alfa e de IL-6 também vem sendo relacionado com a alteragdo na
fosforilacdo do IRS-1, caracterizada pelo aumento da fosforilacdo dos residuos de serina em
proteinas chaves como Akt, alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR) e proteina quinase c-
Jun-NH2-terminal (JNK), comprometendo a sinalizagdo adequada da insulina e translocagao
do GLUT4 para a membrana (Hotamisligil et al., 1996; Kern et al., 2001).

Apbs ligacdo com seu receptor e a ativagdo da sua subunidade beta, a insulina se depara
com duas rotas divergentes: uma é dependente de PI-3, enquanto a outra é dependente da
ativagdo da proteina-quinase ativadora mitogénica (MAPK) (Cusi et al., 2000) (Figura 5). A
primeira é absolutamente necessaria para mediar os efeitos metabdlicos e anti-apoptoticos, e a
segunda esta ligada com efeitos ndo metabdlicos, proliferativos e mitogénicos, no qual uma

contribuicdo pode vir a partir da primeira (Montagnani et al., 2002; Wang et al., 2004).

Em pacientes obesos, especialmente com diabetes tipo 2, PI-3 é totalmente ou parcialmente
resistente a estimulacdo por insulina, embora MAPK seja sempre normal, por isso, a
resisténcia a insulina é mais bem definida como resisténcia a insulina metabélica (Montagnani
et al., 2002; Wang et al., 2004). A hiperinsulinemia resultante é uma tentativa sem sucesso
para superar a inibicdo da rota metabdlica ao preco da estimulacdo sem oposicdo da rota
MAPK. Desta maneira, podemos distinguir hipoinsulinizacdo da rota metabdlica da
hiperinsulinizagdo da rota mitogénica (Muntoni e Draznin, 2008).
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2.4.2. AlteracdOes hepaticas

A resisténcia a insulina total ou parcial ao longo da SM tem graves consequéncias. A
resisténcia a insulina e a SM sdo associadas com a patogénese e progressdo da NAFLD. Ela
engloba um espectro de patologias hepéticas, variando desde uma esteatose simples em sua
forma mais benigna (figado gorduroso), passando pela esteatohepatite ndo alcodlica (NASH)
em sua forma intermediaria, até uma cirrose e um carcinoma hepatocelular, em sua forma
mais avancada. As rotas metabdlicas que levam ao desenvolvimento da esteatose hepética sdo
maltiplas, incluindo o aumento de AGL liberados pelo tecido adiposo (lipélise), aumento de
novo da sintese de acidos graxos (lipogénese) e o aumento da beta-oxidacdo. A esteatose
hepatica € caracterizada pelo acUmulo intracelular de TG, que pode ser micro ou

macrovesicular, dependendo da causa (Aguila et al., 2010).
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Figura 5 — Rotas de sinalizagdo da insulina. Abreviacdes: Akt, protein quinase B; FOXO-1,
fator de transcricdo da forquilha-1; GSK-3, proteina quinase glicogénio sintase-3; SRI,
substrato do receptor de insulina; Ras, proteina de sinalizacdo Ras (rat sarcoma virus — virus
do sarcoma de ratos); MAP quinase, proteina quinase ativadora mitogénica; MEK, proteina
quinase ativadora da adenosina monofosfato; mTOR, alvo da rapamicina em mamiferos;
PI3K, quinase fosfatidilinositol 3 Adaptada de Eslam M, Khattab MA, and Harrison SA,
Insulin resistance and hepatitis C: an evolving story. Gut, 2011 60:1139-51.
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A captacdo prejudicada de glicose pelo musculo e a gliconeogénese hepética acelerada séo
as principais caracteristicas da resisténcia a insulina no metabolismo de glicose. O figado é
preenchido com AGL liberados pela gordura visceral atraves da rota portal (DeFronzo et al.,
1992). O VLDL-TG hepético é parcialmente resistente (Lewis e Steiner, 1996), enquanto
apoB é totalmente resistente aos efeitos inibitdrios da insulina (Lewis et al., 1993), pois o alto
influxo de AGL protege o Gltimo do dano pos-transcricional (Sniderman e Cianflone, 1993).
Como consequéncia, particulas ricas em apoB e VLDL-1, que sdo precursoras de LDL, sao
produzidas na resisténcia a insulina (Taskinen, 2003). A NAFLD, devido ao acimulo
excessivo de TG, relacionada ao fluxo aumentado de AGL e da lipogénese, € uma das mais
frequentes causas de disfuncéo hepatica (Taskinen, 2003; Postic e Girard, 2008).

Nos estados de resisténcia a insulina, a carga excessiva de AGL € direcionada a lipogénese
(esterificacdo), conduzindo ao acimulo de TG no interior desse 6rgdo que ndo é destinado a
essa funcdo, configurando a condi¢do patolégica conhecida como esteatose hepética (Holness
e Sugden, 1999; Duvnjak et al., 2007) (Figura 6). A lipogénese de novo e 0 armazenamento
de gordura, relacionados com o aumento de glicose e insulina circulantes, ocorre via aumento
dos niveis hepaticos de malonil-CoA e inibicio da atividade da carnitina-
palmitoilaciltransferase-1 (CPT-1) (Chien et al., 2000).

Este processo é regulado por fatores de transcri¢do ativados por insulina, especialmente a
proteina de ligacdo ao elemento regulador do esterol-1c (SREBP-1c) (Chen et al., 2004),
assim como pelo receptor ativador da proliferacdo peroxissomal-gama (PPAR-gama).
SREBP-1c, no estado de resisténcia a insulina, promove incremento da transcricdo de genes
de enzimas envolvidas na sintese de acidos graxos, entre elas a acetil-CoA carboxilase (ACC),
que converte a acetil-CoA em malonil-CoA e a &cido graxo sintetase (FAS), que converte a
malonil-CoA em palmitato (Shimomura et al., 2000; Sakakura et al., 2001). PPAR-gama
aumenta a sensibilidade a insulina e a capacitacdo de acido graxo por promover diferenciacéo
dos adipdcitos e a expressdo de proteinas envolvidas na sintese de AGL no tecido adiposo,
como também limita o influxo de acido graxo no figado (Gavrilova et al., 2003).

A esteatose hepatica ocorre sempre que o “input” de acidos graxos (captagdo, Sintese ou
esterificacdo) excede o “output” (oxidagdo e secre¢do de VLDL), resultando no acumulo
principalmente de TG nos hepatocitos (Neuschwander-Tetri e Caldwell, 2003; Abdelmalek e
Diehl, 2007).
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Figura 6 — Esteatose hepatica e resisténcia insulinica. AbreviacGes: AGL, &cidos graxos
livres; EROs, espécies reativas de oxigénio; IL-6, interleucina-6; RI, resisténcia insulinica;
TNF-a, fator de necrose tumoral-o. Adaptada de Eslam M, Khattab MA, and Harrison SA,
Insulin resistance and hepatitis C: an evolving story. Gut, 2011 60:1139-51.

Os acidos graxos ndo incorporados aos TG sdo degradados por oxidacdo dentro da
mitocdndria, peroxissomo e microssomo. A beta-oxidacdo de acidos graxos é regulada por
PPAR-alfa (Reddy e Hashimoto, 2001). A oxida¢do mitocondrial de &cidos graxos gera
superdxido, adenosina trifosfato (ATP), corpos cetdnicos, e acetil-CoA. Na NAFLD, a
oxidacdo mitocondrial fica limitada, levando a uma oxidacdo peroxissomal (e microssomal)
que gera peroxido de hidrogénio, uma fonte potencial de estresse oxidativo (Macdonald e
Prins, 2004). espécies reativas de oxigénio também sdo produzidas quando acidos graxos
sofrem beta-oxidacdo pelo citocromo p450 dentro dos microssomos (Leclercq et al., 2000;
Chalasani et al., 2003).

Em contraste, a rota MAPK permanece insulino-sensitiva (Cusi et al., 2000) e, sendo

hiperinsulinizada, produz uma série de efeitos nucleares e mitogénicos relacionados com a
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ativacdo da troca de Na+/H+ de membrana e com 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase
(HMG-CoA R), a partir do qual uma série de efeitos importantes acontece.

A esteato hepatite ndo alcodlica, que frequentemente progride para fibrose e cirrose, €
promovida por hiperglicemia e hiperinsulinemia compensatoria (Neuschwander-Tetri, 2002;
Ma e Li, 2006) através da estimulacdo do fator de crescimento do tecido conjuntivo nas
células hepéticas estreladas (Paradis et al., 2001), devido ao envolvimento da troca de
Na+/H+ na proliferacdo das células estreladas (Haussinger, 2001), como em muitos outros
efeitos da rota MAPK.

Em adicdo, a sintese e a liberacdo de PAI-1 pelos hepatdcitos sdo estimuladas pela
insulina, e uma forte correlacdo existe entre os niveis plasmaticos de insulina e PAI-1; desde
que PAI-1 pode aumentar o risco de trombose da artéria coronaria, este inibidor da fibrindlise

é uma das ligacdes entre hiperinsulinemia e infarto do miocéardio (Juhan-Vague et al., 1989).

2. 5. Receptores ativadores da proliferacao peroxissomal

2.5.1. PPARSs

PPARs fazem parte da familia de receptores hormonais nucleares que capacitam a célula a
responder a estimulos extracelulares por regulacdo transcricional da expressdo génica
(Grommes et al., 2004). Existem trés isoformas de PPARs: PPAR-alfa, PPAR-beta/6mega e

PPAR-gama, expressos em varios tecidos e apresentando vérias funcgdes.

O receptor PPAR-alfa é expresso predominantemente no figado e pode ser encontrado
também em tecido muscular esquelético, coracdo, endotélio e nos rins. Os principais ligantes
enddgenos do PPAR-alfa sdo os AGL. O principal papel do PPAR-alfa € a regulacédo da
homeostase energética (Lefebvre et al., 2006). Especialmente no figado o PPAR-alfa ativa o

catabolismo dos &cidos graxos, estimula a gliconeogénese, a sintese de corpos cetbnicos, e
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estd envolvido no controle da montagem das lipoproteinas (Staels et al., 1995; Reddy e
Hashimoto, 2001).

O receptor PPAR-beta/6mega apresenta uma distribuicdo mais ampla, sendo expresso no
figado, mausculo, intestino, tecido adiposo e sua acdo fisioldgica é mais relacionada ao
metabolismo lipidico atuando na oxidagdo dos &cidos graxos (Willson et al., 2000). O PPAR-
beta/dmega possui um papel importante no controle da proliferacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular, assim como no reparo tecidual (Tan et al., 2001; Michalik e Wahli,
2006).

J4 0 PPAR-gama é expresso principalmente no tecido adiposo, embora também seja
expresso nas células beta pancreéticas, endotélio, macréfago e células hematopoiéticas
(Willson et al., 2000; Akbiyik et al., 2004). Seu principal ligante endégeno é um derivado da
prostaglandina D2 resultante do metabolismo do acido araquidénico (Willson et al., 2000).
Também sdo descritos como ligantes metabolitos, derivados de agdo da 15-lipoxigenase no
acido linoléico.

Os PPARs sdo ativados por ligantes especificos e sdo finamente ajustados por seus estados
de fosforilacdo, induzido por proteina quinase A (PKA), MAPK e AMPK (Diradourian et al.,
2005). Estes receptores formam heterodimeros com receptores do retindide X para o acido 9-
cis-retindico (RXRs) (Kliewer et al., 1994) para reconhecerem sequéncias especificas de
DNA chamadas de elementos resposta PPAR (PPRE — PPAR response elements) localizados
em genes alvos iniciadores de sua transcri¢cdo (Issemann et al., 1993). O PPRE consiste na
sequéncia “AGGTCA” separada por um nucleotideo chamado DR-1 para indicar uma
sequéncia repetida direta separada por um Unico nucleotideo (A et al., 1997; Gervois et al.,
1999). InteracOes proteicas tém papel importante na ativacdo dos PPARs. No estado
inativado, PPARs formam complexos com proteinas correpressoras. Uma vez ativados por
ligantes, PPARs se dissociam das proteinas correpressoras e recrutam coativadores, incluindo
a proteina ligante PPAR e o receptor esteroide co-ativador-1, o qual pode translocar do
citoplasma para o nucleo (Zhu et al., 1996; Moraes et al., 2006) (Figura 7).
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2.5.2. Fenofibrato, um agonista PPAR-alfa

PPAR-alfa tem um importante papel no cenario da SM, com evidéncias que suportam um
papel central coordenado na regulacdo de &acidos graxos, no metabolismo de lipidios e
lipoproteinas, e nas respostas inflamatorias e vasculares. Dentre o0s seus ligantes
farmacoldgicos, o fenofibrato tem uma aplicacéo clinica importante no risco cardiometabdlico

associado com diabetes tipo 2, obesidade e SM (Fruchart, 2009).

Ligantes

PPARy Membrana celular
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Nucleo

w — Sequéncia

L >
CAIMPALCT(N)1,2- AGGTCA génica alvo
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Metabolismo Diferenciacdo
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PPARa B-oxidacao Metabolismo

Anti-flamatdrio lipidico
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Figura 7 — Ativacdo do PPAR e transcricdo génica. Abreviagdes: PPAR,
receptor ativador da proliferagdo peroxissomal; PPRE, elementos resposta PPAR; RXR,
retindide X para o acido 9-cis-retindico. Adaptada de Kiec-Wilk B, et al., The selected
pathophysiological aspects of PPARs activation. J Physiol Pharmacol, 2005 56:149-62.
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A ativacdo do PPAR-alfa provoca o aumento da expressédo tecidual de genes-chaves
envolvidos na captacdo e beta-oxidacdo de &cidos graxos. Estes incluem acil-CoA sintetase,
uma enzima-chave na esterificacdo de acidos graxos, prevenindo, assim, seus efluxos das
células, no figado e rins (Martin et al., 1997), e CPT-1, uma enzima envolvida no catabolismo
de acidos graxos dentro da mitocéndria em tecidos ativos metabolicamente como o coragéo,
musculo esquelético e tecido adiposo marrom. Com isso, ocorre a redugdo da sintese e
liberacdo de VLDL e LDL (Chinetti-Gbaguidi et al., 2005). A diminuicdo de TG ocorre por
aumento da beta-oxidacdo de acidos graxos, da lipase lipoproteica hepatica (Schoonjans et al.,
1996), e da expressdo da apoV, e diminuicdo da expressdo de apoCllIl (Staels et al., 1995).
Em adi¢do, PPAR-alfa regula o metabolismo de HDL por véarios mecanismos, incluindo a
estimulacdo da expressao hepéatica de apoA-l e apoA-Il, aumentando, assim, a producéo
hepética de HDL (Staels et al., 1998).

A ativacdo do PPAR-alfa inibe a expressdo de genes que codificam uma gama de proteinas
da fase aguda e citocinas inflamatérias, como a IL-6, a proteina C-reativa (um complemento
ativador e indutor da expressdo de MCP-1), fibrinogénio e TNF-alfa (Marx et al., 2002), o
que implica em um efeito anti-inflamatério do PPAR-alfa. O controle da expressao dessas
citocinas inflamatérias é exercida por interferéncia com as rotas inflamatérias NF-kB e AP-1
a nivel transcricional (Delerive et al., 1999; Delerive et al., 2000). Assim, PPAR-alfa diminui
IL-6 e TNF-alfa em pacientes com dislipidemia (Madej et al., 1998). A repressdao da
inflamacéo por diminuicdo da liberacdo de citocinas € importante na modulacéo da cascata de
respostas na aterosclerose. Adicionalmente, com a ativacdo do PPAR-alfa hepatico ocorre a
supressao de mediadores inflamatorios hepaticos incluindo TNF-alfa e reduz o acimulo de
gordura hepatica durante o desenvolvimento da doenca hepatica gordurosa (Ip et al., 2003),
sugerindo um papel potencial na prevencdo da esteatose e subsequente progressdo para
NAFLD.

PPAR-alfa tambem tem efeitos benéficos no sistema cardiovascular. Hipertensdo arterial
persistente aumenta o risco de anormalidade cardiovascular e estudos experimentais mostram
que fenofibrato reduz a pressdo arterial em ratos espontaneamente hipertensos e em ratos Dahl
sal-sensiveis (Shatara et al., 2000). Fenofibrato previne o dano cardiaco hipertensivo e a
fibrose miocéardica por reduzir a expressdo do gene inflamatorio miocardico mediado por NF-
kB em ratos DOCA (deoxicorticosterona)-hipertensos (Ogata et al., 2004). Além disso,
fenofibrato previne fibrose cardiaca e anula a super-expressdao do mRNA prepro-endotelina-1

no ventriculo esquerdo dos ratos DOCA-hipertensos (Iglarz et al., 2003). Em adicdo,
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fenofibrato previne o desenvolvimento da hipertensdo arterial, inflamagdo miocéardica e
fibrose nos ratos ANG Il-infundidos por diminuir a expresséo cardiaca de molécula de adesao
celular vascular-1 (VCAM-1), molécula de adesdo celular endotelial plaquetaria (PECAM),
molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e TGF-beta, e a deposicédo de colageno (Diep et
al., 2004).

A endotelina-1, um potente peptideo vasoconstritor, estd aumentado no coragdo
hipertrofiado, o qual estd acompanhado com o desenvolvimento de fibrose cardiaca. O
tratamento com fenofibrato atenua o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca em ratos com
aumento da pressdo arterial por estenose adrtica por reduzir a expressdo de mRNA endotelina-
1, expressdo de mRNA colageno tipo | e Il e fibrose intersticial e perivascular (Ogata et al.,
2002).
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3. MATERIAL E METODOS

3. 1. Animais e tratamento

Todos os procedimentos foram realizados em conformidade com as diretrizes
convencionais do “Care and Use of Laboratory Animals” (US National Institutes of Health,
revisado em 1996). Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité para
Uso e Cuidado de Animais de Laboratdrio da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, Brasil (protocolo nimero CEA/221/2008).

Foram utilizados 24 camundongos C57BI/6 machos com trés meses de idade, mantidos em
condigdes controladas de luz (12-12h claro/escuro), temperatura (21-23°C) e umidade (60-
70%), e com livre acesso a comida e agua filtrada. Inicialmente, os animais foram divididos
randomicamente em dois grandes grupos e alimentados com uma das duas dietas a seguir por

um periodo de 11 semanas:

a. Dieta controle (grupo C, 3,57 kcal/g de dieta, 12 animais);
b. Dieta hiperlipidica (grupo HL, 5,40 kcal/g de dieta, 12 animais).

A dieta controle consistiu de 76% de calorias provenientes de carboidratos, 10% de
lipidios, e 14% de proteinas, e a dieta hiperlipidica consistiu de 26% de calorias provenientes
de carboidratos, 60% de lipidios, e 14% de proteinas. O contedo mineral e de vitaminas de
ambas as dietas foi idéntico e seguiu o preconizado pelo American Institute of Nutrition’s -
AIN93 (Reeves et al., 1993) (Tabela 2).

Apdbs 11 semanas, 0s animais foram mais uma vez subdivididos randomicamente em
quatro grupos, com seis animais cada, por mais cinco semanas (da semana 11 até a semana

16), de acordo com o tratamento farmacoldgico que receberam:

e Grupo C néo tratado;
e Grupo HL ndo tratado;
e Grupo C-F (animais C tratados com fenofibrato);

e Grupo HL-F (animais HL tratados com fenofibrato).
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Fenofibrato foi administrado na dose de 150 mg/kg por gavagem orogastrica toda manhd
(8:00h).

3. 2. Massa corporal e ingestao energética

A massa corporal foi avaliada semanalmente (segunda-feira, 8:00h) para o ajuste da
ingestdo da droga em uma balanga digital (Marte A-1500; precisdo 0,01g). A ingestdo diaria
de energia por camundongo foi calculada multiplicando-se a ingestdo diaria de comida
(8:00h) pela energia da dieta (kJ/g de dieta).

3.3. Pressdo arterial

Durante as cinco semanas de administracdo da droga, a pressdo arterial foi aferida
semanalmente (sexta-feira, 8:00h) pelo método ndo invasivo da pletismografia da artéria da
cauda em animais conscientes (Letica LE 5100, Panlab, Barcelona, Spain). Porém, antes da
administracdo da droga e afericdo da pressdo arterial, os animais passaram por duas semanas

de adaptacdo para o0 método.
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Tabela 2 — Composicao das dietas controle (C) e hiperlipidica (HL).

Ingredientes (g/Kg)

Dieta

C HL

Caseina (> 85% de proteina)

Maisena

Sacarose

Oleo de soja

Banha de porco

Fibra

Mistura de vitaminas*
Mistura de minerais**
Cistina

Colina

Antioxidante

Total em gramas

Energia (Kcal/Kg)

Hidratos de carbono (%)

Proteinas (%)

Lipidios (%)

140,0 190,0
620,692 250,692

100,0 100,0
40,0 40,0
- 320,0
50,0 50,0
10,0 10,0
35,0 35,0
1,8 1,8
2,5 2,5
0,008 0,008

1.000,0 1.000,0

3573 5404
76 26
14 14
10 60

Mistura de vitaminas e de minerais™ segundo recomendacéo
da AIN-93M (Reeves et al., 1993; Wang et al., 1999).
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3. 4. Metabolismo de carboidratos

3.4.1. Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

O TOTG foi realizado no final do experimento (semana 16) para avaliar a tolerancia a
glicose. Para o TOTG, glicose a 25% em salina estéril (NaCl a 0,9%) foi administrada por
gavagem orogastrica ap6s um periodo de seis horas de jejum (1g de glicose/kg de peso
corporal). Para o teste, o sangue foi obtido por uma pequena incisdo na ponta da cauda do
animal e a glicemia foi medida com o auxilio de um glicosimetro (Accu-Check Performa,
Roche, Brasil) primeiramente antes da glicose e aos 15, 30, 60 e 120 minutos apds a
administragdo de glicose. A anélise da resposta a glicose no TOTG foi baseada na éarea sob a
curva (ASC), calculada usando a régua trapezoidal (GraphPad Prism version 5.03, GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

3.4.2. Teste intraperitoneal de tolerdncia & insulina (TITI)

O TITI foi realizado no final do experimento (semana 16) para avaliar a tolerancia a
insulina. O TITI foi feito ap6s um periodo de quatro horas de jejum usando uma dose de 1
Ul/kg de insulina i.p. (Humalog insulin lispro, Eli Lilly, Indianapolis USA). O sangue foi
obtido por uma pequena incisdo na ponta da cauda do animal e a glicemia foi medida com o
auxilio de um glicosimetro (Accu-Check, Performa, Roche, Brasil) primeiramente antes da
injecdo com insulina e aos 15, 30, 60 e 120 minutos apos a administracdo de insulina. A
analise da resposta a glicose no TITI foi baseada na ASC, calculada usando a régua
trapezoidal (GraphPad Prism version 5.03, GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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3.5. Eutanasia

Ao final do experimento os animais foram deixados em jejum durante seis horas (mas com
livre acesso a agua) e, entdo, foram profundamente anestesiados (sodium pentobarbital, 150
mg/kg i.p.). A cavidade tor4cica foi imediatamente aberta e amostras de sangue foram obtidas
por puncdo cardiaca atraves do atrio direito para analises biogquimicas. O sangue foi
centrifugado a 120xg por 15 minutos em temperatura ambiente e o plasma aliquotado e

armazenado a —20°C e —80°C até ser analisado.

O coracdo foi dissecado e lavado em solucdo fisioldgica até a remocao completa do sangue
e, entdo, o ventriculo esquerdo foi isolado e pesado (incluindo o septo interventricular). Uma
parte do ventriculo esquerdo foi armazenada a —80°C para analises por Western blotting.
Outra parte do ventriculo esquerdo foi armazenada em solucdo fixadora por 48 horas
(preparada na hora com formaldeido a 4% em tampé&o fosfato 0,1 M e pH de 7,2).

A cavidade abdominal também foi aberta e exposta e o figado e a gordura epididimaria
foram cuidadosamente dissecados e pesados. Amostras randomizadas foram rapidamente
obtidas de todas as regifes do figado e da gordura epididimaria, e, entdo, fixadas na mesma
solucéo fixadora antes descrita por 48 h em temperatura ambiente.

3.6. Metabolismo de lipidios — Analises bioquimicas

Aliguotas do plasma sanguineo armazenados a —20°C foram utilizadas para as analises
bioquimicas. Colesterol total (CT) sanguineo, TG e HDL foram dosados por método

enzimatico colorimétrico (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil).
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3.7. Andlise Milliplex

A insulina sérica foi dosada por Milliplex Map Immunoassay (Millipore, Billerica, MA,
USA, cat. no. MADPK-71K). A razdo insulina/glicose (I/G) foi calculada para avaliar e

comparar a resisténcia insulinica nos animais.

3.8. Estereologia do miocérdio

O ventriculo esquerdo foi incluido em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), entdo, seccdes com 5 um de espessura foram cortadas e coradas com hematoxilina e
eosina e picro Sirius red e imagens digitais foram obtidas com um sistema consistindo de um
microscopio Leica DMRBE (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) e uma camera
digital (Infinity 1-5¢, Lumenera Co., Otawa, ON, Canada). A espessura média do ventriculo
esquerdo foi determinada com quatro medidas por imagem obtidas em 0, 90, 180 e 270° e
analisadas com o software Image Pro Plus (versdo 7.01, Media Cybernetics, Silver Spring,
MD, USA).

A densidade de volume (Vv) dos cardiomidcitos (cmi) e dos capilares intramiocardicos
(cap) foi estimada por contagem de pontos com um sistema-teste composto por 36 pontos-
testes em pelo menos dez campos por animal, por ex. 36 x 10 x 6 = 2160 pontos-teste por
grupo. Considerando que a menor Vv obtida foi de 8,0%, o desenho estereologico para
estimar a Vv segue um erro padrdo aceitavel calculado de 0,049 ou P<0,05, baseado na
equacdo Pt = 0,453 * (1 - V) / (Vv * E2). O sistema-teste foi produzido com o sistema
baseado na web pelo STEPanizer? (Figura 8) (Tschanz et al., 2011). A &rea seccional média
do cardiomiécito (A[cmi]) foi estimada como Vv[cmi]/2.Qa[ncmi] (um?) sendo Qa[ncmi] =
N[ncmi]/Ar (N[ncmi] é o numero de perfis de nucleos de cmi contados na area-teste, Ar)

(Mandarim-de-Lacerda, 2003). Duas linhas consecutivas da area-teste foram consideradas

! (http://www.ou.edu/research/electron/bmz5364/calc-stereology.html)
2 (www.stepanizer.com)
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como “linhas proibidas” para evitar superestimacdo (Gundersen, 1977). A razdo

Vv[cmi]/Vv[cap] foi usada para avaliar a vasculariza¢do intramiocéardica.
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Figura 8 — Estereologia do ventriculo esquerdo. A densidade de volume (Vv) dos
cardiomidcitos (cmi) e dos capilares intramiocérdicos (cap) foi estimada por contagem de
pontos com um sistema-teste composto por 36 pontos-testes, e 0 numero de perfis de nucleos
de cmi contados na area-teste, Ar. O sistema-teste foi produzido com o sistema baseado na
web pelo STEPanizer (www.stepanizer.com) e imagens digitais adquiridas para a analise.

3.9. Western blotting para ANG Il, AT1IR e AT2R

As proteinas do ventriculo esquerdo foram extraidas utilizando tampdo gelado para
homogeneizacdo contendo inibidores de proteases (cloreto de s6dio a 150 mM, NP-40 a 1,0%,
Tris a 50 mM, pH 8,0, 1 pg/ml de coquetel de inibidor de protease, Sigma-Aldrich, MO,
USA). Os homogenatos resultantes foram centrifugados a 8640xg duas vezes por 15 min a
4°C, os infranadantes aliquotados e armazenados a —80° C até serem usados. Amostras
contendo 10 pg/ml de proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
com SDS a 10%. Marcadores coloridos (BIO-RAD, Hercules, USA) foram usados como


http://www.stepanizer.com/
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marcadores de pesos moleculares. As proteinas foram, entdo, transferidas para membranas de
fluoreto de polivinilideno (PVDF; Amersham Biosciences, PiCataway, NJ, USA), que foram
incubadas em leite desnatado em pé a 5% (wt/vol) dissolvido em T-TBS (contendo Tris-HCL
a 20 mM com pH 7,5, NaCl a 0,5 mM, Tween 20 a 0,05%) por 1,5 hora em temperatura
ambiente para o blogueio de sitios de ligagdes. Em seguida, a membrana foi incubada com um
dos seguintes anticorpos: anticorpo policlonal para angiotensina Il anti-mouse (Abcam, CA,
USA), anticorpo policlonal para AT1R anti-mouse (Santa Cruz, CA, USA), anticorpo
policlonal para AT2R (Santa Cruz, CA, USA), e anticorpo monoclonal para beta-actina anti-
mouse (Santa Cruz, CA, USA) em T-TBS overnight a 4°C. O anticorpo monoclonal para beta-
actina anti-mouse foi usado para corrigir os valores. Ap6s lavagem intensa em T-TBS, as
membranas foram incubadas por uma hora em temperatura ambiente com anticorpo
secundario acoplado a peroxidase anti-goat ou anti-mouse em T-TBS, de acordo com a
especificacdo do anticorpo primario. A membrana foi, entdo, incubada com reagente de
deteccdo de quimioluminescéncia aumentada (ECL, Amersham BioCiences, PiCataway, NJ,
USA) e exposto a um filme de raio-x. A analise densiométrica das imunomarcacdes foi
realizada através do software Image Pro Plus (versdo 7.01, Media Cybernetics, Silver Spring,
MD, USA).

3.10. Morfometria do adipdécito

Fragmentos randomizados da gordura epididimaria passaram pelos processos histolégicos
de rotina para a microscopia de luz, foram incluidos em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA), seccionados a 5 um de espessura e corados em hematoxilina e eosina.
Imagens digitais aleatorias dos cortes da gordura epididimaria foram adquiridas (microscopio
Leica DMRBE, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany, e camera digital Infinity 1-
5c¢, Lumenera Co., Otawa, ON, Canada). A média do diametro do adipécito foi medida
usando o software Image Pro Plus (verséo 7.01, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA)
(Figura 9). Ao menos 50 adipocitos foram analisados por camundongo, totalizando 300
adipdcitos por grupo (Fernandes-Santos et al., 2009; Frantz et al., 2011).
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Figura 9 — Morfometria do adipdcito. Imagens digitais foram adquiridas e a média do
didametro do adipdcito foi medida usando o software Image Pro Plus (versdo 7.01, Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA)

3.11. Esteatose hepética

Fragmentos randomizados do figado passaram pelos processos histolégicos de rotina para
a microscopia de luz, foram incluidos em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA), seccionados a 5 pum de espessura e corados em hematoxilina e eosina. Cortes ndo
consecutivos do figado foram obtidos e cinco campos aleatérios por animal foram analisados.
O Vv da esteatose hepatica foi estimada por contagem de pontos como descrito previamente.
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3.12. Analise dos dados

Os dados sdo mostrados como média e erro padrdo da média. Os dados foram testados para
a normalidade e homogeneidade de variancias, e, entéo, as diferengas entre os grupos foram
testadas por one-way ANOVA e pos-teste de Tukey. O teste t de Student foi usado para
comparar dados entre os grupos C e HL até a semana 11 (Prism versdo 5.03, GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). Para todas as analises, um valor de P< 0,05 foi considerado

estatisticamente significante.
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4. RESULTADOS

4.1. Ingestdo alimentar e de energia, massa corporal, e pressdo arterial

Os animais HL ingeriram menos comida que os animais C (33% a menos; ANOVA,
P<0,0001), e o tratamento com fenofibrato ndo alterou a ingestdo alimentar (Tabela 3). Por
outro lado, os animais HL tiveram uma ingestéo de energia maior (17% maior que 0s animais
C; ANOVA, P<0,0001), e, mais uma vez, fenofibrato ndo teve efeito comparando 0s grupos
HL e C (Tabela 3).

Apbs 11 semanas de dieta, o grupo HL foi 17% mais pesado que o grupo C (ANOVA,
P<0,001). A massa corporal do grupo HL-F foi reduzida e, apds trés semanas de tratamento
(semana 14), alcancou valores semelhantes aos do grupo C. Ao final do experimento (semana
16), os animais HL-F tiveram uma massa corporal 18% menor que os animais HL (ANOVA,
P<0,001) (Figura 10). Em adicdo, fenofibrato ndo alterou a massa corporal nos animais

alimentados com a dieta controle (grupo C-F).

A ingestdo da dieta HL resultou na elevagédo da presséo arterial no grupo HL. Ao final do
experimento (semana 16), os animais HL mostraram uma presséo arterial 12% maior que 0s
animais C (ANOVA, P<0,001). Fenofibrato foi eficiente em reduzir em 7% a pressdo arterial
nos animais HL-F em comparacdo com os animais HL ndo tratados (ANOVA, P<0,05)
(Figura 11).
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Figura 10 — Evolucdo da massa corporal (média e erro padrdo da média, n = 6 animais em
cada grupo). Abreviacdes: C, dieta controle; C-S, dieta controle mais fenofibrato; HL, dieta
hiperlipidica; HL-F, dieta hiperlipidica mais fenofibrato. One-way ANOVA e poés-teste de
Tukey: quando comparados, P<0,05; se: T quando comparado com C, I com HL.
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Figura 11 — Pressdo arterial sistdlica (média e erro padrdo da média, n = 6 animais em cada
grupo). AbreviacBes: C, dieta controle; C-S, dieta controle mais fenofibrato; HL, dieta
hiperlipidica; HL-F, dieta hiperlipidica mais fenofibrato. Note que a administracdo de
fenofibrato reduziu a pressdo arterial sistélica desde 0 comeco do tratamento. Nas semanas 15
e 16, o grupo HL-F foi diferente do grupo HL e semelhante ao grupo C. One-way ANOVA e
pos-teste de Tukey: quando comparados, P<0,05; se: T quando comparado com C, £ com HL.
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4.2. Metabolismo de carboidratos

A dieta HL aumentou a glicemia de jejum nos animais HL (aumento de 25% quando
comparada a dos animais C; ANOVA, P<0,01), mas o tratamento com fenofibrato ndo foi
eficiente em reduzir esta glicemia (Tabela 3). A dieta HL também resultou em intolerancia a
glicose, avaliada pela ASC do TOTG (Figura 12). Ela foi 34% maior nos animais HL que nos
animais C (ANOVA, P<0,0001), porém fenofibrato foi habil em reduzir em 5% a ASC do
TOTG (ANOVA, P<0,0001) nos animais HL-F quando comparada ao do grupo HL.
Inexplicavelmente, a administracdo de fenofibrato no grupo C-F provocou um aumento na
ASC do TOTG (14% maior que no grupo C; ANOVA, P<0,001).

Os niveis de insulina também foram aumentados nos animais HL comparados com 0s
animais C (aumento de 35%; ANOVA, P<0,0001). Apds o tratamento com fenofibrato, os
niveis de insulina nos animais HL-F foram proximos daqueles dos animais C (com uma
reducdo de 22% comparados com os animais HL; ANOVA, P<0,0001) (Tabela 3). A
tolerancia a insulina foi avaliada pela ASC do TITI (Figura 13) e os animais HL mostraram
uma ASC maior que os animais C (31% maior; ANOVA, P<0,0001), enquanto que a
administracdo de fenofibrato reduziu em 24% a ASC do TITI nos animais HL-F comparados
com os animais HL (ANOVA, P<0,0001), com valores proximos daqueles dos animais C. A
razdo I/G diminuiu 38% dos animais C para os animais C-F (ANOVA, P<0,001) e aumentou
26% dos animais C para os animais HL (ANOVA, P<0,001). Mais uma vez, fenofibrato
reduziu a razdo I/G em 34% dos animais HL para os animais HL-F (ANOVA, P<0,001)
(Tabela 3). Esses dados mostram uma melhora da resisténcia a insulina com o tratamento com

fenofibrato nos animais HL-F.
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Figura 12 — Curva do teste oral de tolerancia a glicose (TOTG). A éarea sob a curva (ASC)
mostra significativas diferencas entre os grupos (média e erro padrdo da média, n = 6 animais
em cada grupo). AbreviacOes: C, dieta controle; C-S, dieta controle mais fenofibrato; HL,
dieta hiperlipidica; HL-F, dieta hiperlipidica mais fenofibrato. One-way ANOVA e poés-teste
de Tukey: quando comparados, P<0,05; se: T quando comparado com C, § com HL.

or 800
© ¢ % cF & HL - HLT T
-
= 600}
3 1 1
=
£ ¢ - [
© @
RIS 5
ET =
400f

8 &)
O
= 4 2]
2 <
E L
- 200f

2k

L L L 1 L Il L ]
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0
Minutos C C-F HL HL-F

Figura 13 — Curva do teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (TITI). A area sob a curva
(ASC) mostra significativas diferencas entre os grupos (média e erro padrdo da média, n = 6
animais em cada grupo). Abreviagdes: C, dieta controle; C-S, dieta controle mais fenofibrato;
HL, dieta hiperlipidica; HL-F, dieta hiperlipidica mais fenofibrato. One-way ANOVA e p0s-
teste de Tukey: quando comparados, P<0,05; se: T quando comparado com C, { com HL.
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4.3. Metabolismo de lipidios

Os dados sdo mostrados na Tabela 3. Os lipidios sanguineos aumentaram apds 16 semanas
de dieta HL. CT foi 36% maior nos animais HL que nos animais C (ANOVA, P<0,0001),
mas a administracdo de fenofibrato foi eficiente em reduzir em 21% o CT nos animais HL-F
em relacdo aos animais HL néo tratados (ANOVA, P<0,001). O grupo HL teve os niveis de
TG 23% maiores que o grupo C (ANOVA, P<0,001), e o fenofibrato mais uma vez foi
eficiente em reduzir em 31% os TG nos animais HL-F (ANOVA, P<0,0001), que mostraram
valores proximos daqueles dos animais C. O HDL foi menor nos animais HL que nos animais
C (30% menor; ANOVA, P<0,0001). Fenofibrato foi eficiente em aumentar o HDL em 24%
nos animais HL-F em relagdo aos animais HL (ANOVA, P<0,001). Porém, fenofibrato néo

alterou os lipidios sanguineos no grupo C-F em relacdo aos do grupo C ndo tratado.

4.4 Ventriculo esquerdo

Os animais HL tiveram a massa do ventriculo esquerdo maior que os animais C (16%
maior; ANOVA, P<0,001). O tratamento com fenofibrato reduziu a massa do ventriculo
esquerdo nos animais HL-F em comparacdo ao dos animais HL (reducdo de 20%; ANOVA,
P<0,001), mas com nenhuma diferenca em comparacdo ao dos animais C (Tabela 3). A
espessura do ventriculo esquerdo também foi maior nos animais HL quando comparada com a
dos animais C (12% maior; ANOVA, P<0,001), e, mais uma vez, fenofibrato reduziu este
pardmetro nos animais HL-F (reducdo de 18% quando comparada a dos animais HL;
ANOVA, P<0,001), que mostrou valores proximos daqueles dos animais C (Figura 14 e
Tabela 3).

A A[cmi] foi maior ap6s 16 semanas com dieta HL (aumento de 26% comparada com a do
grupo C; ANOVA, P<0,0001), e o tratamento com fenofibrato foi eficiente em atenuar a
hipertrofia do cardiomiocito nos animais HL-F, que tiveram uma reducdo de 14% quando

comparados com os animais HL (ANOVA, P<0,0001), por ex. os valores foram proximos
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daqueles dos animais C (Figura 15). A densidade de capilares intramiocéardicos foi reduzida
nos animais HL (reducéo de 61% comparada com a dos animais C; ANOVA, P<0,0001), e o
tratamento com fenofibrato foi capaz de melhorar a vascularizacdo miocardica em 36% nos
animais HL-F em relacdo aos animais HL ndo tratados (ANOVA, P<0,001) (Figura 16). A
Figura 17 mostra a aparéncia do miocardio em todos os grupos do presente estudo, delineando
0 contorno de um cardiomiécito tipico em cada grupo, bem como os capilares

intramiocardicos.

Tabela 3 — Consumo alimentar e energético, metabolismo de carboidratos e lipidios,
biometria da gordura epididiméria, figado, e ventriculo esquerdo. Dados expressos em
médiaxtEPM. One way ANOVA e poés-teste de Tukey: nos casos sinalizados, quando

comparados, P<0,05; se: 1+ quando comparado com C, £ com HL.

Grupos
Parametros
C C-F HL HL-F

Dieta (g/dia/animal) 35+0,2 35+0,1 2,8+0,17 2,7+0,17
Energia (kJ/dia/animal) 524+22 522+16 627+07"  615+24
Glicemia de jejum (mmol/L) 6,1+0,3 6,9+0,3 8,1+0,3" 8,6+0,2
Insulina (LUI/mI) 241+11 183+13 376+12" 293%25
1/G (Ul/mol) 400+0,26 248+025" 504+018" 3,32+0,23"
Colesterol total (mg/dL) 126,2+5,0 141,8+31 197,0+4,2" 1557 +33"
Triglicerideos (mg/dL) 338+21 312+19 438+25"  301+17*
HDL (mg/dL) 350+26 31,8+19 245+13" 323%10°
Ventriculo esqg. (mg) 885+62 820+17 1050+45" 83622
(Eni"rf)ssura doventriculoesq. 1 474000 138+006 1,72+005" 140+ 0,03"
Gordura epididiméria (mg) 145+255 108+187 293+247" 187 +156*
Figado (mg) 25+01 1,8+01' 31+0,1" 1,7+0,1"

Dados expressos em médiatEPM. One way ANOVA e pds-teste de Tukey: nos casos sinalizados, quando
comparados, P<0,05; se: T quando comparado com C, I com HL.
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Figura 14 — Cortes transversais do ventriculo esquerdo ao nivel dos musculos papilares para
medir a espessura ventricular. Abreviagdes: C, dieta controle; C-S, dieta controle mais
fenofibrato; HL, dieta hiperlipidica; HL-F, dieta hiperlipidica mais fenofibrato. A espessura
da parede livre do ventriculo esquerdo foi maior nos animais HL quando comparada com a
dos animais C (1,7£0,05 mm vs.1,5£0,02 mm, 12% maior; ANOVA, P<0,001).
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Figura 15 — Area seccional média do cardiomiécito (média e erro padrdo da média, n = 6
animais em cada grupo). Abreviagdes: C, dieta controle; C-S, dieta controle mais fenofibrato;
HL, dieta hiperlipidica; HL-F, dieta hiperlipidica mais fenofibrato. One-way ANOVA e p0s-
teste de Tukey: quando comparados, P<0,05; se: T quando comparado com C, § com C-S, i
com HL.



-62-

(=]
]

Capilar/Miécito (%)

C C-F HL HL-F

Figura 16 — Razdo entre a densidade de volume dos capilares intramiocardicos e o
cardiomidcito. AbreviagOes: C, dieta controle; C-S, dieta controle mais fenofibrato; HL, dieta
hiperlipidica; HL-F, dieta hiperlipidica mais fenofibrato. One-way ANOVA e pds-teste de
Tukey: quando comparados, P<0,05; se: T quando comparado com C, } com HL.
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Figura 17 — Fotomicrografias do miocardio (corado com picro Sirius red em todos 0s grupos)
em todos 0s grupos mostrando cardiomidcitos e capilares. Em cada grupo, um cardiomidcito
tipico foi circulado (linha pontilhada) e alguns exemplos de capilares foram indicados (setas).
Abreviacoes: C, dieta controle; C-S, dieta controle mais fenofibrato; HL, dieta hiperlipidica;

HL-F, dieta hiperlipidica mais fenofibrato.
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4.5. Western blotting para ANG 11, AT1IR e AT2R

A expressdo proteica de ANG Il foi 33% maior nos animais HL que nos animais C
(ANOVA, P<0,0001). Fenofibrato foi eficiente em reduzir em 13% a expressdo proteica de
ANG Il no grupo HL-F em comparacdo ao do grupo HL (ANOVA, P<0,0001). Fenofibrato
aumentou a expressao de ANG Il em 11% no grupo C-F em comparagdo com a do grupo C
(ANOVA, P<0,0001) (Figura 18). A expressdo proteica de AT1R foi 43% maior no grupo
HL que no grupo C (ANOVA, P<0,0001), e foi reduzida pelo tratamento com fenofibrato em
27% no grupo HL-F comparada com a do grupo HL (ANOVA, P<0,0001). O grupo C-F
também mostrou uma expressdo 17% maior de AT1R que a do grupo C (ANOVA, P<0,0001)
(Figura 19). A expressdo proteica de AT2R foi reduzida em 15% nos animais HL comparada
a dos animais C (ANOVA, P<0,01). O tratamento com fenofibrato aumentou em 12% a
expressao de AT2R no grupo HL-F em relacdo ao grupo HL (ANOVA, P<0,01) (Figura 20).

4.6. Morfometria do tecido adiposo

Os animais HL mostraram uma massa epididimaria aumentada quando comparados com 0s
animais C (aumento de 51%; ANOVA, P<0,0001). A administracdo de fenofibrato reduziu a
massa de gordura em 36% (ANOVA, P<0,0001) nos animais HL-F comparada com a dos
animais HL, que mostraram uma massa similar a dos animais C (Tabela 3). Os animais HL
também mostraram hipertrofia do adipécito (diametro 19% maior comparada com a do grupo
C; ANOVA, P<0,01), a qual foi reduzida pelo tratamento com fenofibrato (reducéo de 15%
comparada a dos animais HL; ANOVA, P<0,01) (Figura 21).



- — e —— T - ——
\ Y ) \ y ) | Y J | )
160¢ C C-F HL HL-F
|
T1

——

QO 1204 T

(@] I
= 5
o
£ 5
0w o
ch g 80
o=
o >
D ©
S0
< <2

X 40f

S—

OI
C C-F HL HL-F

Figura 18 — Western blotting da expressdo de Angiotensina Il no ventriculo esquerdo
corrigido por beta-actina (média e erro padrdo da média, n = 6 animais em cada grupo).
Abreviagoes: C, dieta controle; C-S, dieta controle mais fenofibrato; HL, dieta hiperlipidica;
HL-F, dieta hiperlipidica mais fenofibrato. One-way ANOVA e pds-teste de Tukey: quando
comparados, P<0,05; se: 1+ quando comparado com C, I com HL.
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Figura 19 — Western blotting da expressdo do receptor tipo 1 da Angiotensina Il no ventriculo
esquerdo corrigido por beta-actina (média e erro padrdo da média, n = 6 animais em cada
grupo). AbreviagOes: C, dieta controle; C-S, dieta controle mais fenofibrato; HL, dieta
hiperlipidica; HL-F, dieta hiperlipidica mais fenofibrato. One-way ANOVA e pds-teste de
Tukey: quando comparados, P<0,05; se: T quando comparado com C, { com HL.
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Figura 20 — Western blotting da expressdo do receptor tipo 2 da Angiotensina Il no ventriculo
esquerdo corrigido por beta-actina (média e erro padrdo da média, n = 6 animais em cada
grupo). AbreviagOes: C, dieta controle; C-S, dieta controle mais fenofibrato; HL, dieta
hiperlipidica; HL-F, dieta hiperlipidica mais fenofibrato. One-way ANOVA e pds-teste de
Tukey: quando comparados, P<0,05; se: T quando comparado com C, { com HL.
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4.7. Esteatose Hepatica

A massa do figado aumentou apds a alimentacdo com a dieta HL (aumento de 18%
comparada a do grupo C; ANOVA, P<0,0001), e foi reduzida com o tratamento com
fenofibrato (redugdo de 45% nos animais HL-F comparada a dos animais HL; ANOVA,
P<0,0001). A massa do figado nos animais HL-F também foi menor quando comparada com
a dos animais C (33% menor; ANOVA, P<0,0001). O tratamento com fenofibrato também
reduziu a massa do figado nos animais C-F, que mostrou uma reducdo de 27% em relacdo aos
animais C (ANOVA, P<0,0001) (Tabela 3). A esteatose hepatica mostrou 0 mesmo
comportamento. A esteatose foi 70% maior nos animais HL que nos animais C (ANOVA,
P<0,0001), e reduzida em 42% nos animais HL-F comparada com a dos animais HL
(ANOVA, P<0,0001). Fenofibrato também reduziu a esteatose no figado dos animais C-F
comparada com a dos animais C (reducdo de 57%; ANOVA, P<0,0001) (Figura 22).
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Figura 21 — Diametro dos adipdcitos no tecido adiposo apididimario (média e erro padrdo da
média, n = 6 animais em cada grupo). Abreviagdes: C, dieta controle; C-S, dieta controle mais
fenofibrato; HL, dieta hiperlipidica; HL-F, dieta hiperlipidica mais fenofibrato. Notar nas
fotomicrografias (hematoxilina e eosina em todos os grupos) adipdcitos hipertrofiados no
grupo HL a adip6citos com morfologia semelhante ao do grupo C em HL-F. One-way
ANOVA e poés-teste de Tukey: quando comparados, P<0,05; se: T quando comparado com C,
T com HL.
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Figura 22 — Esteatose hepatica (média e erro padrdo da média, n = 6 animais em cada grupo).
Abreviagoes: C, dieta controle; C-S, dieta controle mais fenofibrato; HL, dieta hiperlipidica;
HL-F, dieta hiperlipidica mais fenofibrato. Notar nas fotomicrografias (hematoxilina e eosina
em todos 0s grupos) a presencga abundante de esteatose micro e macrovesicular no grupo HL e
reducdo da esteatose no grupo HL-L. One-way ANOVA e poés-teste de Tukey: quando
comparados, P<0,05; se: 1+ quando comparado com C, I com HL.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, os animais HL receberam uma grande quantidade de energia e,
consequentemente, tiveram uma maior massa corporal e também um metabolismo de glicose
alterado. A administracdo de fenofibrato atenuou o aumento da massa corporal causado pela
dieta, assim como o metabolismo de glicose. Fenofibrato foi eficiente em diminuir os niveis
séricos de insulina e melhorar a tolerancia a glicose e a resisténcia insulinica. CT, TG e HDL
foram todos melhorados nos animais HL-F, assim como a pressdo arterial elevada foi
atenuada pelo tratamento com fenofibrato. A expressdo cardiaca das proteinas ANG Il e
ATI1R foram significativamente reduzidas pelo tratamento com fenofibrato, assim como a

expressao de AT2R foi melhorada.

Os animais alimentados com dieta HL e tratados com fenofibrato ndo mostraram
significativa hipertrofia do ventriculo esquerdo como mostrado pelos animais ndo tratados.
Como uma consequéncia da reducéo da hipertrofia do cardiomiocito com fenofibrato, ocorreu
melhora da relacdo entre o cardiomidcito e os capilares intramiocardicos, que € um bom

marcador da melhor perfusdo miocérdica nestes animais.

Existem evidéncias de que a obesidade induzida por dieta em camundongos esta associada
com aumento modesto da pressdo arterial (Williams et al., 2003). No presente trabalho, os
animais HL tiveram maior pressdo arterial comparados com os animais C e a administracdo
de fenofibrato diminuiu essa pressao arterial nos animais HL-F. O efeito redutor da ativacédo
do PPAR-alfa pelo fenofibrato envolve a reducdo da IL-6 plasmatica e da ciclooxigenase-2
(COX-2), concomitante ao aumento da expresséo do citocromo P450 4A (CYP4A) (Lee et al.,
2011). Por outro lado, ANG I estimula a producéo de IL-6 em varios tipos celulares e a IL-6
contribui significativamente pra o controle da hipertensdo arterial em animais sensiveis ao sal
(Lee et al., 2006). A inibicdo da sinalizacdo de IL-6 € sugerida como uma terapia potencial
para a hipertensdo arterial e hipertrofia cardiaca (Diep et al., 2004; Coles et al., 2007), e, no
presente trabalho, o tratamento com fenofibrato mostrou uma expressdo cardiaca diminuida
de ANG Il nos animais HL-F, que pode estar relacionada com a reducdo da presséo arterial

gue esses animais apresentaram.

AlteragBes na ingestdo de gordura na dieta modula a reatividade vascular em resposta a

ANG 1 e espécies reativas de oxigénio, bem como a expressao dos receptores vasculares para
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ANG 11 e endotelina. Assim, a ingestdo de gordura na dieta pode afetar diretamente o risco
cardiovascular (Mundy et al., 2007). Ainda, fenofibrato melhora a hipertrofia do ventriculo
esquerdo induzida por aldosterona independentemente de um efeito na pressdo arterial
diminuir a fibrose na matriz extracelular alterada (Lebrasseur et al., 2007; De Silva et al.,
2009). Embora a alteracdo da fibrose miocardica ndao tenha sido o objetivo do presente
trabalho, observou-se que os animais HL hipertensos tiveram a massa e a espessura do
ventriculo esquerdo aumentadas, bem como hipertrofia de cardiomidcitos. A administracédo de

fenofibrato nesses animais reduziu de forma eficiente essas alteracdes.

O fenofibrato é considerado um mediador dos efeitos benéficos observados no
remodelamento cardiaco por inibir a morte celular programada e as quinases ativadas pelo
estresse. Sabe-se que o fenofibrato inibe a rota de morte mitocondrial dependente da MAPK e
da JNK (quinase terminal c-Jun NH2), na apoptose induzida por aldosterona de midcitos
ventriculares (De Silva et al., 2009). A inibicdo da rota JNK em cultura de cardiomidcitos
reforca que a ativagdo do PPAR-alfa interfere com a rota de sinalizacdo da hipertrofia
cardiaca induzida por endotelina-1 através da regulacdo negativa da atividade de ligacdo da
proteina ativadora-1 (AP-1) (Irukayama-Tomobe et al., 2004b). O efeito negativo do ativador
PPAR-alfa, fenofibrato, na hipertrofia cardiaca induzida por endotelina-1 pode ser devida
parcialmente a inibicdo da proteina-quinase ativada por mitdgeno p38 no crescimento
hipertréfico do cardiomidcito e da rota de sinalizacdo da expressdo génica (Irukayama-
Tomobe et al., 2004a).

Os efeitos benéficos do tratamento com fenofibrato sobre o remodelamento do ventriculo
esquerdo no grupo HL-F, com reducdo da massa e da espessura do ventriculo esquerdo, e
reducdo da hipertrofia do cardiomidcito, pode ser em parte explicada por seus efeitos sobre o
SRA. Observou-se que a administracdo de fenofibrato reduziu as expressdes de ANG Il e
ATI1R no coragédo e aumentou a expressao de AT2R. A ativacdo do PPAR-alfa controla os
efeitos pressores e vasoconstritores do AT1R, e durante o bloqueio do AT1R a ativagdo do
PPAR-alfa leva a hipotensdo em associagdo com a ativacdo do AT2R por um mecanismo
provavelmente envolvendo a produgdo de 6xido nitrico (Banks e Oyekan, 2008). Além disso,
0 agonista PPAR-alfa AVE8134 preveniu a hipertrofia miocérdica, a fibrose e a disfuncéo
cardiaca em ratos com ligacdo permanente da artéria corondaria esquerda, provavelmente por
um efeito direto na hipertrofia do cardiomiocito, mas também indiretamente via sinalizacéo

do mondcito e aumento da produgdo de dxido nitrico endotelial (Linz et al., 2009).
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Em animais hipertensos, a ANG Il cardiaca agindo via AT1R aumenta a inflamac&o, o
estresse oxidativo e a morte celular (mais provavelmente via diminui¢cdo da regulacdo da
quinase Pl 3 e Akt), contribuindo para a hipertrofia e fibrose cardiaca (Xu et al., 2010b).
Camundongos transgénicos que superexpressam AT1R humano no coracdo desenvolvem
hipertrofia cardiaca. A contratilidade cardiaca e os mecanismos que fundamentam a dindmica
excitacdo-contracdo sio alterados. E provavel que estas mudancgas sejam atribuiveis ao
aumento da atividade do SRA devido a superexpressao do AT1R (Rivard et al., 2011). Baixo
nivel da atividade do AT1R local no miocardio diferenciado causa hipertrofia cardiaca
compensatéria, que é massa miocardica aumentada, mas com retencdo da funcdo normal,
embora a curto prazo a estimulagdo aumentada possa induzir disfungdo cardiaca com
dilatacdo, fracdo de ejecdo reduzida e fibrose aumentada, mesmo na auséncia de alteracdo na
pressdo arterial sistémica (Ainscough et al., 2009), que leva a incidéncia aumentada de

arritmias cardiacas associadas com retardo na repolarizacdo cardiaca (Rivard et al., 2008).

Insuficiéncia cardiaca avancada é frequentemente associada com a capacidade reduzida de
oxidacdo de acidos graxos. A hipertrofia cardiaca induzida por ANG Il esta associada com
reducdo das expressdes de PPAR-alfa e de mRNA de enzimas do metabolismo de &cidos
graxos (Pellieux et al., 2006). A ativacdo do PPAR-alfa neutraliza esta reducdo mediada por
ANG Il da rota de oxidacdo de &cidos graxos. A exposicao prolongada de midcitos cardiacos
a ANG Il reduz a regulacdo da rota de oxidacdo de acidos graxos mediada pela sintese
aumentada de TNF-alfa (Pellieux et al., 2009). A disfuncéo cardiaca de ratos obesos pode ser
melhorada pela reducdo dos niveis de AGL. O acumulo de lipidios intramiocardicos aumenta
o risco de insuficiéncia cardiaca em ratos obesos pelo aumento da atividade do SRA e dos
niveis proteicos de NF-kB e da sintase de o6xido nitrico indutivel no miocardio (Sun et al.,
2011).

Agonista PPAR-alfa melhora o perfil lipidico, a sensibilidade insulinica e o balango
energético em modelos animais (Chen et al., 2008). Fenofibrato diminui eficientemente os
niveis de VLDL-triglicérides e aumenta os niveis de HDL-colesterol em humanos e em
camundongos. Mais do que isso, o fenofibrato aumenta o HDL-colesterol por reduzir a
transferéncia dependente da proteina de transferéncia colesteril-éster (PTCE) de colesterol de
HDL para VLDL, visto pela baixa expressdo hepéatica de PTCE e a reduzida quantidade
plasmatica de VLDL (van der Hoogt et al., 2007). Em concordéancia com esses relatos, 0s
animais HL-F do presente estudo, tratados com fenofibrato, tiveram reducdo dos niveis de

colesterol e triglicérides e aumento de HDL comparados com 0s animais ndo tratados.
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A dieta hiperlilpidica induz a resisténcia insulinica em camundongos. Em animais com
estenose de aorta iatrogénica ha alteracbes metabdlicas acompanhadas por aumento do
remodelamento e disfuncdo do ventriculo esquerdo, destacando o impacto da resisténcia
insulinica no desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca induzida por esta sobrecarga da
pressao arterial (Raher et al., 2008). A lesdo miocardica observada na obesidade induzida por
dieta é menos favoravel que em individuos ndo obesos, pois a resisténcia insulinica associada
a obesidade leva a uma significativa deposicdo lipidica no tecido cardiaco e a hipertrofia
cardiaca concéntrica. Existe remodelamento miocardico adverso em camundongos obesos em
resposta ao infarto miocardico e reperfusdo que pode ser prejudicial ao coracdo, levando a
insuficiéncia cardiaca (Thakker et al., 2006).

O fenofibrato é conhecido por inibir o desenvolvimento do diabetes tipo 2 induzido por
dieta hiperlipidica e estresse oxidativo (Xie et al., 2007). A ativacdo do PPAR-alfa em
roedores melhora a sensibilidade insulinica por diminuir lipidios ectépicos em tecidos ndo
adiposos. O fenofibrato ndo apenas reduz os niveis circulantes de AGL e triglicérides, mas
também normaliza a hiperinsulinemia e a hiperglicemia em camundongos obesos. A glicemia
de camundongos tratados com fenofribrato foi significativamente reduzida no teste
intraperitoneal de tolerancia a glicoseem comparagdo com os camundongos controles obesos
(Jeong e Yoon, 2009). O mesmo aconteceu com o0s animais alimentados com dieta
hiperlipidica do presente estudo que tiveram uma melhora da tolerdncia a glicose e da

resisténcia insulinica apds o tratamento com fenofibrato.

Observamos as modificacdes estruturais e metabdlicas que ocorrem em camundongos
devidas a dieta hiperlipidica. O fenofibrato teve resultados benéficos no tratamento desses
animais. O presente estudo tem o potencial de fornecer dados que podem ser significativos
para a translacdo para humanos no tratamento de alteracdes relacionadas a resisténcia a

insulina e ao diabetes tipo Il que cada vez mais sdo prevalentes na populacao.
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6. CONCLUSAO

A dieta hiperlipidica em camundongos C57BI/6 causa alteracbes metabdlicas que
mimetizam a SM em humanos, observadas pelo aumento da massa corporal seguido por
hiperinsulinemia e resisténcia a insulina. Além disso, o perfil lipidico foi prejudicado com
elevacdo do CT e TG, seguidos pela hipertrofia dos adipdcitos da gordura epididimaria e
esteatose hepatica. Os animais com excesso de massa corporal tiveram pressdo arterial
aumentada e, como consequéncia, ventriculo esquerdo e cardiomidcitos hipertrofiados. Estas
alteracdes se devem, em parte, a uma desregulacdo do SRA, representado pelo aumento da
expressao proteica de ANG Il e AT1R, e diminuicdo de AT2R. Contudo, o tratamento com
fenofibrato reduziu a pressao arterial e a hipertrofia cardiaca com efeitos atenuantes sobre o
SRA. Estes efeitos sdo seguidos por melhora da resisténcia a insulina e do perfil lipidico. Os
dados indicam as agdes benéficas do tratamento com fenofibrato, um agonista PPAR-alfa,
sobre 0 SRA e remodelamento cardiaco em camundongos alimentados com dieta

hiperlipidica.
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