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RESUMO

AQUINO, Julio César Fraulob. Rosuvastatina, resisténcia a insulina, adiposidade,
inflamacé&o e esteatose hepética em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica.2011. 98f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) em
2011 - Instituto de Biologia Alberto Alcantara Gomes,Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

O estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da rosuvastatina (ST) e
darosiglitazona sobre a resisténcia a insulina (RI), morfologia do figado e do tecido
adiposo em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (HF). O tratamento
com rosuvastatina resultou em uma acentuada melhoria na sensibilidade a insulina
caracterizada pela melhor depuracdo da glicose durante o teste de tolerancia a
insulina e uma reducédo do indice HOMA-IR em 70% (P = 0,0008). O grupo tratado
com rosuvastatina apresentou reducdo no ganho massa corporal (-8%, P <0,01) e
menor depdsito de gordura visceral (-60%, P <0,01) em comparagcdo com 0 grupo
HF né&o tratado. Em comparacdo com camundongos HF, animais do grupo HF+ST
reduziram significativamente a massa hepética e a esteatose hepética (-6%; P
<0,05% e -21; P <0,01, respectivamente). O grupo HF+ST, reduziu os niveis de
triglicerideos hepéticos em 58% comparado com o grupo HF (P <0,01). Além disso,
a expressao de SREBP-1c (proteina 1c ligadora do elemento regulado por esterdis)
foi reduzido em 50% no figado dos animais HF + ST (P <0,01) em compara¢do com
o grupo HF. Os niveis de resistina foram menores no grupo HF + ST comparado
com o grupo HF (44% a menos, P <0,01). Em conclusdo, demonstramos que
camundongos alimentados com dieta HF tratados com rosuvastatina melhoram a
sensibilidade a insulina, com reducdo da esteatose hepatica. Além disso, ST reduziu
o ganho de massa corporal, melhorou os niveis circulantes de colesterol e
triglicerideo plasmatico, com menor contetdo de hepético de triglicerideo, que foi
concomitante com menor resistina e aumento da adiponectina.

Palavras-chave: Rosuvastatina. Tiazolidinediona. Obesidade. NAFLD. SREBP-1c.

Resisténcia a insulin. Camundongo.



ABSTRACT

The study aimed to evaluate the effects of rosuvastatin (ST) and rosiglitazone
on insulin resistance (IR) and liver and adipose tissue morphologies in mice fed a
high-fat (HF) diet. Our data show that treatment with rosuvastatin resulted in a
marked improvement in insulin sensitivity characterised by enhanced glucose
clearance during insulin tolerance and a decrease in the HOMA-IR index level by
70% (P=0.0008). The group of mice treated with rosuvastatin exhibited reduced body
mass gain (-8%; P<0.01) and visceral fat pad thickness (-60%; P<0.01)compared
with the untreated HF group. In comparison with HF mice, HF+ST mice showed a
significant reduction in hepatomegaly and liver steatosis (-6%; P<0.05 and -21%;
P<0.01, respectively). In HF+ST mice, the hepatictriglyceride levels were reduced by
58% compared with the HF group (P <0.01). In addition, the expression of SREBP-1c
(sterol regulatory element-binding protein) was decreased by 50% in the livers of
HF+ST mice (P<0.01) compared with the HF mice. The levels of resistin were lower
in the HF+ST group compared with the HF group (44% less, P< 0.01). In conclusion,
we demonstrated that rosuvastatin-treated mice fed HF has been improving in insulin
sensitivity, with decreased steatosis found in HF mice. Furthermore, ST reduced
body mass gain, improved the circulating levels of plasma cholesterol and
triglycerides and reduced hepatic triglycerides, which was concomitant with lower
resistin and increased total adiponectin.

Keywords: Rosuvastatin. Thizolidinediones. Obesity. NAFLD. SREBP-1c. Insulin

resistance. Mice.
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INTRODUCAO

A Obesidade ja é considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO)
como uma epidemia global, com mais de um bilhdo de adultos com excesso de
peso, onde pelo menos trezentos milhdes deles sdo clinicamente obesos (WHO,
2003). A etiologia da obesidade é complexa e multifatorial, resultando da interagédo
de genes, ambiente, estilos de vida e fatores emocionais. O ambiente moderno é um
potente estimulo para a obesidade e a diminui¢do dos niveis de atividade fisica e o
aumento da ingestédo calorica sdo os fatores determinantes ambientais mais fortes
(Samaras et al., 1999). No Brasil e em diversas populagcdes do mundo tem
aumentado significativamente a prevaléncia da obesidade (Coutinho et al., 2008),
associada ao aumento da obesidade abdominal, resisténcia a insulina, hipertensao
arterial sistémica (HAS) e dislipidemia, descritas como fatores de risco para doencas
cardiovasculares (DCV).

As DCV sao as maiores causas de morte no mundo e lideram os or¢camentos
destinados a programas de saude. No ano de 2002, foram responsaveis por quase
17 milhdes de mortes, 0 que representou cerca de 30% do numero total de 6bitos no
mundo. Mais de 1/3 destas mortes ocorrem de forma prematura em adultos de meia
idade (Walt, 2004).

Este fato coincide com o aumento da prevaléncia global de obesidade,
concomitante ao declinio da mortalidade por doencas infectocontagiosas, fenébmeno
designado por transicdo nutricional (Popkin, 2001). Pode-se afirmar que as
tendéncias de transicdo nutricional ocorrida neste século em diferentes paises do
mundo convergem para uma dieta mais rica em gorduras (particularmente as de
origem animal), acucares e alimentos refinados, reduzida em carboidratos
complexos e fibras, atualmente conhecida como “dieta ocidental” (Monteiro et al.,
1995; Monteiro et al.,, 2011). Aliando esse fator com o declinio progressivo da
atividade fisica dos individuos, percebem-se alteracbes concomitantes na
composicao corporal, principalmente o aumento da gordura (Samaras et al., 1999).

A maioria dos individuos com sobrepeso e obesidade desenvolve esteatose
hepatica, o que corresponde ao acumulo de lipidios (principalmente triacilglicerol) no

figado levando a uma condi¢cdo conhecida como doenca n&o alcoodlica do figado
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gorduroso (NAFLD), esteatose hepatica (Aguila et al., 2010). Atualmente, estima-se
que sua prevaléncia é cerca de 70% nos individuos obesos e diabéticos, enquanto
que a prevaléncia da esteatose hepatica € de 15% a 25% na populacdo em geral
(Begriche et al., 2006). Além disso, o acumulo de gordura visceral tem um papel na
patogénese e prognostico da NAFLD (Eguchi et al., 2011), uma vez que esta
associada a um perfil de risco cardiovascular aumentado (Targher et al., 2010; Wong
et al., 2011).

NAFLD representa a consequéncia metabdlica hepatica relativa a
supernutricdo e uma ingestao errbnea na composicdo da dieta (Liu et al., 2010). A
proteina 1c ligadora do elemento regulado por esteréis (SREBP-1c) desempenha um
papel Unico na expressdo de genes envolvidos na sintese de triglicerideos hepéaticos
e pode também desempenhar um papel importante na patogénese da NAFLD.
Embora os mecanismos precisos que levam a ativacdo do promotor SREBP-1c
ainda ndo tenham sido esclarecidos, € certo que SREBP-c1 é fortemente induzido
por acidos graxos saturados (AGS), possivelmente através de sua capacidade de
promover a inflamacao (Shimano, 2009). Sintese de acidos graxos € aumentada na
NAFLD com o acumulo de acidos graxos. A expressdao de SREBP-1c é
significativamente maior na NAFLD e quase cinco vezes maior do que em individuos
controles saudaveis (Kohjima et al., 2008).

Dietas com alto teor de gordura (HF) representam a maior causa de
incidéncia da obesidade no mundo. A perda de peso induzida por dieta e
modificacbes no estilo de vida, inclusive com exercicios fisicos e mudancas
qualitativas na dieta, tem mostrado ter efeitos benéficos sobre a NAFLD e podem
ajudar no manejo da resisténcia a insulina (Marques et al., 2010). No entanto,
estudos tem mostrado que apenas uma pequena porcentagem dos pacientes com
NAFLD podem implementar essas medidas de forma eficiente (Ratziu et al., 2008).

Portanto, a correcao da resisténcia a insulina € um alvo terapéutico relevante
nesta condicdo, e o tratamento farmacolégico parece ser nestes casos uma
abordagem eficaz (Souza-Mello et al., 2010).Neste estudo, avaliamos o efeito da
rosuvastatina em monoterpia na melhora da resisténcia a insulinae da esteatose
hepaticaassociada a rosiglitazona como parametro comparativo por representar um
dos principais agentes sensibilizadores de insulina.

Um dos avangos mais significativos na terapia medicamentosa para as DCV

durante o século XX foi o desenvolvimento da classe de drogas estatina. As
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estatinas sdo os farmacos mais usados para tratamento das dislipidemias em
prevencdo primaria e secundaria, com o propoésito de diminuir os niveis de
lipoproteinas plasmaticas ricas em colesterol e reduzir os riscos de doenca arterial
coronariana. A Rosuvastatina (ST)é uma estatina, um inibidor competitivo da e 3-
hidréxi-3-metilglutaril-coenzima-A (HMG-CoA) redutase, cujo efeito resultante € o
bloqueio da conversdo do substrato HMG-CoA em &cido mevaldnico, inibindo os
primeiros passos da biossintese de colesterol, desta forma, atua limitando a acédo da
enzima HMG-CoA, que esta associada com a biossintese de colesterol.

A Rosuvastatina também age aumentando a expressdo dos receptores de
lipoproteina de baixadensidade(LDL) na superficie das células. A Rosuvastatina tem
maior eficacia na reducédo do colesterol LDL em comparacdo com outras estatinas,
em suas doses comparaveis (Vijan e Hayward, 2004), e se mostrou um agente
hipolipemiante altamente eficaz em pacientes com sindrome metabdlica (Ginsberg,
2006), desta forma, reduzindo o risco de doenca cardiovascular (Deedwania et al.,
2006) e, além de reduzir potentemente 0s niveis de colesterol, exerce uma
variedade de efeitos pleiotrépicos que podem resultar em muitos beneficios clinicos.

Os efeitos pleiotropicos incluem melhoria e restabelecimento da funcéo
endotelial e reducdo na pressédo arterial sistdlica (PAS) (Neto-Ferreira et al., 2011),
relaxamento do muasculo sanguineo (Mukai et al., 2003), atenuacao da hipertrofia do
cardiomiécito  (Nishikimi et al., 2002; Davignon, 2004; Bezerra et al.,
2008),atenuacao da perda de cardiomiécito e glomérulos (Bezerra e Mandarim-de-
Lacerda, 2005), inibicdo da proliferacdo de células endoteliais induzidas por fatores
angiogénicos (Vincent et al., 2002), diminuicdo dos niveis de citocina proé-
inflamatéria IL-6, liberada pelo tecido adiposo (van Harmelen et al., 2003) e aumento
da estabilidade de placas ateroscleréticas, diminuicdo do estresse oxidativo e
inflamacéo, e diminuicdo da resposta trombogénica(Liao, 2005; Liao e Laufs, 2005).

Aléem destes, as estatinas possuem efeitos extra-hepaticos benéficos no
sistema imune, sistema nervoso central e 6sseo. Muitos destes efeitos pleiotrépicos
sdo mediados pela inibicdo de isoprendides, os quais servem como ligantes lipidicos
para moléculas envolvidas em processos de sinalizacao celular (Campo e Carvalho,
2007; Tousoulis et al., 2007).

Estudos recentes tém mostrado que as estatinas podem ter efeitos adicionais,

com melhora da sensibilidade a insulina hepatica em modelos animais (Naples et al.,
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2008) e humanos (Rizos et al., 2010); e apesar dessas constatacfes, o uso das
estatinas como uma estratégia no tratamento da resisténcia a insulina e da

esteatose hepatica tém sido pouco investigada.

A Rosiglitazona (GZ) é uma classe de tiazolidinedionas (TZDs), que séao
sensibilizadores de insulina, medicamentos usados para o tratamento de diabetes
tipo 2 (DM2). No nivel molecular, as TZDs sédo ligantes altamente especificos do
receptor ativado por proliferadores do peroxissomal gama (PPAR-y) (Staels e
Fruchart, 2005; Kawai et al., 2010). Estudos demonstraram que o uso de
rosiglitazona em pacientes com diabetes tipo 2 mal controlados com NAFLD resultou
em uma melhora na funcdo hepética. Um importante estudo (FLIRT) sugeriu que as
TZDs poderiam ser Uteis para o tratamento de esteatohepatite ndo alcodlica (NASH)
em pacientes com sobrepeso ou obesos, onde se verificou melhoria da esteatose e
reducdo das aminotransferases, sem, contudo haver uma melhoria significativa nos
parametros histologicos de lesdo, levando, contudo a um aumento de peso (Ratziu
et al., 2008).

Apesar do interesse potencial de TZDs para o tratamento da NAFLD, é importante
notar que a lesdo do figado tem sido relatada em alguns pacientes tratados com
rosiglitazona (Henriksen e Ring-Larsen, 2008). Curiosamente, a rosiglitazona
exacerba lesdes hepéticas pré-existentes em diferentes de modelos de roedores
com diabetes tipo 2 e NAFLD (Pan et al., 2005; Pan et al., 2006; Garcia-Ruiz et al.,
2007). De fato, o tratamento com rosiglitazona esta associado a um maior aumento
na incidéncia de insuficiéncia cardiaca grave (Nissen e Wolski, 2007; Mannucci et
al., 2010).

Recentemente, a European Medicines Agency(EMA) recomendou a suspensao
da droga rosiglitazona e a Food and Drug Administration do Estados Unidos (FDA)
recomendou um pacote de medidas para determinar a seguranca da rosiglitazona e
para restringir ainda mais a sua utilizacdo (Cohen, 2010). No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) cancelou o registro de medicamentos
contendo o principio-ativo rosiglitazona em todas suas apresentagfes farmacéuticas
e associacdes, por considerar que o0s riscos superam o0s beneficios. A medida foi
publicada na edicdo Alerta SNVS/Anvisa/Nuvig/Gfarm n° 04, de 29 de Setembro de
2010, pagina 31, do Diario Oficial da Unido. Portanto, toda orientacdo de uso em

longo prazo necessitaria, por questdes de seguranca, de ser acompanhado.
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No presente estudo, foi utilizado um modelo de camundongo da linhagem
C57BL/6 alimentado com dieta hiperlipidica, que mimetiza a dieta das populacdes
ocidentais, e que manifesta rapidamente a resisténcia a insulina e os sinais e
sintomas associados (Fraulob et al., 2010), para avaliar a resposta fisiologica e
molecular do figado e do tecido adiposo ap0s o tratamento com rosuvastatina
isoladamente em comparagdo com a rosiglitazona e da rosuvastatina em
combinagdo com a rosiglitazona, com foco na resisténcia a insulina, adiposidade e

na esteatose hepatica.



19

1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Resisténcia a insulina

Por definicdo, resisténcia a insulina € um estado de reduzida resposta a niveis
normais de insulina. Ela aparece como um fator central e determinante da
associagao da obesidade com o DM2, configurando a SM (Reaven, 1988).

A insulina é o maior horménio anabdlico, cuja acdo € importante para o
desenvolvimento e crescimento dos tecidos e homeostase da glicose. Ela é
secretada pelas células beta-pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis de
glicose e aminoacidos circulantes, o que ocorre principalmente no periodo pos-
prandial (Chen et al., 1987). A insulina normalmente controla a homeostase 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 (DeFronzo, 1988;
Petersen e Shulman, 2006a). Defeitos na secre¢édo e acdo da insulina conduzem a
multiplas alteracbes metabdlicas tais como hiperglicemia, aumento da producéo
hepatica de glicose e dislipidemia (Muoio e Newgard, 2008).

A resisténcia a insulina parece ser uma caracteristica pancreética precoce. A
literatura documenta que esse estado de resisténcia a insulina pode ter inicio anos
antes do diagnostico de DM2 (Harris e Eastman, 2000). A hipertrofia das ilhotas e
hipersecrecédo 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 pancreéticas jA estdo perdidas no momento do
diagnéstico de hiperglicemia, momento onde a intolerancia oral a glicose ja esta
instalada (Taylor, 1999; Reifsnyder e Leiter, 2002; Yoon et al., 2003).

Atualmente ha uma tendéncia de uma visédo lipocéntrica da resisténcia a
insulina (Robertson, 2009). Nesse contexto, o aumento dos depdsitos de tecido
adiposo e das taxas lipdlise, atrelados ao sobrepeso, fazem com que os AGL

circulantes sejam desviados e armazenados em 0Orgaos sensiveis a insulina, tais
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como o figado, o pancreas e o 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-pancreaticas, efeito conhecido como
lipotoxicidade (Savage et al., 2005).A figura 1 ilustra o acumulo de tecido adiposo
visceral e deposicdo de gordura ectipica e seus efeitos sobre os sitios primérios de

resisténcia a insulina.
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Figura 1 - Representacdo esquematica dos sitios priméarios de resisténcia a insulina. O
ganho de peso provoca acumulo de tecido adiposo e deposicdo de gordura ectépica no
figado e musculo esquelético. No curso da obesidade, especialmente quando a gordura é
acumulada centralmente, varios graus de resisténcia a insulina desenvolvem-se
gradualmente em todos esses tecidos, devido a um perfil adverso de circulagdo de
adipocinas e &cidos graxos livres (FFA), em combinagdo com as respostas ao estresse
oxidativo e pro-iflamatérias. Em resposta, a secregdo de insulina pelas células B é
estimulada, causando hiperinsulinemia crdnica que, por sua vez, favorece o ganho de peso
adicional. Assim, a obesidade promove diminuicdo da sensibilidade a insulina combinada
com aumento da secrecao de insulina e vice-versa, formando ciclos viciosos co-existentes
gue de forma constante progridem dentro de cada tecido resistente a insulina e respondem
com feed back uns aos outros ao nivel sistémico. Neste estado de obesidade relacionada
com a resisténcia a insulina pode levar ao diabetes tipo 2 e esteatose hepética em
individuos geneticamente predispostos. (Adaptado de Kopelman et al., 2010)

J& esté descrito na literatura que os acidos graxos competem com a glicose
como substrato para oxidacdo tanto no musculo cardiaco quando em musculo liso
de roedores, 0 que levou a especulacdo de que a oxidacdo de acidos graxos é

bY

responsavel pela resisténcia a insulina nos casos de sobrepeso (Randle et al.,



21

1963). Contudo, recentemente, estudos ajudaram a elucidar que niveis elevados de
acidos graxos livres (AGL) circulantes reduzem os niveis intramusculares de glicose-
6-fosfato. Essa observacdo sugere que o aumento das concentracdes plasmaticas
de AGL produz resisténcia a insulina por meio da inibicdo do transporte de glicose
ou da atividade da hexoquinase I, sendo a reducdo da producédo de glicogénio
muscular e da oxidag¢do da glicose apenas eventos secundarios. Devido ao fato de
gue a glicose intracelular € um metabdlito intermediario entre o transporte da glicose
e a acao da hexoquinase Il, a reducéo da glicose intracelular prediz um defeito no
transporte desta, ao passo que o seu acumulo intracelular sugere um defeito da
enzima hexoquinase Il. Estudos In vivo revelam que na resisténcia a insulina
induzida por acidos graxos em humanos ocorre uma reducdo das concentracdes
intracelulares de glicose na presenca de niveis elevados de AGL na circulacéo,
confirmando um defeito no transporte da glicose (Roden et al., 1996; Dresner et al.,
1999).

Em condicBes fisiolégicas normais, a insulina estimula a translocacdo do
transportador de glicose (GLUT) a partir de um reservatoério intracelular para a
membrana plasmética. A translocacdo do GLUT é um processo complexo que
envolve a liberagdo do GLUT do seu reservatério intracelular, transito pelo meio
intracelular, reconhecimento e fusdo com a membrana plasmatica. Por conseguinte,
existem varios passos que podem estar comprometidos nos estados de resisténcia a
insulina (Petersen e Shulman, 2006b; Sesti, 2006).

A insulina desempenha suas ac¢des nos 6rgaos alvos por meio da fosforilagdo
de um receptor transmembrana, o receptor de insulina (IR). A ligacdo da insulina a
subunidade alfa (extracelular) do IR ativa residuos de tirosina presentes na
subunidade beta (transmembrana) do mesmo, conduzindo a auto-fosforilagdo do
receptor. Isso resulta na ativacdo da tirosino-quinase intrinseca, a qual catalisa a
fosforilacdo de tirosinas presentes em substratos do receptor de insulina (IRS), tais
como o IRS-1 e IRS-2. Estes substratos interagem com a PI3K, a qual estimula o
principal efetor: a proteina quinase B (Akt), uma quinase serina/treonina que
estimula a captacao de glicose por meio da translocacédo do GLUT para a membrana
plasmatica (Saltiel e Kahn, 2001; Sesti et al., 2001; Sesti, 2006). Diferentes tecidos
expressam diferentes subtipos de GLUT, o tecido adiposo e a musculatura
esquelética expressam o GLUT4, ao passo que o figado e o pancreas expressam o
GLUT2 (Thorens et al., 1990).
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Na vigéncia de resisténcia a insulina pode haver defeitos no IR, manifestados
por um prejuizo na interagdo da insulina com o seu receptor ou por uma reducao do
namero de receptores disponiveis. Contudo, sdo mais frequentes defeitos na
sinalizacdo da insulina a nivel pos-receptor (Sesti et al., 2001; Petersen e Shulman,
2006b). Nesse contexto, a fosforilagdo inadequada do IR apdés a ligacdo da insulina
na sua subunidade extracelular foi detectada na musculatura esquelética de
individuos obesos com ou sem DM2 e em individuos ndo obesos e portadores de
DM2 (Goodyear et al., 1995), no tecido adiposo de individuos obesos portadores ou
nao de DM2 (Sinha et al., 1987) e no figado de pacientes obesos e portadores de
DM2 (Caro et al., 1986). Em conjunto, essas observacfes permitem inferir que
defeitos na fosforilacéo do IR e do IRS-1 e na ativacdo da fosfatidilinositol-3-quinase
(PISK) desempenham papel crucial no desenvolvimento da resisténcia a insulina
(Sesti et al., 2001; Sesti, 2006).

Outros defeitos na sinalizacdo da insulina descritos em individuos obesos
portadoresde DM2 englobam concentra¢cdes reduzidas de GLUT-4 nos adipécitos
(Shepherd e Kahn, 1999). Porém na musculatura esquelética, as concentracdes de
GLUT-4 sdo normais, sendo relatado um prejuizo na funcéo de distribuicdo desse
transportador de glicose (Zierath et al., 1996). O prejuizo na captacdo de glicose
pode também ser resultante do aumento de proteinas que inibem a sinalizacdo da
insulina. As proteinas tirosina fosfatases (PTPases) agem como reguladores
negativos da cascata de sinalizacdo da insulina. Estudos recentes mostram que uma
das principais funcbes da PTPase 1B (PTP 1B) é suprimir a acdo da insulina.
Individuos obesos apresentam aumento da expressao de PTP 1B no tecido adiposo
e musculatura esquelética. Todavia, uma perda ponderal de 10% resulta em
aumento da sensibilidade a insulina concomitante a reducdo da atividade e niveis de
PTP 1B (Ahmad et al., 1997a; Ahmad et al., 1997b).

O perfil pro-inflamatorio do individuo obeso também apresenta correlacao
com a patogenia da resisténcia a insulina. O tecido adiposo em excesso secreta
citocinas inflamatérias, tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a
interleucina-6 (IL-6). O aumento dessas adipocinas vem sendo relacionado a
alteracdo na fosforilacdo do IRS-1, caracterizado pelo aumento da fosforilacdo dos
residuos de serina em proteinas chaves como Akt, alvo da rapamicina em
mamiferos (MTOR) e quinase c-Jun-NH2-terminal (JNK), comprometendo a

sinalizacdo adequada da insulina e translocacdo do GLUT para a membrana
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(Hotamisligil et al., 1996; Kern et al., 2001). A figura 2 ilustra a cascata de

sinalizagdo da insulina na musculatura esquelética.
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Figura 2 — Vias de sinalizacao intracelular da insulina. A ligacéo da insulina ao seu receptor
transmembrana leva a fosforilagdo do IRS-1. Esse passo € crucial para ativar a PI3K, a qual
ativa a Akt, agente efetor do estimulo da translocacdo do GLUT4 para a membrana a fim de
permitir a internalizacdo celular da glicose. Abreviagfes: IRS-1, substrato do receptor de
insulina 1; PI3K, fosfatidilinositol-3-quinase; Akt, proteina quinase B; GLUT4, transportador
de glicose 4. Adaptado de Carvalho-Filho, 2007. (Adaptado de Carvalho-Filho et al., 2007)

1.2 Alteragdes hepaticas na resisténcia a insulina

A insulina inibe a producdo hepatica de glicose por meio do bloqueio da
gliconeogénese e da glicogendlise e estimula o acumulo do glicogénio, ativando a
glicogénese. Esta ocorre devido a um aumento da atividade da enzima glicogénio-
sintetase, secundério a inativacdo da enzima glicogénio sintase quinase-3 (GKS-3)
pela Akt (Cross et al., 1995). A insulina também ativa a proteina fosfatase 1, via

PI3K, a qual desfosforila a glicogénio-sintetase (Brady et al., 1997).
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A transcricdo de alguns genes pode ser influenciada pela insulina. Nesse
sentido, a via de sinalizacdo da Akt inibe a transcricdo de genes que codificam a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), enzima chave para a gliconeogénese. O
aumento da transcricdo de genes codificadores de enzimas glicoliticas como a
glicoquinase e a piruvato quinase é também atribuido & agéo da insulina (Pilkis e
Granner, 1992; Sutherland et al., 1996). A figura 3 ilustra a influéncia da insulina

sobre o metabolismo hepético.
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Figura 3 — Vias de sinalizacdo da insulina no figado. A insulina estimula a utilizagéo e
armazenamento de glicose como glicogénio e inibe a sintese dessa hexose e sua liberacéo.
A insulina estimula a expressédo de genes da via glicolitica enquanto inibe a codificacéo
daqueles que codificam enzimas da via da gliconeogénese. A insulina também estimula a
sintese de glicogénio através da inibicdo da GSK3 e proteina fosfatase 1. Abreviacdes:
GSKS3, glicogénio sintase quinase 3. (Adaptado de Cross et al., 1995).

A insulina também exerce importante papel na inibicdo da lipdlise no tecido
adiposo. Contudo, na vigéncia de resisténcia a insulina essa propriedade é perdida.
Logo, o excesso de tecido adiposo é acompanhado por incremento das taxas de
lipélise e maior disponibilidade de AGL na veia porta (Despres e Lemieux, 2006). Em
situagdes normais, 0 excesso de AGL é canalizado para a mitocondria onde ocorre a
beta oxidacdo. Contudo, nos estados de resisténcia a insulina, a carga excessiva de

hY

AGL ¢é direcionada a lipogénese (esterificacdo), conduzindo ao acumulo de
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triglicerideos no interior do figado, 6rgdo que ndo é destinado a essa funcao,
configurando a condi¢do patolégica conhecida como esteatose hepatica (Holness et
al., 1999; Festi et al., 2004; Duvnjak et al.,, 2007).A maioria dos individuos com
sobrepeso e obesidade associado a resisténcia a insulina desenvolvem esteatose
hepética, o que corresponde ao acumulo de lipidios (principalmente triacilglicerol) no
figado levando a uma condi¢cdo conhecida como doenca ndo alcodlica do figado
gorduroso (NAFLD) (esteatose hepatica) (Aguila et al., 2010).

As evidéncias indicam que a esteatose hepatica da resisténcia a insulina &
causada pelo acumulo de SREBP-1c, que esta elevado em resposta aos altos niveis
circulantes de insulina. A homeostase de lipidios em células de vertebrados é
regulada por uma familia de fatores de transcricdo designada SREBP-1c - proteina
1c ligadora do elemento regulado por esterdis. SREBPs ativam diretamente a
expressdo de aproximadamente 30 genes que se dedicam a sintese e captacdo de
colesterol, &cidos graxos, triglicérides e fosfolipidios, assim como a de NADPH, um
co-fator necessario para a sintese dessas moléculas (Horton et al., 1998; Foretz et
al., 1999; Shimomura et al., 1999b; Shimomura et al., 1999c). No figado, trés
SREBPs regulam a produc¢édo de lipidios. SREBP-1c aumenta preferencialmente a
transcricdo de genes envolvidos na sintese de acidos graxos, entre eles 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. Uma acao classica da
insulina é estimular a sintese de acidos graxos no figado em periodos de excesso de
carboidratos. Varias evidéncias sugerem que esses efeitos da insulina sdo mediados
pelo aumento de SREBP-1c (Shimomura et al., 1999a; Shimomura et al., 1999b;
Shimomura et al., 1999c). In vivo, a quantidade total de SREBP-1c no figado é
reduzida pelo jejum, que suprime a secrecdo de insulina, e aumenta com a
realimentacdo (Horton et al., 1998; Shimomura et al., 1999c). De forma semelhante,
os niveis de mMRNA de SREBP-1c diminuem em animais com diabetes induzido por
estreptozotocina e aumentam apoés tratamento com insulina. A hiperexpressao de
SREBP-1c no figado de animais transgénicos previne a reducdo do mRNA das
enzimas lipogénicas. Muitos individuos com obesidade e resisténcia a insulina
apresentam esteatose hepatica. Alguns estudos associam a esteatose hepatica
resultante da resisténcia a insulina com o aumento dos niveis de SREBP-1 em
resposta a hiperinsulinemia. Em individuos sensiveis a insulina, ela estimula a

producdo de SREBP-1c em periodos de poésprandiais, quando ha excesso de
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carboidrato circulante e niveis maiores de insulinemia (Brown e Goldstein, 1997,
Shimomura et al., 1999a; Shimomura et al.,, 1999c; Sakakura et al., 2001). De
maneira semelhante, os niveis de SREBP-1c estdo elevados no figado de
camundongos ob/ob (Shimomura et al., 1999a; Shimomura et al., 1999c). Apesar da
presenca de resisténcia a insulina nos tecidos periféricos, a insulina continua a ativar
a transcricdo de SREBP-1c no figado desses camundongos. Logo, a expressao de
SREBP-1c é proporcional a insulinemia, sendo maior nos casos de resisténcia a
insulina, os quais vém sendo associados ao aumento da lipogénese hepatica, além
da reducdo da oxidacdo mitocondrial de acidos graxos (Shimomura et al., 2000;

Smith e Adams, 2011). Figura 4 esquematiza a acéo dos fatores lipogénicos.
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Figura 4 - Resisténcia a insulina promove o acumulo de triglicerideos hepéticos pelo
aumentando na lipdlise do adiposo periférico e influxo de acidos graxos livres, assim como
super-regulando os niveis hepaticos de fatores de transcricdo lipogénicos SREBP-1c e
ChREBP. AbreviagBes: ChREBP, proteina de ligagdo ao elemento de resposta aos
carboidratos; FFA, acidos graxos livres; IL-6, interleucina 6; HCC, carcinoma hepatocelular;
NASH, esteatohepatite ndo alcodlica, SREBP-1c, proteina 1c ligadora do elemento regulado
por esteréis; TNF, tumor fator de necrose. (Adaptado de Smith e Adams, 2011)

A NAFLD é a doenca hepatica mais comum nos paises ocidentais (Erickson,
2009). Ela vem sendo apontada como a manifestacéo hepatica da SM e ja acomete

25% da populacdo dos paises onde a obesidade € mais prevalente (Marchesini et
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al., 2001). Embora inicialmente tenha caracteristica benigna, ela representa o ponto
de partida de doencas mais graves como NASH, cirrose hepatica e hepatocarcinoma
(Brunt, 1999; Brunt et al., 1999; Brunt, 2005). O padrdo ouro para seu diagnostico é
0 acometimento de mais de 5-10% do peso do tecido ou como percentual de
hepatécitos afetados em bidpsia hepatica. Seus principais fatores de risco incluem
obesidade central e resisténcia a insulina, além do DM, dislipidemia e utilizacdo de
determinados farmacos. A esteatose hepética ocorre sempre que o input de acidos
graxos (captacéo, sintese ou esterificacdo) excede o output (oxidagdo e secrecdo de
lipoproteina de muito baixadensidade(VLDL)), resultando no acumulo principalmente
de triglicerideos nos hepatdcitos (Brunt, 1999; Neuschwander-Tetri e Caldwell, 2003;
Festi et al., 2004; Abdelmalek e Diehl, 2007b, a).

Dentre as causas mais frequentes do aumento do input figuram: o consumo
de dietas hiperlipidicas, o aumento da lipogénese de novo e da esterificacdo de
acidos graxos (AG). Por outro lado, a reducédo do output ocorre por meio da menor
secrecdo de VLDL e/ou da beta-oxidacdo. As repercussfes da esteatose séo
sistémicas, visto que a oxidacdo de AG nas mitocdndrias de hepatdcitos provém
uma gama de substratos energéticos essenciais ao metabolismo e esta via
metabolica se encontra reduzida na esteatose (Koteish e Diehl, 2001; Diehl, 2005).

Os fatores que provocam a progressao da NAFLD, esteatose isolada, para a
NASH, caracterizada pela presenca de fibrose e necrose, continuam obscuros
(Kirsch et al., 2003). Baseado na teoria dos “Two Hits”, o “first hit” consiste no
desenvolvimento da esteatose hepatica, a qual uma vez estabelecida promove
adaptacdes de rotas sinalizadoras celulares frente aos niveis elevados de estresse
oxidativo. Dessa forma a célula sobrevive nesse meio adverso, mas fica mais
propensa ao desenvolvimento do “second hit” que a partir de apoptose e/ou necrose
aliada a inflamacéo conduz a NASH (Brunt, 1999; Festi et al., 2004). A Figura 5
esquematiza a teoria dos two hits para a esteatohepatite.

O desenvolvimento da esteatose, first hit, encontra-se intimamente
relacionado a obesidade centripeta a medida que 76% dos portadores sdo obesos
(Marceau et al., 1999; Akbar e Kawther, 2006). A literatura postula que o tecido
adiposo abdominal é a maior fonte de AGL.
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Figura 5 — Representacédo esquematica do modelo two hit na patogénese da doenca
hepéatica gordurosa nao alcodlica (NAFLD). O “first hit" induz esteatose e aumenta a
suscetibilidade do figado para o “second hit”. A esteatose hepatica resultada principalmente
de um amplificado influxo de acidos graxos livres (FFA), devido a um aumento da liberacdo
de &cidos graxos livres dos depésitos de gordura da insulino resistentes (reduzida inibicédo
da lipdlise pela insulina). No figado este influxo de FFA é combinada com o aumento da
lipogénese de novo (DNL), prejudicada oxidacdo de acidos graxos e suprimido efluxo VLDL,
gue sdo causados pela subjacente hiperinsulinemia, hiperglicemia e resisténcia hepatica a
insulina. A Gordura na dieta também pode contribuir para o conteddo hepatico de
triglicerideos totais (TG) através da entrega de quilomicrons a partir do intestino.

O second hit causa a progressao para esteatohepatite (NASH) e é promovido pelos
niveis plasmaticos elevados de TNF-a e IL-6, hiperleptinemia e hipoadiponectinemia. As
adipocinas circulantes na obesidade, em combinacdo com a esteatose, induzem resisténcia
hepatica a insulina, a peroxidacéao lipidica hepéatica, as respostas ao estresse oxidativo e do
estresse ao reticulo endoplasmatico (ER) e ativacdo de células de Kupffer e células
estreladas hepaticas (HSC). A ativacdo de células estreladas ja caracteriza a NASH. O
resultado final € o desenvolvimento de um estado pro-inflamatério crénico no figado com
esteatose hepatica caracterizada por lesdo celular, inflamacdo, apoptose e fibrose
(Adaptado de Kopelman et al., 2010).

Animais com sobrepeso induzido por dieta HF cursam com resisténcia a
insulina, a qual possui efeitos distintos sobre o tecido adiposo e hepatico. No
primeiro, ela estimula a lipdlise, com consequente aumento do transporte de AGL
para o figado pela veia porta e aumento do input de AG. Por outro lado, no figado, a
hiperinsulinemia inibe a B-oxidacao, reduzindo o output. Ambas as ac¢des favorecem
0 acumulo de gordura nos hepatdcitos, condicdo que promove resisténcia hepatica a
acdo da insulina. A perda da capacidade da insulina em suprimir a producgéo
hepética de glicose agrava a resisténcia global a insulina e exacerba a manifestacédo
dos componentes da SM como obesidade, dislipidemia e HAS (Festi et al., 2004;
Adams e Angulo, 2005; Brunt, 2005).
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A alta ingestdo de AGS pode atuar como o second hit, acelerando a
progressdo da NAFLD para NASH a medida que promove aumento da injuria
hepatica, ativacdo de células estreladas, ativacdo da caspase 3 (efetora) e fibrose
periportal (Carmiel-Haggai et al., 2005; Wang et al., 2006). A NASH cursa com
alteracdo da composi¢cdo da matriz extracelular (MEC) caracterizada pelo aumento
da sintese em detrimento a degradacdo desta. As células estreladas sdo as mais
importantes no tecido hepatico para a sintese de MEC e séo ativadas por dietas HF,
espécies reativas de oxigénio, triglicerideos, VLDL e citocinas inflamatorias. Com o
desenvolvimento da cirrose, por exemplo, h4& aumento do numero de células
estreladas no figado, as quais na presenca de injaria hepética apresentam ativacao
de mecanismos pré e pos-transcricionais que promovem a deposicdo de colageno
tipo | e fibrose (Lu et al., 1998; Lieber et al., 2004; Carmiel-Haggai et al., 2005).

A literatura documenta outras evidéncias de que a qualidade do lipidio da
dieta € primordial a patogénese da esteatose hepatica. Dietas ricas em acidos
graxos trans (AGT) promovem o acumulo de triglicerideos principalmente no figado
de roedores ap6s 8 semanas de administracdo, ao passo que dieta similar com o
predominio de AGS eleva preferencialmente os triglicerideos plasméaticos no mesmo
modelo. Uma explicacdo plausivel € a oxidacdo mais lenta dos isbmeros trans em
comparacdo aos isbmeros cis de acidos graxos, 0 que juntamente com
anormalidades do metabolismo lipidico impostas por dietas HF aumentam a relacéo
AG esterificados/AG oxidados (Aguila et al., 2003b; Colandré et al., 2003). Além do
aumento da ingestdo energética, o elevado estresse oxidativo hepético encontra-se
relacionado ao ganho ponderal, resisténcia a insulina e ao agravamento da SM em
roedores alimentados com dietas HF, predispondo a esteatose hepatica (Milagro et
al., 2006). Alteragbes funcionais e estruturais de mitocondrias hepaticas,
comprometendo a beta-oxidacdo dos acidos graxos nas mitocondrias, aumento da
peroxidacao lipidica em peroxissomos e microssomos e 0 consequente aumento do
estresse oxidativo ja foram relatadas em animais portadores de esteatose
microvesicular (Natarajan et al., 2006). A reducdo das taxas de beta-oxidacao
favorece o acumulo de acidos graxos e a ocorréncia de esteatose hepatica, ao
passo que o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio favorece a
progressao da NAFLD para NASH (Angulo e Lindor, 2001; Caldwell et al., 2004; Wei
et al., 2008).
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Outro mecanismo proposto para progressdo da NAFLD para NASH € o

aumento da liberacdo de TNF-a pelo excesso de tecido adiposo visceral. Esta

adipocina promove reducdo da expressdo do PPAR-aq, receptor nuclear que ativa a

transcricdo de genes implicados na formacao de enzimas ligadas a oxidacao lipidica.

A reducédo da atividade do PPAR-a além de reduzir a oxidagéo lipidica, ativa a

apoptose e aumenta o estresse oxidativo, ambos apontados como cruciais para a

progressado para a NASH (Bishop-Bailey, 2000; Koteish e Diehl, 2001; Svegliati-

Baroni et al., 2006). A figura 6 ilustra as vias metabdlicas regulada pelo PPAR-a nos

hepatocitos.

VLDL * Tgl
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Chylomicrons * Tgl

Albumin * FA

Figura 6 Genes PPAR-alvo no
metabolismo de &cidos graxos. As vias
metabodlicas  regulamentadas  pelo
PPAR-a nos hepatocitos  estao
resumidas. O rétulo a no interior dos
ndcleos indica o fato de que os
hepatdcitos expressam
predominantemente PPAR-a. Genes
até agora descritos como alvos PPAR
direto s&o sublinhados. Por razdes de
clareza, o caminho lipogénico, a
apolipoproteina e o citocromo P450
CYP foram omitidos nos hepatdcitos.
ACC, acetil-CoA carboxilase; aa,
aminoacidos; CPT I, carnitina palmitoil
transferase |I; DHAP, dihidroxiacetona
fosfato; FA, acidos graxos, FAS,
sintase de &cido graxo; GDH, glicerol-
fosfato desidrogenase; glc, glicose; b
cetona, corpos cetonicos; Tgl
triglicérides; VLDL, very-lipoproteina de
baixa densidade; Além do nucleo
celular (a), areas brancas simbolizam
0s compartimentos peroxisomal (Unica
linha) e mitocondrial (linha
dupla).(Lemberger et al., 1996)

Outra adipocina que sofre alteracdo na presenca de obesidade e resisténcia a

insulina é a adiponectina. A literatura documenta hipoadiponectinemia em estados

Y

de resisténcia a insulina, a qual se relaciona diretamente a reducdo da beta-

oxidacdo (Jarrar et al., 2008; Tasci et al., 2008). O tratamento de camundongos
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ob/ob com adiponectina aumenta a oxidacdo hepatica de AGL, uma vez que o
restabelecimento da adiponectinemia normal promove redugdo das concentracoes
de TNF-a por meio da inibicdo da expressao e secrecdo desta citocina inflamatoria
(Xu et al., 2003; Polyzos et al., 2009).

1.3 Obesidade e inflamacéao

A ligacdo entre obesidade e inflamacéo foi proposta pela primeira vez em
mais de uma década atrds com a conclusdo de que as citocinas pro-inflamatérias,
TNF-a, estavam superexpressos na obesidade. Estudos posteriores demonstraram
que os niveis plasmaticos de outros mediadores inflamatérios (IL-6) também s&o
elevados. O tecido adiposo é capaz de expressar muitas destas moléculas pro-
inflamatorias, com presenca de infiltrado de macréfagos no tecido adiposo branco,
demonstrando desta forma ser uma fonte potencial de producéo de citocinas (Pittas
et al., 2004; Ritchie e Connell, 2007).

Atualmente tem-se como hipétese que o tecido adiposo venha a ser o maior
orgdo enddécrino no corpo, sendo secretor de um grande nuimero de substancias
biologicamente importantes denominadas adipocinas. As mais bem caracterizadas
adipocinas séo a adiponectina, leptina, TNF-a e a IL-6 (Hutley e Prins, 2005).

Estudos recentes demonstraram que a ingestdo elevada de gordura esta
associada com estresse oxidativo e ativagao do fator nuclear kappa-B (NF-kB), um
fator de transcricdo pro-inflamatério (Mohanty et al., 2002). E descrito que uma dieta
rica em frutas e fibras, ndo estimula o processo de inflamacéo de forma significativa,
guando comparado a uma dieta com elevado teor de gordura (Dandona et al., 2005).

Desta forma, o estado pro-inflamatorio da obesidade e da sindrome
metabdlica é originado pela excessiva ingestdo calérica. Esse estado pro-
inflamatoério induz resisténcia a insulina, levando as manifestagbes clinicas e
bioquimicas da sindrome metabdlica (Dandona et al., 2005).A Figura 7 ilustra as
modificacdes no metabolismo de acidos graxos e adiposidade em individuos magros

e obesos.
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Figura 7Metabolismo de acidos graxos e adiposidade a) Em magros, adipécitos pequenos eficientemente armazena acidos graxos como
triglicerideos (entrada de TG, seta), que podem ser mobilizados e utilizados para gerar ATP através da via-oxidagdo mitocondrial no musculo
durante os periodos de necessidade caldrica. A captacao de glicose estimulada por insulina nessas condi¢des € normal. b) A ingestao caldrica
em excesso leva a uma sobrecarga metabdlica, com aumento da entrada de TG e aumento dos adipécitos. No entanto, em individuos néao
diabéticos com sobrepeso, o armazenamento TG pelas células adiposas e a B-oxidacdo no musculo pode frequentemente ser mantida para
prevenir a resisténcia a insulina. ¢c) Na maior sobrecarga com TG, ocorre hipertrofia dos adipécitos e aumento da secrecao de quimioatrativos
por macrofagos, incluindo a secrecao de proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1; setas), que recruta os macréfagos adicionais. d) O
recrutamento de macrofagos por sua vez resulta em um estado pro-inflamatério no tecido adiposo de obesos. Macréfagos infiltrados secretam
grandes quantidades de fator de necrose tumoral-a (TNF), o que resulta em um estado inflamatério cronico, com deposicéo de TG prejudicada
e aumento da lipolise (seta e sinal de mais). O excesso de TG circulante e de acidos graxos livres resultam no acumulo ativo de lipidios no
musculo (pontos amarelos), interrompendo funcdes como fosforilagdo oxidativa mitocondrial e transporte de glicose insulino estimulada,
desencadeando assim a resisténcia a insulina(Guilherme et al., 2008).
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1.4 Sindrome metabélica

Atualmente, diferentes conceitos para definicdo da sindrome metabdlica, dos
parametros clinicos para o rastreio e dos valores de corte tém sido propostos por
diferentes organizacdes (World Health Organization (WHO), The European Group for
the Study of Insulin Resistance (EGIR), The National Cholesterol Education
Programme Adult Treatment Panel 1l (NCEP ATPIIl), The American Association of
Clinical Endocrinologists (AACE), The International Diabetes Federation (IDF)e The
American Heart Association/National Heart, Lung and Blood Institute (AHA/NHLBI))
para identificar os individuos com sindrome metabdlica, estando as principais

caracteristicas utilizadas neste diagndstico resumidas na tabela 1.

Tabela 1. Comparacéo de algumas das definicbes mais amplamente utilizadas para

a sindrome metabdlica (Ritchie e Connell, 2007).

WHO (1999) EGIR (1999) ATPIII (2001) IDF (2005)
Diabetes, glicose jejum Resisténcia a insulina  Trés ou mais dos Obesidade central
alterada, intoleranciaa considerando os seguintes fatores: (valores étnicos
glicose ou resisténcia a valores de insulina em especificos), bem
insulina jejum, além de dois ou como quaisquer de
(hiperinsulinemia mais dos seguintes duas dos seguintes
definida pelo fatores: fatores:

mecanismo do clamp
euglicémico), acrescido
de dois ou mais dos
fatores seguintes:

IMC >30 kg/m2 ou Obesidade central com CC 2102cm (H)ou TG >150 mg/dl ou
relacdo cintura/quadrii CC 294 cm (H) ou 280 =88 cm (M) sob tratamento
>0.9 (H) ou >0.85 (M) cm (M) especifico
TG >150 mg/dl ou HDL- TG >176 mg/dl ou TG >150 mg/dl HDL-c <40 (H) ou
€ <35 (H) ou <38 mg/dl HDL-c <38 mg/dI <50 mg/dl (M) ou
(M) sob tratamento
especifico
PAS >130/90 mmHg PAS 2140/90 mmHgou PAS 2135/85 PAS 2130/85
sob uso de medicacdo mmHgou sob uso de  mmHg ou sob uso
anti-hipertensiva medicacédo anti- de medicacédo anti-
hipertensiva hipertensiva
Excrecdo de albumina  GPJ 2110 mg/dI GPJ 2110 mg/dI GPJ 290 mg/dl ou
>20ug/min diagndstico prévio

de diabetes tipo 2

IMC, indice de massa corporal; PAS, pressao arterial sistémica; H, homens; M, Mulher; GPJ,
glicose plasmatica de jejum; TG, triglicerideo; HDL-c, high-density lipoprotein cholesterol; CC,
circunferéncia da cintura.
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Embora seja claro que In vivo a resisténcia a insulina é a alteracdo chave
associada com o processo aterogénico, pré-trombético e ao perfil inflamatério que
tem sido chamado por alguns de "sindrome metabdlica”, por outros de "sindrome X"
ou de "sindrome da resisténcia a insulina", € cada vez mais reconhecido que a forma
mais prevalente da presente constelacdo de alteragbes metabdlicas associadas a
resisténcia a insulina € encontrada em pacientes com obesidade abdominal,
especialmente com um excesso de tecido adiposo intra-abdominal ou de tecido
adiposo visceral (Ritchie e Connell, 2007; Despres et al., 2008).

Apesar das caracteristicas comuns entre as definicdes, existem parametros
especificos em que se diferem. A WHO e a EGIR exigem inicialmente classificaces
como a medicdo da resisténcia a insulina, que sdo parametros utilizados
principalmente no campo da pesquisa, com 0 uso de mecanismos para a
determinacdo da resisténcia a insulina como o teste oral de tolerancia a glicose e o
teste de hiperinsulinemia, com clamp euglicémico. Os critérios da ATPIIl foram
desenvolvidos para ser aplicado no ambulatorio, entretanto, em contraste com
outras definicbes, este ndo tém critérios de diagndéstico obrigatdrios. Desta forma,
foram utilizados como base para posterior elaboracdo de critérios do IDF e do
AHA/NHLBI. A IDF tem a obesidade central como critério de classificacdo, enquanto
que a AACE nao tem definido parametros para este diagndstico.

As recentes diretrizes para a sindrome metabdlica da AHA/NHLBI
reconhecem que um risco aumentado para doenca cardiovascular e diabetes esta
associado a valores superiores aos limites de circunferéncia da cintura, de 94 cm
nos homens e 80 cm nas mulheres, e identifica esses pontos de corte como opcional

para os individuos ou populacdes com resisténcia a insulina.

Recentemente, as organizacoes reunidas (International Diabetes Federation
Task Force on Epidemiology and Prevention; National Heart, Lung, and Blood
Institute; American Heart Association; World Heart Federation; International
Atherosclerosis Society; and International Association for the Study of Obesity)
determinaram novos pontos de corte dos parametros clinicos que estdo resumidas
na tabela 2(Alberti et al., 2009).
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Tabela 2. Novo critério para Diagnostico Clinico da Sindrome Metabdlica (Alberti et
al., 2009).

Medidas Pontes de cortes

Circunferéncia de cintura aumentada Definicdes especificos para
cada populacao e pais

Triglicerideo elevado (tratamento com drogas para =150 mg/dL (1.7 mmol/L)

hipertrigliceridemia é um indicador alternativo)

HDL-C baixo (tratamento com drogas paraHDL-C baixo é <40 mg/dL (1.0 mmol/L)

um indicador alternativo) homem;
<50 mg/dL (1.3 mmol/L)
Mulheres
HAS (tratamento com drogas anti-hipertensivas em Sistdlicaz130 and/or
pacientes com histéria de HAS) Diastélica=z85 mm Hg
Glicose de jejum elevada (tratamento com drogas para »100 mg/dL

hiperglicemia é um indicador alternativo)

* Recomenda-se que os pontos de corte IDF sejam usados para 0S nao-europeus e que
também os pontos de corte IDF ou AHA/NHLBI sejam usado para pessoas de origem
européia até que mais dados estejam disponiveis.

As drogas mais comumente usadas para triglicerideo elevados e HDL-C reduzidos séo os
fibratos e o acido nicotinico. Um paciente usando uma dessas drogas pode se presumir que
tenha niveis altos de triglicerideos ou HDL-C baixo. Uso de alta dose de &cidos graxos n-3
presume triglicerideos elevados.

A maioria dos pacientes com diabetes mellitus tipo 2 tera a sindrome metabdlica pelos
critérios propostos.*

Em virtude da prevaléncia crescente de obesidade e das suas doencas
associadas na populacdo mundial e dos gastos publicos que o manejo dessas
alteracdes metabdlicas representa, a comunidade cientifica vem buscando modelos
experimentais que mimetizem o fendétipo humano e sejam adequados para testar
terapias potenciais para o controle da SM (Fraulob et al., 2010). Devido ao fato de
gue em humanos fatores ambientais s@o fatores cruciais para o desenvolvimento
dos caracteres da SM, a manipulacdo de dietas é a ferramenta mais utilizada para
antecipar a manifestacéo destes em modelos animais (Thigpen et al., 2004).

Essa padronizag&o dos ingredientes utilizados no que se refere a quantidade
e qualidade dos nutrientes foi possivel pela publicacdo de um documento que
estabeleceu o requerimento de macronutrientes e micronutrientes para roedores nas
diferentes fases da vida. Inicialmente a AIN-76 determinou as formulagdes

adequadas para roedores mantidos em laboratorio (Bieri, 1979). Contudo, alguns
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detalhes passaram a ser questionados no final da década de 80 e em 1993 foi
publicada a AIN-93, com algumas correcdes e que estd em voga até os dias atuais
(Reeves, 1989; Reeves et al., 1993a; Reeves et al., 1993b).

Dessa forma, a AIN-93 G € uma formulacéo destinada a roedores na fase da
gestacdo, lactacdo e nos trés primeiros meses de vida (periodo de intenso
crescimento e desenvolvimento). Por outro lado, a AIN-93M é direcionada aos
roedores em fase de manutencédo, ou seja, a partir dos 3 meses de idade, periodo
onde a taxa de crescimento nesses animais reduz drasticamente (Reeves et al.,
1993a).

Cabe ressaltar que qualidade dos nutrientes purificados é similar em qualquer
lugar do mundo, o que permite ao pesquisador obter resultados diferentes
manipulando intencionalmente um nutriente de cada vez. No que concerne aos
diferentes componentes da SM, a obesidade é mais facilmente obtida a partir da
manipulacdo do lipidio da dieta (Buettner et al., 2006). Alguns laboratérios utilizam a
adicdo de gordura a racGes comerciais. Essa pratica é inadequada, pois promove
diluicdo dos demais nutrientes (proteinas, vitaminas, minerais e fibras), o que pode
resultar em importante viés no estudo (Ghibaudi et al., 2002).

No caso de dietas feitas a partir de ingredientes purificados, a quantidade de
lipidio deve ser considerada. Dietas low-fat apresentam cerca de 10% da energia
derivada de lipidios na sua composicdo, dietas high-fat, ttm 30-50% da energia
advinda de lipidios e dietas hiperlipidicas, very high-fat apresentam mais que 50%
da energia derivada de lipidios (Ghibaudi et al., 2002).

Tanto as dietas high-fat quando as very high-fat sdo utilizadas para induzir
obesidade (Buettner et al., 2006). Contudo, se algum tratamento for testado no
animal obeso deve ser considerado o fato de que as alteragcbes promovidas pela
dieta very high-fat sdo mais dificeis de reverter que as altera¢cdes impostas pela
dieta high-fat, a qual apresenta um aumento mais discreto das calorias advindas da
ingestao de lipidios (Gadja et al., 2007).

Outro fator importante para o estudo da SM em roedores é escolher a fonte
de lipidio predominante na dieta hiperlipidica que seja mais adequada (Buettner et
al., 2006). Nesse sentido, a utilizacdo de AGS como fonte predominante de lipidios
vem sendo associada ndo somente a obesidade, mas também ao desenvolvimento
de resisténcia a insulina, intolerancia a glicose e desordens no metabolismo de

lipoproteinas, sendo mais plausivel para o estudo da SM (lkemoto et al., 1996;
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Storlien et al., 2000; Storlien et al., 2001).A linhagem de animal utilizada também
influencia no resultado do estudo. Camundongos C57BL/6 emergem como um
modelo ao estudo da SM em roedores visando comparacfées com humanos. Eles
apresentam vulnerabilidade genética e sofrem forte influéncia de fatores ambientais
no desenvolvimento de obesidade, resisténcia a insulina e DM2 (Surwit et al., 1988;
Surwit et al., 1991; Collins et al., 2004).

Outros fatores importantes sdo o desenvolvimento gradual das alteracfes
metabodlicas e a deposicdo seletiva de gordura no mesentério, consistente com o
fato de que a obesidade visceral é um fator de risco independente para o diabetes
em humanos (Surwit et al., 1988; Rebuffe-Scrive et al., 1993). Merece destaque
também o fato de que as alteracbes metabdlicas nesses camundongos sao
totalmente dependentes do estimulo. Portanto, cessando a dieta hiperlipidica ocorre
reversao total dos caracteres da SM (Parekh et al., 1998). Esse fato € importante
pois garante os efeitos benéficos observados em experimentos visando o tratamento
da SM com drogas podem ser creditados a acdo da droga, desde que o estimulo da
dieta hiperlipidica seja mantido durante o tratamento.

A utilizacdo do excesso lipidios em detrimento ao aumento do contetdo de
sacarose na dieta também vem sendo estudada de forma substancial. A literatura
documenta que a ingestdo de gordura é mais importante que a ingestao energética
total na génese da obesidade e no DM2 em camundongos C57BL/6 (Surwit et al.,
1995; Petro et al., 2004). Esses animais apresentam predisposicdo a estocar o
excesso de gordura dietética no tecido adiposo, causando aumento da massa
corporal (Surwit et al., 1995). A massa de gordura epididimaria foi 86% maior em
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica quando comparados com animais
alimentados com dieta rica em sacarose (Black et al., 1998).

Uma limitacdo da utilizacdo do camundongo C57BL/6 para o estudo da SM &
justamente a HAS. Esses animais desenvolvem aumentos muito discretos da
pressdo arterial, 0s quais muitas vezes nao sao detectaveis por métodos simples de
afericdo. A fim de obter niveis pressoricos mais elevados, deve-se adicionar sodio
na dieta, o que constituiria outro modelo com repercussfes muitas vezes nao
desejadas de acordo com o objetivo do estudo (Mills et al., 1993; Mattson, 2001,
Costa et al., 2011).
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1.5 Rosuvastatina

As estatinas sdo os farmacos mais usados para tratamento das
hiperlipidemias em prevencgéo primaria e secundaria, com o proposito de diminuir os
niveis de lipoproteinas plasméticas ricas em colesterol e reduzir os riscos de doenca
arterial coronariana. Estes efeitos sdo resultantes da atividade inibidora das
estatinas sobre a enzima hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA) redutase, com a
propriedade de bloquear a conversao do substrato HMG-CoA em &cido mevalbnico,
inibindo os primeiros passos da biossintese de colesterol (Ginsberg, 2006).

Mevastatina foi o primeiro inibidor de HMG-CoA redutase descoberto em
1976, originalmente isolado como produto metabodlico de culturas de Penicillium
citrinium (Liao e Laufs, 2005), sendo sua afinidade pelo sitio enziméatico cerca de
10.000 vezes superior ao substrato HMG-CoA. Em 1987 lovastatina (ou mevinolina)
foi isolada de culturas de Aspergillus terreuse Monascus ruber, com estrutura
semelhante a mevastatina e foi aprovada pelo FDA para uso terapéutico, enquanto
gue a mevastatina foi abandonada devido a problemas na morfologia intestinal de
cachorros e toxicidade hepatocelular verificada em ratos. Outras drogas foram
retiradas devido a incidéncia de casos de rabdomidlise fatal, relacionados a dano
severo da musculatura esquelética com alteracdo das células musculares, liberacdo
de mioglobina e, frequentemente, acompanhado de problemas renais (Wierzbicki et
al., 2003). A maioria dos casos foi observada em tratamentos com doses excessivas
de cerivastatina ou em doses normais associadas ao uso de genfibrosil, farmaco da
classe dos fibratos empregado no tratamento da hipertrigliceridemia (Bakri et al.,
2003).

Rosuvastatina (AstraZeneca), aprovada em agosto de 2003 pelo FDA, faz
parte da nova geracdo de estatinas sintéticas, enantiomericamente puras.
Rosuvastatina € um novo membro da familia estatina com maior eficacia na reducao
do colesterol LDL do que outras estatinas em doses comparaveis. (Rosenson, 2003;
Kendrach e Kelly-Freeman, 2004). Rosuvastatina mostrou ter um maior numero de
interacbes ao se ligar com a HMG-CoA redutase, em comparacdo com outras
estatinas. Este aumento nas interagOes pela droga leva a uma forte inibicdo da
enzima e, portanto, resulta em uma maior eficacia terapéutica (Istvan, 2001). Além

do beneficio de ter uma alta afinidade pela HMG-CoA redutase, a rosuvastatina
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também possui uma meia-vida relativamente longa e um alto grau de seletividade
pelas células do figado (principal local de sintese do colesterol) em comparagcdo com
células nao hepaticas (McTaggart, 2003).

Atualmente, diversos dados da literatura mostram que as estatinas ndo soO
promovem diminuicdo de LDL-colesterol e aumento de HDL-colesterol, como
também conduzem a diminui¢do dos niveis de triglicerideos (Ballantyne et al., 2003;
Jakobisiak e Golab, 2003; Wierzbicki et al., 2003; Averna et al., 2011). De forma
geral, as estatinas causam reducdo dos niveis de triglicerideos, mas este efeito
parece ser observado apenas em pacientes hipertrigliceridémicos. Os valores
praticamente constantes obtidos da relacdo triglicerideos/LDL-colesterol, nestes
estudos, mostram que quanto maior a atividade de estatina para diminuir o LDL-
colesterol, maior sera o efeito na diminui¢cdo dos niveis de triglicerideos (Mukai et al.,
2003).

As estatinas sdo bem toleradas com boa margem de seguranca durante a
utilizacao prolongada. Os efeitos colaterais ndo sdo frequentes, mas um dos mais
sérios esta relacionado a acdo hepatotdéxica, com possivel aumento das enzimas
aspartato e alanina transaminases. As miopatias, com evolucdo a rabdomiélises e
insuficiéncia renal, sdo raras, mas sao efeitos graves associados ao uso de
estatinas. Parece que o0 uso concomitante de estatinas com eritromicina,
ciclosporina, niacina e fibratos aumenta o risco de miopatias em 10-30% dos
pacientes (Bakri et al., 2003; Wierzbicki et al., 2003).

As estatinas exercem muitos efeitos independentes da diminuicdo do
colesterol sérico, conhecidos como pleiotropicos (Liao e Laufs, 2005). Muitos destes
efeitos pleiotrépicos sdo mediados pela inibicdo de isoprendides, 0s quais servem
como ligantes lipidicos para moléculas envolvidas em processos de sinalizacéo
celular. Investigacbes recentes tém mostrado diversos efeitos importantes das
estatinas, como acao antineoplasica (Jakobisiak e Golab, 2003), inibicdo da
reabsorcédo Ossea (Staal et al., 2003), aumento da disponibilidade de 6xido nitrico
endotelial (Kalinowski et al., 2002), relaxamento do musculo sanguineo (Mukai et al.,
2003), atenuacdo da hipertrofia do miocito cardiaco induzida pelo endotélio
(Nishikimi et al., 2002; Davignon, 2004), inibicdo da proliferacdo de células
endoteliais induzidas por fatores angiogénicos (Vincent et al., 2002), diminuicdo dos
niveis de citocina pré-inflamatéria IL-6, liberada pelo tecido adiposo (van Harmelen
et al., 2003; Liao e Laufs, 2005).
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Estudos recentes tém mostrado que as estatinas podem ter efeitos adicionais,
com melhora da sensibilidade a insulina hepatica em modelos animais (Naples et al.,
2008) e humanos (Rizos et al., 2010); e apesar dessas constatagoes, 0 uso das
estatinas como uma estratégia no tratamento da resisténcia a insulina e da

esteatose hepatica tém sido pouco investigada.

1.6 Rosiglitazona

As tiazolidinedionas, glitazonas, sdo drogas sensibilizadoras da acdo da
insulina e ja representavam 21% das prescricfes para pacientes com DM tipo 2 nos
EUA e 5% na Europa (Yki-Jarvinen, 2005). Apresentam, como caracteristica de sua
estrutura quimica, um anel diona, que confere a atividade anti-hiperglicémica que,
entretanto, depende da presenca da insulina (Furnsinn e Waldhausl, 2002).

As glitazonas tém como mecanismo de acdo uma ligacdo aos receptores
nucleares PPARs (Receptor ativador de proliferacdo peroxissomal) do tipo y. ApGs a
ligacdo, ha uma mudanca conformacional no receptor, que permite a ligagdo com
receptor do &cido retindico (RXR) e recrutamento de um ou mais co-ativadores (Yki-
Jarvinen, 2004). Esses receptores se expressam em diversos tecidos,
principalmente no tecido adiposo, mas também nas células endoteliais vasculares,
macrofagos e células beta pancreaticas e nos hepatécitos (Vamecq e Latruffe, 1999;
Yki-Jarvinen, 2004). Dessa forma, essas substancias tém sido utlizadas no
tratamento do DM2 com o objetivo de melhorar a RI por efeitos diretos no tecido
adiposo (aumento da captacdo de acidos graxos e glicose) (Gurnell et al., 2003)e
indiretos, por alterar a secrecdo de adipocitocinas (diminuicdo de TNF-a e aumento
da adiponectina) (Abbasi et al., 2006; Hung et al., 2006), e consequente melhora da
sensibilidade a insulina em outros tecidos. Além dos efeitos no metabolismo da
glicose, demonstra uma potente acao anti-inflamatéria (Mohanty et al., 2004; Sharabi
et al., 2007; Qurashi et al., 2008).

Outro mecanismo de acdo do PPAR-yindependeria de ligagcdo direta com
regides responsivas do DNA e resultaria em repressao a transcricdo genética. Este
mecanismo de agao estaria associado a atividade anti-inflamatoria e potencialmente

anti-aterogénica do PPAR-yatravés da repressao da transcricdo do NF-kB. Este fator
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é responsavel pela transcricdo de diferentes citocinas, moléculas de adeséao,
metaloproteinases e outras proteinas que participam do  processo
aterosclerotico(Zhang e Young, 2002).

Além do PPAR-y, outros receptores PPARs foram descritos:a, B e 6. O
receptor PPAR-a € expresso predominantemente no figado e também pode ser
encontrado em musculo, coracdo, endotélio e nos rins. Tem como principais ligantes
enddgenos os acidos graxos livres, e exdgenos os fibratos. Os receptores PPAR-a
sao responsaveis pela oxidacdo de acidos graxos livres e pela transcricdo de fatores
com atividade anti-inflamatéria e de genes regulatorios das lipoproteinas (aumenta a
transcricdo de apoA | e apoA Il e diminui a transcricao de apoC lll). As acdes nas
lipoproteinas resultam em aumento do HDL e maior clearance de triglicerideos
exdgenos (quilomicrons) e endogenos (VLDL) por maior atividade da lipase
lipoproteica. O receptor PPAR-y € expresso no figado, musculo, intestino e tecido
adiposo, sua acéo fisiolégica € menos estabelecida e seria mais relacionada ao
metabolismo lipidico atuando na oxidacdo dos acidos graxos (Willson et al., 2000).
Vérios fatores interferem na expressao e ativacdo de receptores PPARSs, dos quais o
mais importante é a alimentacdo. No periodo de jejum haveria maior atividade do
PPAR-a em relagao ao PPAR-y. No periodo absortivo, ha maior atividade PPAR-y.

Usualmente, consideramos que as glitazonas melhoram a resisténcia
insulinica porque interferem em diferentes mecanismos no tecido adiposo, musculo
e figado. O efeito das glitazonas no remodelamento do tecido adiposo resulta em
melhora da sensibilidade a insulina, j& que interfere na liberacéo de sinais que agem
no tecido muscular e no figado, dos quais os mais estudados sao os AGL, o TNFa e
a adiponectina (Martens et al., 2002; Miyazaki et al., 2004). As glitazonas diminuem
0os AGL em cerca de 25%, diminuem a secrecdo de TNF-ae aumentam a
concentracdo sérica de adiponectina, como recentemente observado por diferentes
estudos duplo cegos e controlados com placebo e pioglitazona e/ou rosiglitazona em
pacientes submetidos ao clamp insulinico euglicémico (Martens et al., 2002). A
melhora da resisténcia insulinica € evidenciada nos diferentes trabalhos pela
diminuicdo do indice HOMA (Homeostasis Model of Assessment) e QUICKI (Quick
Insulin Sensivity Index) em pacientes com DM2 (McGarry, 2002), como também pela
diminuicdo da insulinemia plasmatica (Miyazaki et al., 2004).

As glitazonas estimulam a diferenciacdo de adipoOcitos pequenos, que

apresentam como caracteristica maior sensibilidade a insulina e a apoptose dos
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adipdcitos maiores, que sdo 0s principais responsaveis pela liberacdo de &cidos
graxos livres, secrecdo de TNF-a e IL-6 (Larsen et al., 2003; Tan et al., 2004,
Ceriello et al., 2005). A diminuicdo da liberacdo de AGL tem efeitos benéficos na
secrecdo e na sensibilidade a insulina. As glitazonas vao redirecionar a captacao
dos AGL para o tecido adiposo porque ha estimulo de proteinas como a P2, que se
ligam aos AGL e a FATP/CD36 (Fatty acid translocase) que transportam AGL e
colesterol para o adipdcito (Tan et al., 2004).

No adipdcito, o aumento de AGL e a maior atividade da glicerol-quinase
também induzida pelas glitazonas (rosiglitazona) resultard& em maior formacdo de
triglicerideos (Moller, 2001). Desta forma, ocorre uma redistribuicdo do depdsito
corporal de triglicerideos, que passa a ser direcionado para o tecido adiposo, com
diminuicdo da gordura visceral e aumento da gordura subcutanea (Larsen et al.,
2003). Outros trabalhos demonstraram que, apesar do aumento de peso em
pacientes com DM2 em uso de pioglitazona (como monoterapia ou associagdo com
sulfoniluréia) por 16 semanas, houve diminui¢do significativa da gordura hepatica e
da producdo hepatica de glicose, ambos os efeitos associados a diminuicdo da
secrecado de resistina (Miyazaki et al., 2004).

Um importante estudo (FLIRT) sugeriu que as TZDs poderiam ser Uteis para o
tratamento da NASH em pacientes com sobrepeso ou obesos, onde se verificou
melhoria da esteatose e reducdo das aminotransferases, sem, contudo haver uma
melhoria significativa nos parametros histolégicos de leséo, levando, contudo a um
aumento de peso (Ratziu et al., 2008). Apesar do interesse potencial de TZDs para o
tratamento da NAFLD, é importante notar que a lesdo do figado tem sido relatada
em alguns pacientes tratados com rosiglitazona (Henriksen e Ring-Larsen, 2008).
Somando-se a esses aspectos, 0s estudos clinicos publicados recentemente
demonstraram um aumento na incidéncia de insuficiéncia cardiaca grave associado
ao uso de rosiglitazona no tratamento do DM tipo 2, o que trouxe um novo olhar para

essa indesejada complicacdo (Nissen e Wolski, 2007; Mannucci et al., 2010).



43

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Comparar os efeitos dos tratamentos com rosuvastatina, rosiglitazona e a
combinagdo de rosuvastatina e rosiglitazona sobre o metabolismo de
carboidratos, remodelamento hepatico e a morfometria do tecido adiposo de

camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica.

2.2 Objetivos especificos

e Induzir resisténcia a insulina em camundongos C57BL/6 por administracdo de
dieta hiperlipidica.

e Comparar os resultados entre os grupos para avaliar os efeitos do tratamento
farmacoldgico (rosuvastatina, rosiglitazona e rosuvastatina +rosiglitazona)sobre
a massa corporal, depdsitos de gordura visceral e bioguimica do sangue (lipidios
plasmaticos e adipocitocinas).

e Avaliar os efeitos dos diversos tratamentos propostos sobre a morfologia e
morfometria do figado de camundongos C57BL/6 que receberam dieta
hiperlipidica.

e Avaliar os efeitos dos diversos tratamentos propostos sobre a resposta
inflamatoria.

e Avaliar os efeitos dos diversos tratamentos propostos sobre o metabolismo
lipidico no figado, os parametros de intolerdncia a glicose e resisténcia a
insulina, assim como analisar as concentracdes plasmaticas de glicose e
insulina.

e Comparar a eficacia de um tratamento classico para dislipidemia com as demais
associacfes propostas, enfatizando os efeitos pleiotropicos dos farmacos

envolvidos nessas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e dieta

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o0s guias
convencionais para experimentacdo em animais (publicacdo N°85-23 do NIH,
revisada em 1996). Os cuidados com 0s animais seguiram as normas impostas pela
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), sendo aprovado pelo comité de
ética do Hospital Universitario Pedro Ernesto sob o protocolo CEA/018/2010.

Foramutilizados camundongos machos C57BL/6 com 8 semanas de idade,
obtidos do Biotério Central da Universidade Federal Fluminense, mantidos no
Laboratorio de Morfometria & Morfologia Cardiovascular em caixas apropriadas com
condicBes controladas de temperatura controlada (21+2°C) e umidade (60+10%)
com acesso irrestrito a comida e agua. O ambiente foi submetido a ciclos de 12h
claro-escuro, com inicio as 01:00 a.m. e de reposic¢ao de ar (15 minutos/hora).

Os animais foram separados em dois grupos que receberam diferentes dietas
durante seis semanas, a partir da 8% semana até a 13% semana de vida,
denominados Controle (SC), que recebeu dieta padrdo com 76% da fonte de energia
de carboidratos, 10% de gordura e 14% de proteina e o0 grupo que recebeu dieta de
alta densidade energética (dieta hiperlipidica HF) com 26% da fonte de energia de
carboidratos, 60% de gordura, 14% de proteina. Nao houve restricdo de proteinas,
visto que nas duas dietas a proteina fornecida era fonte de proteinas de alto valor
bioldgico (22g ptn/kg — AIN93), assim como o conteldo vitaminico e mineral em
ambas as dietas eram idénticos e de acordo com as recomendagdes do “American
Institute of Nutrition” para roedores na fase de manutencéo (AIN 93M) (Reeves et al.,
1993a).

Apés seis semanas de administracdo das dietas, objetivando induzir os
caracteres da SM, o tratamento farmacoldgico foi iniciado e os seguintes grupos
foram formados: grupo SC (racéo padrao durante todo o experimento / n=10); grupo
HF (dieta hiperlipidica durante todo o experimento e que nao fora tratado/n=10);
grupo HF + ST [dieta HF acrescida com rosuvastatina (Crestor, AstraZeneca), 20

mg.kg?]; grupo HF + GZ [dieta HF acrescida com rosiglitazona (Avandia,
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GlaxoSmithKline), 5 mg.kg™]; e a combinacdo HF + ST + GZ (dieta HF acrescida
com rosuvastatina + rosiglitazona) nas mesmas concentragcdes utilizadas na
monoterapias.O tratamento com drogas comecou nha sétima semana do
experimento, e 0s grupos tratados com o farmaco continuou a ter livre acesso a
dieta HF durante o periodo de tratamento. Os tratamentos tiveram a duragéo de oito
semanas e as drogas foram trituradas e misturadas a dieta. Tomando consumo
diario de alimentos e MC em conta, as doses da droga foram corrigidas para
corresponder as mesmas concentracdes, conforme indicado.

A manipulacdo das dietas ofertadas aos animais foi feita pela empresa
Pragsolugbes (Sao Paulo, www.pragsolucoes.com.br) e suas composi¢des quimicas

estao descritas com detalhes na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicao e conteludo energético das dietas padréo (SC) e hiperlipidica
(HF).

. Dieta
Ingredientes (g/Kg) SC OF
Caseina (> 85% de proteina) 140.0 190.0
Maisena 620.7 250.7
Sacarose 100.0 100.0
Oleo de soja 40.0 40.0
Banha de porco - 320.0
Fibra 50.0 50.0
Mistura de vitamina* 10.0 10.0
Mistura de mineral* 35.0 35.0
Cistina 1.8 1.8
Colina 2.5 2.5
Antioxidante 0.008 0.008
Total em gramas 1,000 1,000
Energia (Kcal/Kg) 3,573 5,404
Hidratos de carbono (%) 76 26
Proteinas (%) 14 14
Lipidios (%) 10 60

* Misturas de Vitaminas e Minerais segundo a
AIN-93M (Reeves et al., 1993a).
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3.2 Massa corporal e ingestédo alimentar

A massa corporal (MC) foi aferida semanalmente a partir da 8% semana
durante todo o curso do experimento, sempre as 14h0Omin em balanca digital
(precisdo 0,01g). As médias dos grupos em cada semana foram calculadas e
tracadas. O controle da ingestdo alimentar foi realizado diariamente as 13h00min. A
dieta era fornecida diariamente e todo restante do dia anterior descartado, devido ao
alto contetdo de gordura da dieta HF, sendo assim susceptivel a rancificagdo. Uma
dieta fresca foi fornecida diariamente, e qualquer dieta remanescente do dia anterior

foi descartada.

3.3 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Foi realizada a glicemia de jejum e, ap6s a administracdo por gavagem de
solucdo 25% de glicose (2g/kg camundongo), nos tempos de 15, 30, 60, 120
minutos. No dia da afericdo, os camundongos permaneceram em jejum de seis
horas (01 - 07h). As concentracdes da glicemia de jejum foram determinadas pelo
método da glicose-oxidase, utilizando o glicosimetro (Accu-Chek Go, Roche
Diagnostic, Germany). A area sob a curva (AUC) foi calculada usando a ferramenta
trapezéide do programa GraphPad Prism versdo 5.3 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).
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3.4 Teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (TITI)

Foi realizada a glicemia de jejum e, apos foi administrada
intraperitonealmente (i.p.) 1,0 U /Kg MC de camundongo de insulina de acao
ultrarrdpida (Lispro insulin ®), sendo entdo determinadas as glicemias nos tempos
de 15, 30, 60, 120 minutos. No dia da afericdo, os camundongos permaneceram em
jejum de quatro horas. (01 - 05h). As concentracfes da glicemia de jejum foram
determinadas pelo método da glicose-oxidase, utilizando o glicosimetro (Accu-Chek
Go, Roche Diagnostic, Germany). A area sob a curva também foi calculada

objetivando avaliar a resisténcia a insulina.

3.5 Eutanésia e obtencdo do material para analise bioquimica

Ao término de 14 semanas de experimento, no dia da eutanasia, 0s animais
foram mantidos em gaiolas metabdlicas e submetidos ao jejum de 6 horas. Antes do
procedimento, os animais foram anestesiados profundamente com pentobarbital
sédico intraperitoneal (50 mg/kg). Em seguida, abdémen e térax foram abertos
através de incisdo mediana. Em seguida os 6érgaos foram dissecados e retirados o
figado e os depdsitos de gordura retroperitoneal, perirrenal, epididimaria, inguinal e
subescapular. Estes foram completamente removidos de ambos os lados e suas
massa foram aferidas em balanca de preciséo digital (precisdo 0,001g). A gordura
retroperitoneal foi considerada como os depdsitos localizados ao redor dos rins e ao
longo dos musculos lombares e a gordura perirrenal como os depdositos relacionados
diretamente com os rins. A gordura epididimaria incluiu o tecido adiposo ao redor
dos ureteres, bexiga e epididimos e a gordura inguinal, como toda gordura
localizada na regido inguinal.

Os orgaos foram fixados em formaldeido 1.27 mol/l em tampéao fosfato 0,1M,

pH 7,2 para posterior preparagao técnica e microscopia de luz (Carson et al., 1973).
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3.6 Radioimunoinsaio para insulina e HOMA-IR

As concentracdes plasméticas foram reconstituidas com 1ml de solugéo
tampéo gelatina-fosfato (TGF). Destes, 100ul foram utilizados em duplicatas para a
execucdo do radioimunoensaio. A insulina de jejum foi mensuradas utilizando o
anticorpo anti-insulina (IMMUCHEM™ DOUBLE ANTIBODY, MP BIOMEDICALS,
CALIFORNIA, E.U.A., CAT. 07-260121) que foi utilizado em solugcdo TGF. O triciado
(1,2,6-7-3H-cortisol, Amersham, EUA), com atividade especifica de 2,29 TBg/mmol,
foi mantido a -20°C até a sua utilizacdo na proporcdo 15:10,000 em TGF. Desta
solugado, 100ul foram empregados no ensaio. Depois foram adicionados 200ul a
cada amostra de carvao dextran, e mantidos em agitacdo continua a 4°C. Apos a
homogeneizacdo e subsequente repouso por 15min a 4°C, as amostras foram
submetidas a centrifugacao (3000 RPM, 30 min a 4°C) em centrifuga refrigerada. A
contagem foi realizada num contador de radiacdo beta (Packard, modelo 1900 TR,
EUA). O célculo do 21DF, em ng/dl, foi realizado pelo programa RIACALC (Wallac
Oy, Turku, Finlandia). A curva de calibracéo foi determinada com sete diferentes
concentracfes: 39, 78, 156, 313, 625, 1.250 e 2.500 pg/0,1 ml e foram preparadas
em TGF a partir do padrao de 21DF (100ug/ml). Os resultados obtidos foram
corrigidos em funcédo do volume inicial e da diluicAo das amostras, para o qual o
coeficiente de variacéo intraensaio foi de 1,4%.

O indice HOMA-IR (“homeostasis model assessment-insulin resistance”) para
avaliacdo da resisténcia a insulina foi calculado através da seguinte formula: HOMA-
IR = [fasting serum glucose x fasting serum insulin/22.5](Vogeser et al., 2007) para

avaliar resisténcia a insulina.

3.7 Adipocitocinas

Analise sérica de adiponectina foi feita usando um kit comercial para ELISA
(Millipore, Billerica, MA, EUA, mouse EZMADP-60K; Linco/Millipore). Assim como os
niveis séricos de leptina e resistina foram analisados por um kit Milliplex Map
(Millipore, Billerica, MA, EUA, cat. N°. MADPK-71K). Os coeficientes de variagao
intra-e interensaio de foram 5,4% e 1,4% para a adiponectina, 4,5% e 10,3% para

leptina e resistina.
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3.8 Morfometria dos adip6citos

O tecido adiposo epididimario foi incluido em paraplast plus (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA), seccionado a 5 ym e corado com hematoxilina-eosina.
Apés isso, a area seccional dos adipocitos foi medida utilizando o software Image-
Pro Plus versao 7.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) para a analise de
imagens digitais adquiridas de campos aleatérios (um minimo de 10 adipécitos por
animal, formato TIFF, 36-bit, 1280x1024 pixels) com camera Olympus LC Evolution e

microscépio Olympus BX51.

3.9 Andlise bioquimica

Amostras de sangue foram rapidamente obtidos por puncéo cardiaca do atrio
direito e ap6s a coleta do sangue, o plasma foi separado por centrifugacdo em
temperatura ambiente (2,4x10° rpm por 15 min) e estocado individualmente a -20°C
até a realizagcéo das andlises bioquimicas.

O colesterol total (CT) e triglicérides (TG) foram dosados pelo método
enzimatico colorimétrico, sendo realizado de acordo com as instru¢ées do fabricante
(Bioclin System I, Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil).

Quanto as enzimas de funcdo hepética, foram dosadas a alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e a concentracdo de

fosfatase alcalina (FA) pelo método cinético colorimétrico.

3.10 Estereologia e Triglicerideo hepético

O figado foi cuidadosamente dissecado e teve seu volume aferido pelo
método de Scherle. Este se fundamenta no deslocamento do liquido devido ao
volume do 6rgdo submerso na solucdo salina de maneira que as paredes do

recipiente posicionado sobre a balanca nédo sejam tocadas(Scherle, 1970). A partir
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de tal procedimento, o volume do érgédo € obtido por meio do peso, dado que volume
= massa/gravidade e que a gravidade da solucgéo fisiologica salina é 1,0048, pode-se
considerar entdo que volume (cm3) = massa (g) (Weibel, 1979).

Na sequéncia, o figado foi cortado em fragmentos pequenos, os quais foram
mantidos formalina de Millong durante 48h em temperatura ambiente. Fragmentos
aleatdrios foram desidratados em alcodis de concentragcdo crescente até alcancgar o
alcool absoluto, diafanizados em xilol e incluidos em Paraplast plus (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). O material foi seccionado com 3um de espessura, € entdo os
cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina. Varios cortes foram obtidos de cada
fragmento do 6rgdo e 5 campos aleatérios foram analisados ao microscopio,
configurando um estudo completamente cego.

Para as analises estereoldgicas, foi utilizado um sistema de video-
microscopia com microscopio Leica DMRBE, objetivas planacromaticas (Leica,
Weltzlar, Alemanha) e um sistema teste com 36 pontos (pontos totais) acoplado ao
monitor (Aguila et al., 2003a). A densidade de volume de esteatose hepatica foi
estimada por contagem dos pontos que tocavam glébulos de gordura:
Vv[estrutura]:=Pp[estrutura]/Pt (onde Pp € 0 numero de pontos que tocam as
estrutura avaliada e Pt € 0 nimero total de pontos na grade teste) (Mandarim-de-
Lacerda, 2003). Vale a pena mencionar que a técnica de contagem de pontos foi
escolhida uma vez que esta tem uma melhor reprodutibilidade que a avaliacdo visual
(Franzen et al., 2005; Catta-Preta et al., 2011).

Para andlise do triglicerideo hepético, fragmentos do figado de cada animal
foram congelados a -80°C para andlise bioquimica. Os niveis de triglicerideos
hepaticos foram medidos de acordo com um protocolo previamente publicados
(Vieira et al., 2009). Resumidamente, 50mg de tecido do figado congelado foi
colocado no processador ultrassoénico com 1 mL de isopropanol. O homogenato foi
centrifugado a 2000 x g e 5ul do sobrenadante foi usada para mensura¢cdo com uso
de um kit de triglicerideos em um analisador bioquimico semiautomatico (K55,

Bioclin, Belo Horizonte, Brasil).
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3.11 Imunohistoquimica

Foram utilizados cortes em Paraplast (5 um) obtidos a partir de tecido de
figado em diferentes niveis, onde foi realizado a recuperagdo antigénica com
tampéo citrato em pH 6,0 por 30 minutos a 60°C. Apdés isso, a atividade da
peroxidase endogena foi inativada com peroxido de hidrogénio 3%. Os cortes foram
lavados com tampdo fosfato (PBS). Ligacdes inespecificas dos anticorpos
policlonais foram bloqueadas pela incubagdo com albumina sérica bovina (BSA) a
5% em PBS. Os cortes foram entdo incubadas com anti-SREBP-1c (68 kDa; SC-
367, Santa Cruz Biotechnology) anticorpos por 2 horas. As laminas foram lavadas
com tampéo fosfato (PBS). Posteriormente, as amostras foram tratadas com um
anticorpo secundério biotinilado (K0679, Universal DakoCytomation LSAB+Kit,
Peroxidase, Glostrup, Dinamarca), que foi detectado pela reacdo com um complexo
peroxidase-estreptavidina-biotina. A Imunoreacdo positiva foi identificada apos
incubacdo com 3,3' diaminobenzidine tetrachloride (K3466, DAB, DakoCytomation) e
contra corado com hematoxilina de Mayer.

Imagens digitais dos cortes foram obtidas (LC camera Evolution, Olympus
BX51 microscopio, o formato TIFF, cor 36-bit, 1280x1024 pixels) e analisadas com o
software Image-Pro Plus versdo 7.0. O numero de nucleos SREBP-1c
imunomarcados foi quantificado em dez campos por animal. Foi utilizada uma area
teste com dimensdes conhecida, onde somente foram quantificadas estruturas

preservadas e que ndo tocavam a linha proibida (Gundersen, 1977).

3.12 Western Blot

As proteinas hepaticas foram extraidas com tampédo de lise e inibidores de
protease. Os homogenatos resultantes foram centrifugados a 3200x g por 20
minutos a 4°C, e os sobrenadantes foram coletados. A expressao das proteinas
SREBP-1c, GLUT-2, PPAR-a e PPAR-y foram analisadas por western blot.
Quantidades iguais de proteina total foram resuspensas em tampdo de amostra

contendo SDS, aquecidas por 5 minutos a 100°C e separadas pelo SDS-PAGE.
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Apés a eletroforese das proteinas houve a eletro transferéncia destas para uma
membrana PVDF (Amersham HybondTM-P). A eficiéncia da transferéncia das
proteinas foi visualizada pela coloracdo com o corante Ponceau. A membrana foi
entdo incubada em leite desnatado em po6 (6% em T-TBS), incubada com anticorpo
policlonal anti-rabbit-SREBP-1c (68kDa, SC-367, Santa cruz Biotechnology, CA,
USA) e anti-rabbit-GLUT-2 (53-61kDa, AB1342, Chemicon), anti-rabbit-PPAR-y (53-
61 kDa; SC-7273; Santa Cruz Biotechnology), anti-rabbit-PPAR-a (53-61 kDa; SC-
9000; Santa Cruz Biotechnology) e monoclonal anti-mouse-beta-actina (57 kDa; sc-
130301; Santa Cruz Biotechnology). A proteina beta-actina serviu como controle de
carregamento de proteinas citosoélicas. Posteriomente a incubacdo, as membranas
foram lavada e incubada com anticorpo secundario anti-rabbit ou anti-mouse. A
expressdo das proteinas foi detectada por meio de um sistema de deteccdo de
quimioluminescéncia aumentada (ECL - Amersham). Os sinais foram visualizados
por autoradiografia e determinada pela analise quantitativa de imagens digitais do
gel usando o software Image-Pro Plus verséao 7.0 (Media Cybernetics, Silver spring,
Md). A densidade integral 6tica (I0OD) das proteinas expressas foi mensurada e
corrigida pelo controle da sua beta-actina. Os dados foram expressos como % do
grupo SC.

3.13 Analise estatistica

Os dados sdo mostrados como media £+ EPM. Nos casos em que podemos
confirmar a homocedasticidade das variancias, as comparacdes entre 0S grupos
foram feitas pelo one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey. Caso contrario
as diferencas foram testadas com Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn. Em todos o0s
casos, um nivel de significancia de 0,05 foi considerado como estatisticamente
significativo. Todas as analises e graficos foram feitos com o GraphPad Prism

versao 5.3 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Ingestao de energia, massa corporal e depositos de gordura

N&o houve diferenca quanto a quantidade de racdo ingerida durante todo o
experimento, entretanto, quando avaliamos a ingestdo em energia, o0 consumo de
energia dos animais alimentados com a dieta HF ultrapassou o consumo de energia
do grupo SC antes do tratamento de drogas (+100%, P <0,0001). Apés o tratamento,
0s animais do grupo HF+ST tiveram um consumo energético reduzido por grama de
massa corporal quando comparado aos animais do grupo alimentado com dieta HF
nao tratado (-15%, P <0,01).

Quanto a massa corporal, na quarta semana de experimento, a massa
corporal jA era maior em todos os animais alimentados com uma dieta HF em
comparacao aos animais alimentados com SC (pré-tratamento, P = 0,02). Ao final do
experimento, houve uma reducgdo significativa no ganho da massa corporal
observados no grupo HF+ST. E importante destacar que o tratamento com ST
preveniu o excessivo ganho de massa corporal nos animais tratados (Tabela 4, pés-
tratamento, P <0,01). Os animais do grupo HF+ST ganharam apenas 6,4 + 3,4% de
massa corporal durante o final de oito semanas do estudo, enquanto o grupo de
animais HF+ST+GZ ganhou 11,2 + 4,1% de massa corporal durante este periodo
(n=10). O grupo HF+GZ ganhou 13,72 + 4,2% da massa corporal total durante o final
de oito semanas do estudo. As mudancas na massa corporal para todos os grupos
sdo mostrados na figura 8.

Da mesma forma, os depoésitos de gordura foram significativamente maiores
nos animais HF em comparacdo com os alimentados com a dieta SC, com aumento
nas gorduras visceral total (143%, P = 0,003), retroperitoneal (124%, P <0,01) e na
epididiméaria (90%, P <0,01). A massa adiposa em camundongos nao tratados
alimentados com dieta HF foi aumentado em 28% quando comparado com o0s
animais com dieta SC (P <0,05), sendo o ganho total de tecido adiposo atenuado
pelo tratamento com ST (+38% no grupo HF+ST, P <0,05 e +42% no grupo
HF+ST+GZ, P <0,001, em comparagdo com grupo SC). O tratamento com

rosuvastatina também alterou o padrdo de distribuicdo de gordura, diminuindo a
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proporcao de gordura visceral epididimaria/gordura subcutédnea inguinal nos animais
do grupo HF+ST (-25%, P <0,001). A Hipertrofia dos adipdcitos foi observada no
grupo HF (+125%, P <0,001) quando comparado ao grupo SC, que foi
eficientemente reduzida pela ST. O HF+ST grupo mostrou adipécitos de tamanho
menores, com diametro proximo aos animais do grupo SC. Os resultados mais

importantes sobre o tecido adiposo sao apresentados na Tabela 4 e figura 9.
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Figura 8 — Evolucdo de massa corporal (valores em médiatEPM). Pré-tratamento
corresponde ao periodo até a sexta semana (inducdo de resisténcia a insulina), quando
comecgou o tratamento e se estendeu até 14 2 semana. As diferengas foram encontradas
comparando a SC e grupos HF (* P <0,05), conforme determinado por uma one-way
ANOVA e poés-teste de Tukey. Abreviaturas: grupo dieta padrao (SC); dieta hiperlipidica
(HF); dieta HF tratados com rosuvastatina (HF+ST); HF tratados com rosiglitazona (HF+GZ),
e HF tratados com rosuvastatina+rosiglitazona (HF+ST+GZ).



Tabela 4. Composi¢ao corporal e metabolismo energético
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Parametros Grupos

SC HF HF+ST HF+GZ HF+ST+GZ
Massa corporal final, g 28,69 £ 0,79 32,74 £ 0,90* 30,06 = 0,367 32,40 £ 0,97* 30,95 £ 0,651
Dieta, g/dia/animal 2,53 +0,08 3,30+0,14 3,23+0,36 3,55+0,29 3,71+0,39
Energia, kJ/dia/animal 42,82 £ 1,58 85,79+2,03* 73,08+1,31*t 81,35+1,69*F 83,90 £1,70*F
Adipdcito, pm 53,60 + 0,40 80,50+ 1,07* 59,10 +0,60*t 67,30+0,98*tFf 56,30 £ 0,5911§
Massa de Gorgura, ¢
Epididimaria 0,40 + 0,03 1,50 £ 0,23* 0,60 + 0,07t 1,00 + 0,26* 0,60 + 0,08t
Retroperitoneal 0,12 +0,01 0,54 +0,13* 0,16 = 0,02t 0,34 = 0,06* 0,17 + 0,03t
Inguinal 0,10+ 0,01 0,32 £0,07* 0,13+ 0,01t 0,28 + 0,05*t 0,17 + 0,03
ViscGord/InguiGord razdo 4,10 £ 0,15 5,30 £ 0,32* 4,60 £ 0,26 3,710,191t 3,6 +0,18t%

Os valores em médiaztEPM, com n=5-8 animais/grupo. Pré-tratamento corresponde ao periodo até a sétima semana
(indugdo de resisténcia a insulina), Pos-tratamento quando o tratamento € iniciado e estendido até a 142 semana. Nos casos
sinalizados, P <0,05 quando comparado com (*) o grupo SC, (1) grupo HF, (%) grupo HF+ST, e (§) grupo HF+GZ (one-way ANOVA
e pos-teste de Tukey). Grupos: dieta padrao (SC), dieta hiperlipidica (HF), dieta HF tratado com rosuvastatina (HF+ST), dieta HF
tratado com rosiglitazona (HF+GZ) e dieta HF tratado com rosuvastatina + rosiglitazona (HF+ST+GZ).
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Figura 9 — Vista ventro abdominal do camundongo dissecado mostrando os depoésitos de gordura (barra = 20 mm): A Esquerda Gordura
epididimaria: Grupo SC, os rins estao envoltos por pequenos depdsitos de gordura estendidos até a bexiga urinaria. Nos Grupos HF e HF+GZ, os
depésitos de gordura sdo maiores que o grupo SC, cobrindo parcialmente os rins e com reduzida quantidade nos grupos HF+ST e HF+ST+GZ. A
Direita Gordura retroperitoneal: Grupo SC — cobrem toda a parte inferior da cavidade abdominal, mas sdo muito mais desenvolvidas nos grupos
HF e HF+GZ, com reduzida quantidade nos grupos HF+ST e HF+ST+GZ. Fotomicrografias dos depdsitos de gordura epididimaria dos apds-
tratamento. Abreviaturas: grupo dieta padrdo (SC); dieta hiperlipidica (HF); dieta HF tratados com rosuvastatina (HF+ST); HF tratados com
rosiglitazona (HF+GZ), e HF tratados com rosuvastatina + rosiglitazona (HF+ST+GZ).
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4.2 Adipocitocinas

A resistina foi 79% maior no grupo de dieta HF, quando comparado com o
grupo SC. No grupo HF+ST, os niveis de resistina foram menores quando
comparados com o grupo HF (-44%, P <0,01). Os niveis de resistina foram
consistentes com os resultados do indice HOMA-IR e estdo de acordo com o0s
resultados de resisténcia a insulina (Tabela 5). De todos 0s grupos experimentais, 0
grupo HF ndo tratado apresentou os maiores niveis de leptina. Em geral, os niveis
de leptina foram mais baixos nos animais alimentados com dieta HF comparados
com os alimentados com dieta padréo (HF, -47%, P <0,001). Os niveis de leptina
foram normalizados por todos os tratamentos associados ao uso de rosuvastatina,
sendo os niveis de leptina 85% e 78% menores nos grupos HF+ST e HF+ST+GZ,
respectivamente, em comparacao com o grupo HF (P <0,01). Interessantemente, 0s
niveis de adiponectina foram os menores no grupo HF e apds o tratamento com
rosiglitazona, houve um aumento nos niveis de adiponectina. No grupo HF+ST, os
niveis de adiponectina aumentaram quando comparado ao grupo HF (13%),
entretanto, este aumento ndo foi significativo. N&o foi encontrada diferenga
estatisticamente significativa nos niveis de adiponectina entre os HF+GZ,
HF+ST+GZ e grupo SC (Tabela 5).



Tabela 5. Metabolismo das adipocitocinas

58

Grupos
Parametros
SC HF HF+ST HF+GZ HF+ST+GZ
Adipocitocinas
Resistina, pg/Ml 3615,4 £ 60,6 4525,0 +442,5* 2527,3+470,3ft 4791,1 + 164,61

Adiponectina, ng/dL 14,10 £ 1,00 7,4 +0,40*

Leptina, pg/mL

1284,1 +159,3 14252,0 + 3367,0*

2741,3 + 459,01§
13,50 + 0,90t1
3112,2 + 1186,01

8,40 = 0,60* 14,70 + 1,601
2054,2 + 836,61 6531,1 +2484,0

Os valores em médiatEPM, com n=5 animais/grupo. Nos casos sinalizados, P <0,05 quando comparado com (*) o grupo SC, (1) grupo
HF, (1) grupo HF+ST, e (§) grupo HF+GZ (one-way ANOVA e pés-teste de Tukey). Grupos: dieta padrao (SC), dieta hiperlipidica (HF),
dieta HF tratado com rosuvastatina (HF+ST), dieta HF tratado com rosiglitazona (HF+GZ) e dieta HF tratado com rosuvastatina +

rosiglitazona (HF+ST+GZ).
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4.3 Analise Bioquimica

A dieta hiperlipidica causou dislipidemia nos camundongos, com aumento nos
niveis plasmaticos de TG e CT quando comparados aos alimentados com dieta SC
(P = 0,001). Animais tratados com rosuvastatina em monoterapia apresentaram
reducdo dos niveis de CT de 16% (P <0,05) e quando combinado a rosiglitazona,
reduziram em 41% (P <0,01). No entanto, o tratamento em monoterapia néo teve
nenhum benéfico significativo na reducao do CT. (Tabela 6). Os niveis de TG foram
normalizados por todos os tratamentos com rosuvastatina, e ST em monoterapia
reduziu os niveis de TG de 22% (P <0,05) (Tabela 6). Além disso, as enzimas
hepaticas ALT (P <0,001), AST (P <0,01) e FA (P <0,001) também foram
significativamente maiores nos grupos HF, em comparagéo ao grupo SC.

4.4 Metabolismo de carboidratos

A ingestéo de dieta hiperlipidica induziu hiperinsulinemia nos animais HF, com
insulinemia maior (+180%, P <0,0001) que os animais SC da mesma idade e com
aumento de 40% na glicose plasmatica de jejum (P <0,001) quando comparados ao
grupo SC, com consequente aumento do HOMA-IR (P <0,001). Os animais
alimentados com dieta hiperlipidica tratados com rosuvastatina apresentaram
reducado (-80%, P =0,002) na insulina e na glicose de jejum, sendo estatisticamente
diferentes do grupo HF e ndo apresentaram diferenca com relacdo ao grupo SC,
com uma consequente diminuicdo do HOMA-IR (-70% P= 0,0008 ). Todos os
tratamentos com drogas normalizaram niveis de insulina e o indice HOMA-IR
(Tabela 6).



Tabela 6. Metabolismo de carboidratos, perfil lipidico e andlise bioguimica

Parametros Grupos
SC HF HF+ST HF+GZ HF+ST+GZ

Pré-tratamento
Glicose mg/dl 136.7+£7.3 168.9 £ 4.0*

Pd&s-tratamento
Glicose, mg/dl 127.8 + 10.0 180.5 + 8.2* 133.7 £ 9.47F 150.7 £ 5.2¢% 138.3 £ 5.0%
Insulina (mUI/ml) 6.0+1.1 17.0 + 2.6* 5.8 +0.6F 28+ 1.1% 3.6 £ 0.6
HOMA-IR 19+04 7.5+0.9* 2.3+0.3%t 1.7+0.61 1.3+0.2¢
Colesterol, mg/dl 113.0+3.8 160.2 £ 5.5* 134.0 +6.27F 144.0 £3.7* 130.4 + 5.5¢%
Triglicerideo, mg/dl 28.0+0.5 36.2+0.7* 284 +0.7t 30.8+25 22.0 £ 2.21§
ALT, Ul/ 30.2+1.0 55.6 + 4.0* 48.4 +1.8* 48.6 £3.8* 51.2 +2.0*
AST, Ul 66.6 + 2.8 97.8 £ 9.2* 92.4 + 4.9* 94.6 + 5.0* 90.0 + 1.2*
ALK, U/l 39.0+2.6 53.4 + 3.0* 534 +21* 51.40+ 1.0* 54.6 + 2.3*

Os valores em médiatEPM, com n=5 animais/grupo. Nos casos sinalizados, P <0,05 quando comparado com (*) o grupo SC, ()
grupo HF, () grupo HF+ST, e (§) grupo HF+GZ (one-way ANOVA e pos-teste de Tukey). Grupos: dieta padrdo (SC), dieta
hiperlipidica (HF), dieta HF tratado com rosuvastatina (HF+ST), dieta HF tratado com rosiglitazona (HF+GZ) e dieta HF tratado
com rosuvastatina + rosiglitazona (HF+ST+GZ).
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45 TOTG e TITI

Corroborando com os niveis de insulinemia, quando comparado ao grupo SC,
os camundongos HF apresentaram intolerancia oral a glicose, com maior AUC ap0s
realizacdo do TOTG. A glicose plasmatica de jejun aumentou ao maximo apos 15
minutos da administracdo oral de glicose em todos os grupos. Entretanto o nivel de
glicose nos animais alimentados com a dieta hiperlipidica foi maior que no grupo SC
(P<0.0001). O clearance de glicose nos animais HF mostrou um atraso na captacao
desta glicose, permanecendo elevado apdés 120 minutos da administracdo da glicose
(P<0.001), caracterizando desta forma um retardo no clearance de glicose no grupo
HF quando comparado aos animais do grupo SC (Figura 10). A area sob a curva
(AUC) de glicose nos animais alimentados com a dieta HF foi significativamente
maior (+30% para AUC no TOTG, P=0.001, figura 10). Todos os tratamentos foram
eficazes em reverter a intolerancia oral a glicose, jA que esses grupos nao
apresentaram diferencas com relacdo aos camundongos SC no que se refere a AUC
do OGTT.

O TITI demonstrou uma rapida reducao nos valores da glicose plasmatica aos
15 minutos de administragdo da insulina (i.p) em todos os grupos, mas a glicose
plasmatica permaneceu significativamente elevada em camundongos alimentados
com dieta HF quando comparado aos animais alimentados com dieta padréo (SC) (P
<0.0001) em todos os tempos até os 120 minutos (Figura 10). A area sob a curva do
TITI foi significativamente maior nos animais alimentados com dieta hiperlipidica
(+25%, P=0.002) (Figura 10). Entre as monoterapias, o grupo HF+ST apresentou
reduzida intolerancia a glicose e resisténcia a insulina (-12% para AUC no TOTG, P
= 0,0004 e -24% para AUC em TITI, P = 0,0006). Todos os tratamentos foram
eficazes em reverter completamente a resisténcia a insulina avaliada pelo TITI
(Figura 10).
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Figura 10 — Curva do teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e do teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (TITI). As areas sob as curvas
(AUC) mostram as significativas diferencas entre os grupos Os valores em médiatEPM, com n=5 animais/grupo. Pré-tratamento corresponde ao
periodo até a sétima semana (inducéo de resisténcia a insulina), Pos-tratamento quando o tratamento € iniciado e estendido até a 142 semana. Nos
casos sinalizados, P <0,05 quando comparado com (*) o grupo SC, (1) grupo HF, (¥) grupo HF+ST, e (§) grupo HF+GZ (one-way ANOVA e poés-
teste de Tukey). Grupos: dieta padrdo (SC), dieta hiperlipidica (HF), dieta HF tratado com rosuvastatina (HF+ST), dieta HF tratado com
rosiglitazona (HF+GZ) e dieta HF tratado com rosuvastatina + rosiglitazona (HF+ST+GZ).
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4.6 Figado: Biometria, Esteatose e Triglicerideo

Na 142 semana, a massa do figado (38%, P<0.05) foi significativamente maior
no grupo HF quando comparado ao grupo SC (Figura 11 e Tabela 7) e a esteatose
foi um achado comum no grupo HF nao tratado, que exibiu expressiva esteatose
macro-e micro-vesicular no interior dos hepatocitos em comparagdo com 0s animais
alimentados com dieta SC. Quando comparado aos camundongos alimentados com
dieta HF, os animais do grupo HF+ST mostraram reducdes significativas na massa
do figado e na esteatose hepética (-6%; P <0,05 e -21%, P <0,01, respectivamente).
No grupo HF+ST, a esteatose hepatica reduziu ao nivel observado no grupo
alimentado com dieta SC (Tabela 17). As Figuras 12 e 13 mostram respectivamente,
a densidade de volume de esteatose hepatica e fotomicrografias da esteatose
hepética nos diferentes grupos.

O grupo HF também apresentou 0s maiores valores nos niveis de
triglicerideos hepéticos, que foi aumentado em 127% comparado com o grupo SC (P
<0,01). No grupo HF+ST, os niveis de triglicerideo hepético foram reduzidos em
58% quando comparados ao HF (P <0,01) (Tabela 7).

| B

Figura 11 — Massa do figado. Massa do figado (em gramas) mostrando diferencas
significativas encontradas comparando a SC e grupos HF. Nos casos sinalizados, P <0,05
quando comparado com (*) o grupo SC, (1) grupo HF, (%) grupo HF+ST, e (8) grupo HF+GZ
(one-way ANOVA e pls-teste de Tukey). Abreviaturas: grupo dieta padrdo (SC); dieta
hiperlipidica (HF); dieta HF tratados com rosuvastatina (HF+ST); HF tratados com
rosiglitazona (HF+GZ), e HF tratados com rosuvastatina + rosiglitazona (HF+ST+GZ).
Valores em médiatEPM, n=6.

~



Tabela 7. Massa e metabolismo hepatico

Grupos

Parametros

SC HF HF+ST HF+GZ HF+ST+GZ
Figado
Massa, g 1.10+0.10 1.50 + 0.04* 1.40 £ 0.04*+ 1.40 + 0.030* 1.30 £ 0.04*t
Esteatose, % 530+1.20 16.10 + 0.90* 12.60 £ 0.50*f 15.30 £ 0.60* 10.80 £ 0.80*1§
Triglicerideo, (mg/dL)/mg 180.0 £+17.2 408.8 + 62.2* 170.4 £23.61 325.3+31.7*Ff 1425+16.51§
SREPB1cnucleo/um? 8.20+0.60 14.00 + 0.50* 9.30£0.401t 12.70+0.80*t 9.40+0.301§

Os valores em médiatEPM, com n=5 animais/grupo. Nos casos sinalizados, P <0,05 quando comparado com (*) o grupo SC, (1)
grupo HF, () grupo HF+ST, e (§) grupo HF+GZ (one-way ANOVA e poés-teste de Tukey). Grupos: dieta padrao (SC), dieta
hiperlipidica (HF), dieta HF tratado com rosuvastatina (HF+ST), dieta HF tratado com rosiglitazona (HF+GZ) e dieta HF tratado
com rosuvastatina + rosiglitazona (HF+ST+GZ).
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sC HF  HFIST HFIGZ HF+ST+GZ
Figura 12 — Densidade de volume de esteatose hepatica (em %) mostrando diferencas
significativas encontradas comparando o grupo SC e os grupos HF. Nos casos sinalizados,
P <0,05 quando comparado com (*) o grupo SC, (1) grupo HF, (f) grupo HF+ST, e (§) grupo
HF+GZ (one-way ANOVA e poés-teste de Tukey). Abreviaturas: grupo dieta padréo (SC);
dieta hiperlipidica (HF); dieta HF tratados com rosuvastatina (HF+ST); HF tratados com
rosiglitazona (HF+GZ), e HF tratados com rosuvastatina + rosiglitazona (HF+ST+GZ).
Valores em médiatEPM, n=6.

Figura 13 — Fotomicrografias da morfologia do figado visualizadas através da coloracdo de
Hematoxilina e Eosina. (A) Visualizacao tipica dos hepatécitos do grupo dieta padrdo (aumento de
40x, barra=50 um). (B) Presenca de esteatose micro-e macrovesicular em hepatdcitos de animais
alimentados com dieta hiperlipidica; (C) dieta HF tratado com rosuvastatina; (D) HF tratado com
rosiglitazona e (E) HF tratados com rosuvastatina + rosiglitazona.
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4.7 Imunohistoquimica

No grupo com dieta HF, observou-se quantitativamente mais nucleos de
hepatécitos imunomarcados para SREBP-1c comparado com o SC dieta em grupo
(72%, P <0,001, Tabela 10). O grupo HF+ST mostrou uma diminuicdo na
imunomarcacdao para SREBP-1c em comparacdo com os animais do grupo HF (-
33%, P <0,0001). O grupo HF+GZ ndo apresentou reducdo significativa na
esteatose hepatica ou na imunomarcacdo hepatica para SREBP-1c (Tabela 7 e
Figura 14).

Figura 14 —Imunomarcacao para SREBP-1c no figado dos animais 8 semanas apos
tratamento. Em (A), grupo dieta padrdo (aumento de 40x, barra=50 um).e (B), grupo dieta
hiperlipidica, vemos a aplicacdo da area teste com dimensGes conhecidas para
guantificacdo de nucleos marcados e que nado tocavam a linha proibida; (C) dieta HF tratado
com rosuvastatina; (D) HF tratado com rosiglitazona e (E) HF tratados com rosuvastatina +
rosiglitazona.
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4.8 Western Blot

A expressdao da proteina SREBP-1c no figado de camundongos HF foi
aumentada em 50% em comparagcdo com o grupo SC (P <0,05). Os animais
alimentados com dieta HF tratados com rosuvastatina apresentaram diminuida a
expressdo de SREBP-1c quando comparado com o grupo HF (-50%, P <0,01). O
tratamento com rosiglitazona nao reduziu a expressao de SREBP-1c, permanecendo

com valores semelhantes ao grupo HF (Figura 15).
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Figura 15 - Densidade Otica integral das bandas de western blotting para SREBP-1c
mostrando diferengas significativas encontradas comparando o grupo SC e os grupos HF.
Nos casos sinalizados, P <0,05 quando comparado com (*) o grupo SC, (1) grupo HF, (1)
grupo HF+ST, e (8) grupo HF+GZ (one-way ANOVA e pés-teste de Tukey). Abreviaturas:
grupo dieta padrdo (SC); dieta hiperlipidica (HF); dieta HF tratados com rosuvastatina
(HF+ST); HF tratados com rosiglitazona (HF+GZ), e HF tratados com rosuvastatina +
rosiglitazona (HF+ST+GZ). Valores em médiatEPM.
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Paralelamente, a expressdo PPAR-a no figado foi reduzido em 67% nos
camundongos HF em comparacdo com o grupo SC (P <0,05). Embora os
tratamentos em monoterapia tenham aumentado a expressao de PPAR-a, estes ndo
foram eficazes o suficiente para diferir dos animais HF néo tratados. O grupo
HF+ST+GZ teve sua expressao hepatica de PPAR-a aumentada, sendo diferente do

grupo HF né&o tratado (Figura 16).
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Figura 16 - Densidade 6tica integral das bandas de western blotting para PPAR-a mostrando
diferencas significativas encontradas comparando o grupo SC e os grupos HF. Nos casos
sinalizados, P <0,05 quando comparado com (*) o grupo SC, (1) grupo HF, (F) grupo
HF+ST, e (8) grupo HF+GZ (one-way ANOVA e poés-teste de Tukey). Abreviaturas: grupo
dieta padréo (SC); dieta hiperlipidica (HF); dieta HF tratados com rosuvastatina (HF+ST); HF
tratados com rosiglitazona (HF+GZ), e HF tratados com rosuvastatina + rosiglitazona
(HF+ST+GZ). Valores em médiatEPM.
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Portanto, a relagdo SREBP1c/PPAR-a foi 43% maior nos grupo HF quando
comparado com o grupo SC (P <0,05). Os valores para a razdo SREBP1c/PPAR-a
foram equivalentes nos camundongos do grupo SC e nos animais alimentados com
dieta HF tratados com ST ou ST+GZ. O grupo HF+GZ néo foi eficiente na reducéo
da razdo SREBP1c/PPAR-a, sendo diferente do grupo SC e sem diferenga
significativa para o grupo HF néo tratado (Figura. 17).
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Figura 17 — Razao entre a Densidade ¢tica integral das bandas de western blotting de
SREBP-1c e PPAR-a mostrando diferencas significativas encontradas comparando o grupo
SC e os grupos HF. Nos casos sinalizados, P <0,05 quando comparado com (*) o grupo SC,
(1) grupo HF, () grupo HF+ST, e (§) grupo HF+GZ (one-way ANOVA e pés-teste de Tukey).
Abreviaturas: grupo dieta padrdo (SC); dieta hiperlipidica (HF); dieta HF tratados com
rosuvastatina (HF+ST); HF tratados com rosiglitazona (HF+GZ), e HF tratados com
rosuvastatina + rosiglitazona (HF+ST+GZ). Valores em médiatEPM.
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A expresséo da proteina GLUT-2 foi maior nos camundongos do grupo HF
guando comparado ao grupo SC (+ 27%; P <0,01). A expressao foi reduzida nos
grupos HF + ST e HF+ST+GZ (- 30%; P <0,001), sendo diferente do grupo HF nao
tratado (Figura 18).
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Figura 18 - Densidade otica integral das bandas de western blotting para GLUT-2 mostrando
diferencas significativas encontradas comparando o grupo SC e os grupos HF. Nos casos
sinalizados, P <0,05 quando comparado com (*) o grupo SC, (1) grupo HF, (F) grupo
HF+ST, e (8) grupo HF+GZ (one-way ANOVA e poés-teste de Tukey). Abreviaturas: grupo
dieta padréo (SC); dieta hiperlipidica (HF); dieta HF tratados com rosuvastatina (HF+ST); HF
tratados com rosiglitazona (HF+GZ), e HF tratados com rosuvastatina + rosiglitazona
(HF+ST+GZ). Valores em médiatEPM.
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Além disso, a expressdo de PPAR-y foi reduzida nos camundongos HF néo
tratados quando comparado com o grupo SC (-36%, P <0,0001). Os animais
alimentados com dieta HF, tratados com rosiglitazona em monoterapia ou
combinado a rosuvastatina, apresentaram aumento na expressao de PPAR-y, com
valores equivalentes aos camundongos do grupo SC (+36 % em HF+GZ, P <0,01;
+44% em HF+GZ+ST, P <0,01; comparados com o grupo HF nao tratados).
Somente o grupo HF+ST ndo diferiu significativamente do grupo HF néo tratado
(Figura 19).
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Figura 19 - Densidade otica integral das bandas de western blotting para PPAR-y mostrando
diferencas significativas encontradas comparando o grupo SC e os grupos HF. Nos casos
sinalizados, P <0,05 quando comparado com (*) o grupo SC, (1) grupo HF, (%) grupo
HF+ST, e (8) grupo HF+GZ (one-way ANOVA e poés-teste de Tukey). Abreviaturas: grupo
dieta padréo (SC); dieta hiperlipidica (HF); dieta HF tratados com rosuvastatina (HF+ST); HF
tratados com rosiglitazona (HF+GZ), e HF tratados com rosuvastatina + rosiglitazona
(HF+ST+GZ). Valores em médiatEPM.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, n6s demonstramos que 0s animais alimentados com
dieta HF tratados com rosuvastatina apresentam como efeitos pleiotropicos melhora
da sensibilidade a insulina, com reducédo da adiposidade e da esteatose comparado
aos animais alimentados com dieta HF nédo tratados. A monoterapia com estatina
induziu efeitos benéficos e diminuiu o grau de resisténcia a insulina em animais
alimentados com dieta HF, avaliado pelo indice HOMA-IR. Além disso, o tratamento
com estatina reduziu o ganho de massa corporal, melhorou os niveis circulantes de
colesterol e triglicerideos plasmaticos e ainda reduziu o triglicerideo hepatico, com
concomitante reducao da resistina e aumento da expressdo sérica de adiponectina.
Este € o primeiro relato da literatura demostrando que a rosuvastatina reduz a
esteatose hepatica associada com a melhora da tolerancia a glicose em modelo de
resisténcia a insulina em roedores.

No presente estudo, o modelo de camundongo alimentado com dieta HF
apresentou hipoadiponectinemia, com um aumento significativo no HOMA-IR, com
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, que mimetiza um fendtipo de resisténcia
periférica a insulina. O aumento da massa corporal no camundongo C57BL/6
alimentado com uma HF se caracteriza por aumento na gordura visceral. A massa
de gordura epididimaria pode ser usada para estimar o percentual de gordura
corporal, pois esta fortemente correlacionado com a gordura corporal total (Rogers e
Webb, 1980). O uso da dieta hiperlipidicaaumenta o tamanho de adipécitos no
tecido adiposo epididimario, e esta associada com a obesidade hiperplasica (Strissel
et al., 2007).

O tecido adiposo € um 6rgao ativo da sindrome metabdlica. A gordura visceral
€ conhecida por desempenhar importante papel nas disfungdes metabdlicas que
ocorrem como consequéncia da obesidade. O tecido adiposo produz adipocinas,
guimiocinas e citocinas, que séao referidos coletivamente como adipocitocinas (Juge-
Aubry et al., 2005; Greenberg e Obin, 2006). Em adultos magros, as adipocinas,
como a leptina e adiponectina, desempenham papel normal no metabolismo
corporal. No entanto, em individuos obesos ha aumento da leptina e reducdo da
producdo de adiponectina pelas células adiposas, estas adipocinas alteradas levam

a infiltracdo de mondcitos e macréfagos na gordura (Greenberg e Obin, 2006).Em
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geral, o tecido adiposo intra-abdominal de roedores e humanos é suscetivel a
infiltracdo por macrofagos e € a maior fonte de mediadores inflamatérios. Desta
forma, contribui de maneira intensa para algumas complicacbes metabdlicas da
obesidade, mais do que o tecido adiposo subcutaneo (Strissel et al., 2007).

Os camundongos alimentados com dieta HF apresentaram hipertrofia dos
adipdcitos com um concomitante aumento nos niveis séricos de resistina, indicando
o desenvolvimento da NAFLD e sua evolucdo para NASH (Tilg, 2010). E
amplamente aceito que a supernutricdo, principalmente através do consumo de uma
dieta HF rica em gordura saturada, pode causar danos ao figado pelo acimulo de
triglicerideos, com elevacao nos niveis plasmaticos de enzimas hepaticas (Hanley et
al., 2005). Atualmente, com o aumento da incidéncia de NAFLD em todo o mundo,
esta se tornou uma das formas mais comuns de doenca que acometem o figado, e é
considerada uma manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica (Khashab et al.,
2008), caracterizada por resisténcia a insulina como o fator determinante da
associacao entre obesidade e esteatose hepética.

Nosso estudo mostrou que a rosuvastatina pode melhorar a sensibilidade a
insulina em camundongos alimentados com dieta HF e esta de acordo com outros
estudos em animais (Lalli et al., 2008; Naples et al., 2008)e humanos (Tzefos e Olin,
2011). Mais especificamente, o tratamento com estatina esta associado com uma
melhora na acéo da insulina, com um aumento do substrato receptor de insulina IRS
1 e com ativacdo das vias PI3K e Akt no figado e musculos do camundongos
alimentados com dieta HF, em paralelo, com uma diminuicdo na via inflamatoria
relacionada a resisténcia a insulina (Lalli et al., 2008).

Além disso, pela ativacdo das mesmas vias, as estatinas tém demonstrado
melhorias na funcédo endotelial por mecanismos independentes do colesterol. Estes
efeitos pleiotropicos tém sido relacionados com o aumento do NO. As estatinas
atravées do aumento da fosforilacdo da eNOS através da via da PI3-cinase, com
ativacdo da proteina Akt, nas células endoteliais(Liao e Laufs, 2005), promovem um
aumento na expressao de eNOS, levando a fosforilagdo do eNOS e aumento do
NO.O efeito das estatinas sobre a Akt parece ser especifico das células endoteliais,
uma vez que ndo se verifica a activagdo da Akt nas células musculares lisas
cardiacas (Murata et al., 2005).

Em nosso estudo, os resultados relevantes na melhora da sensibilidade a

insulina foram associados com menor HOMA-IR e reducéo da area sob a curva do
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IPITT. Apesar de produzir efeitos menos acentuados nos parametros de resisténcia
a insulina, comparado ao tratamento combinado de rosuvastatina e rosiglitazona, os
efeitos do tratamento em monoterapia com rosuvastatina foram mais significativos
para o retardo no desenvolvimento do diabetes tipo Il, pois estas alteracdes foram
acompanhadas por uma reducdo no ganho de peso. Além disso, também
observamos diminuigdo nos depdsitos de gordura abdominal associados a reducao
dos niveis de resistina nos animais HF+ST em comparacdo com aos animais do
grupo HF ou camundongos tratados em monoterapia com GZ. Portanto, a
rosuvastatina diminui os niveis circulantes de resistina, com concomitante reducéo
na adiposidade. Essas observacdes estdo em conformidade com estudos que
mostraram aumento dos niveis séricos e na expressao dos genes relacionados a
resistina nos depdsitos de gordura abdominal durante estados aumentados de
adiposidade (Kusminski et al., 2005).

O presente estudo também apresenta niveis elevados de leptina plasmética
no grupo HF. Em contraste, a monoterapia com ST teve efeitos benéficos com
reducdo dos niveis de leptina plasmatica, que se correlaciona com remodelamento
benéfico do tecido adiposo, com reduzido diametro dos adipdcitos e uma relacédo
gordura subcutanea/gordura visceral semelhante ao grupo SC. A leptina é em
grande parte produzido por tecido adiposo. Em camundongos, a expressao da
leptina é maior em gordura visceral enquanto que em humanos, a leptina apresenta
um nivel de maior expressado no tecido adiposo subcutédneo (Trayhurn et al., 1995).
O acumulo de triglicerideo hepético e 0 aumento nas concentracdes de triglicerideos
no plasma do grupo HF observada neste estudo pode ser atribuida em parte pela
entrada diminuida de leptina nas células, em adicdo a resisténcia a insulina, a
resisténcia a leptina (Chitturi et al., 2002). A leptina atua como um sensor de massa
gorda e um regulador da homeostase energética (Tessari et al.,, 2009). A leptina
exerce acdes no cérebro e nos tecidos periféricos, como o pancreas e o figado, e
pode prevenir o acumulo de lipidios nos tecidos ndo adiposos (Kahn et al., 2005)
através da modulacdo da beta-oxidacdo hepatica (Minokoshi et al., 2002). Outra
atividade importante da leptina é sua acao reguladora sobre a expressao de SREBP-
1c (Unger e Orci, 2001).

Esse efeito benéfico da leptina depende de fatores como a sensibilidade a
insulina e do efeito da leptina em si. Por outro lado, na forma comum da obesidade,

onde ocorre a resisténcia a leptina, esta pode promover o armazenamento ectopico
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de lipidios, em 6rgdos como figado e pancreas, que pode, por sua vez, prejudicar
ainda mais a sensibilidade a insulina (Ahima et al., 2006).Outro achado importante
do presente estudo € que a esteatose hepdatica foi eficientemente tratados por
rosuvastatina.

O tratamento com rosuvastatina promoveu uma forte redugcdo da expressao
de SREBP-1c, com diminuida lipogénese e reduzida esteatose hepatica em
comparacao com os grupos HF e HF+GZ. Além disso, nos figados do grupo HF, o
fator de transcricao pro-lipogénico SREBP-1c foi 50% maior em compara¢ao com 0s
camundongos da dieta SC, caracterizando uma inducao significativa da lipogénese e
com isso 0 armazenamento ectdpico de lipidios. Diversos mecanismos podem ser
responsaveis pelo armazenamento ectépico de lipidios no figado. Além do fator
leptina, temos acdo da SREBP-1c, com sua atividade reguladora dependente do
estado nutricional. Os acidos graxos saturados encontrados em dietas hiperlipidicas
aumentam fortemente a expresséo hepética de SREBP-1c, possivelmente por causa
da capacidade de acidos graxos saturados em promover inflamacéo, aumentando o
stress oxidativo e a probabilidade de evolucdo da NAFLD para NASH (Aragno et
al.,2009; Shimano, 2009). Além disso, dietas ricas em gordura induzem lipogénese
por aumentar a atividade de SREBP-1c, com um concomitante aumento na
expressao de alvos a jusante do SREBP (Strable e Ntambi, 2010).

O excesso de gordura promove uma rapida estimulacdo da “de novo”
lipogénese e com isso um acumulo ectépico de lipidios no figado (Unger e Orci,
2001; Aragno et al., 2009). Relacionado a isso, quando h& reducdo da esteatose
hepatica, ocorre concomitantemente uma melhora no metabolismo da glicose e da
resisténcia a insulina. A resisténcia a insulina se desenvolve quando um defeito no
receptor da insulina ou pds-receptor alteram a sinalizacdo para a translocacao do
GLUT para a membrana a fim de permitir a internalizagéo e utilizagdo glicose por
células da periferia (Petersen e Shulman, 2006a). No presente estudo, a expressao
hepatica de GLUT-2 foi significativamente menor no grupo HF-ST, sugerindo a
normalizagcdo da sinalizagdo da insulina poés-receptor e da restauracdo da
sinalizacdo n&do apenas em nivel hepatico, mas também uma melhora global da
sensibilidade a insulina. Na NAFLD, espera-se que ocorra um aumento da
expressdo de GLUT2 no figado, como claramente demonstrado na esteatose
hepatica induzida em células humanas (HepG2) incubadas in vitro em meio de

cultura com alta concentracdo de acido oleico (Okamoto et al., 2002). Em situacdes
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de hiperglicemia, o GLUT2 aumenta no figado, como resultado da ativagéo do fator
de transcricdo SREBP-1c (Im et al.,, 2005). O grupo HF nao tratada teve a maior
expressdo GLUT-2, em acordo com o estado de NAFLD e apenas o tratamento com
rosuvastatina foi eficaz melhorar a sensibilidade a insulina, resultando em reduzida
expressdo de GLUT-2.

O PPAR-y € um membro da subfamilia de receptores de hormonio nuclear
PPAR, cuja ativagdo promove adipogénese, melhora a sensibilidade a insulina, e
qgue leva ao desenvolvimento de esteatose hepatica como um efeito a jusante da
ativacdo do fator SREBP-1c e da super-regulacdo das enzimas lipogénicas. O
aumento da regulacdo da lipogénese observado no grupo HF+GZ pode ser devido a
acdo da rosiglitazona como um agonista PPAR-y(Staels e Fruchart, 2005).
Diferentemente da GZ, o tratamento com ST reduziu significativamente a expressao
de SREBP-1c, com maior expressdo de PPAR-a e com isso interferiu no padréo de
armazenamento de tecido adiposo e no acumulo de gordura ectépica. Embora GZ
aumente a expressado de PPAR-a e adiponectina, apenas a ST modificou a relacao
gordura visceral/ gordura subcutaneo. Além disso, a ST alterou a relacdo das
proteinas SREBP1c/PPAR-a, tendo como resultado uma proporcdo semelhante ao
encontrado no grupo SC. Essas descobertas sao consistentes com estudos em
pacientes obesos, que demonstram um aumento da razdo SREBP1c/PPAR-a e a
incidéncia de resisténcia a insulina, sendo esta uma condi¢cado que pode favorecer a
lipogénese sobre a oxidacdo de &cidos graxos, levando a um quadro de esteatose
(Pettinelli et al., 2009).

O PPAR-a € um fator de transcricdo que super-regula as enzimas oxidativas
como a carnitina palmitoyltransferase-1 e acil CoA oxidase (Schoonjans et al.,
1996). Recentes estudos mostraram que a menor expressdo do PPAR-a no figado,
sem alteracao significativa na expressao da SREBP-1c foi observada na NAFLD
(Nakamuta et al., 2005; Kohjima et al., 2007). Além disso, a expressao do PPAR-a
no figado foi positivamente correlacionada com os niveis de adiponectina plasmética
em pacientes obesos resistentes a insulina com NAFLD, enquanto que a expressao
de PPAR-a foi negativamente associada com HOMA-IR. Portanto, a
hipoadiponectinemia em individuos obesos pode prejudicar a funcdo hepatica do
PPAR-a(Pettinelli et al., 2009).

Os PPARs tém um papel importante na homeostase assim como na

regulacdo da resposta inflamatoria (Vidal-Puig et al., 1997; Cunard et al., 2004)e
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estudos recentes revelam que estes podem igualmente contribuir para os efeitos
pleiotrépicos das estatinas. As estatinas através dos PPARa e PPARYy induzem o
aumento da transcricdo dos PPARYy, inibem a indugéo lipopolissacaridea do TNF-a e
a proteina quimioatrativa do mondcito tipo 1 (MCP-1). Estas diminuem ainda a
atividade transcricional do NFkB e da proteina activadora 1 (Yano et al., 2007).As
estatinas também evidenciam atividade anti-inflamatdria inibindo a expressao de
genes inflamatérios induzida pelos lipopolissacarideos (LPS) através de um
mecanismo dependente da proteina-cinase C dos PPARa(Blanquart et al., 2004;
Paumelle et al., 2006). Outros efeitos pleiotrépicos foram atribuidos amodulacédo do
receptor nuclear PPAR-a, o qual, a semelhanca daisoformaSREBP-1c, exerce ac¢ao
reguladora no metabolismo lipidico (no figado e musculo)e na homeostasia da

glicose(Lefebvre et al., 2006).

A rosuvastatina é um medicamento cujo seus beneficios no tratamento da
dislipidemia s&o bem conhecidos e 0s nossos resultados estdo de acordo com
outros estudos. Nossos dados também mostram uma clara reducdo no colesterol
plasmatico e os niveis de triglicerideos no grupo HF+ST em comparacdo com o
grupo HF. Estes resultados foram associados com reduzida sintese de triglicerideos
e a menor producéo de particulas de VLDL pelo figado. Outro trabalho demosntrou
ocorrer simultaneamente em camundongos tratados com rosuvastatina um aumento
na excrecdo hepatica de acidos biliares, colesterol e fosfolipidios, sugerindo que a
rosuvastatina induz a um redirecionamento do transporte de lipidios no figado
(Delsing et al., 2005).
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6 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

A dieta hiperlipidica:

Promove aumento da massa corporal;

Causa resisténcia a insulina (incremento da area sob a curva do TOTG, TITl e
valores maiores de HOMA-IR);

Conduz ao desenvolvimento esteatose hepatica, com aumento no conteudo
de triglicerideo e na expressdo de SREBP-1c e reducdo da expressao de
PPAR-a no figado; concomitante ao aumento na expressdo do GLUT-2 no
figado;

Leva ao incremento na imunomarcagéao de SREBP-1c.

Promove hiperinsulinemia, hiperleptinemia, aumento dos niveis de resistina e
hipoadiponectinemia;

Aumenta o colesterol total e o triglicerideo plasmatico;

Promove aumento nos depdsitos de gordura visceral e hipertrofia dos

adipécitos;

O tratamento com rosuvastatina:

Reverte o sobrepeso quando administrado em monoterapia ou em associacao
com a rosiglitazona,

Promove reducédo nos depodsitos de gordura visceral e reduz o diametro dos
adipdcitos;

Normaliza o colesterol total e o triglicerideo plasmaético;

Trata a hiperinsulinemia, hiperleptinemia e reduz os niveis de resistina,
Reverte a resisténcia a insulina quando em monoterapia ou em associacao
com a rosiglitazona, normalizando a area sob a curva do TOTG e TITI e
produzindo valores normais de HOMA-IR; A associagdo com a rosiglitazona
reduz a area sob a curva do TOTG e TITI, se igualando ao grupo controle;
Reduz o percentual de esteatose hepatica quando administrada em

monoterapia ou combinada com a rosiglitazona;
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e Reduz a massa do figado, concomitante com menor contetdo de triglicerideo
no figado;

e Reduz significativamente a expressdo de SREBP-1c e aumenta ligeiramente
a expressdo de PPAR-a no figado; Com isso, reduz significativamente a
razdo SREBP1c/PPAR-a; Concomitante a redugao do GLUT-2 no figado;

e Leva a menor imunomarcacdo de SREBP-1c.

O tratamento com rosiglitazona:

e Nao altera parametros de massa corporal;

e Reverte a resisténcia a insulina quando em monoterapia, normalizando a area
sob a curva do TOTG e TITI e produzindo valores normais de HOMA-IR;

e Trata a hiperinsulinemia e aumenta a adiponectina. Reduz ligeiramente a
hiperleptinemia, sem diferenga significativa,

e Quando em associagcdo com rosuvastatina, intensifica a reducéo da esteatose
hepética;

e Aumenta a expressao de PPAR-y e aumenta ligeiramente a expressao de
PPAR-a no figado. Contudo, somente a associagdo com rosuvastatina exibe
expressdo do PPAR-a com diferenga para o grupo HF;

e Reduz o didametro dos adip6citos em relacdo ao grupo HF, porém sem se

igualar ao grupo controle.

Concluindo, o modelo do camundongo alimentado com dieta HF mimetiza a
resisténcia a insulina humana, dentro de um ambiente metabdlico de risco propicio
para 0 surgimento da doenca cardiovascular, ou seja, a obesidade,
hipertrigliceridemia, inflamacdo e NAFLD, através da ingestdo de uma dieta
hiperlipidica. Tratamentos farmacoldgicos sédo estratégias viaveis para reverter a
resisténcia a insulina e controlar o impacto econémico causado pela atual pandemia
de SM. O presente estudo demonstrou que ha uma diminui¢gdo significativa na
expressdo de adiponectina, com aumento de SREBP-1c nos figados de
camundongos com esteatose hepdatica, sugerindo a importancia da via funcional
desta adipocinas. Rosuvastatina foi eficaz em melhorar a resisténcia a insulina e

reverter a esteatose hepatica, além de diminuir a adiposidade. Além disso, a ST
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reduziu o ganho de massa corporal, com melhora nos niveis circulantes de
colesterol plasmatico e triglicerideos e reduziu contetdo de triglicerideo hepatico,
com concomitante reducdo nos niveis resistina e aumento da adiponectina
plasmatica. Este € o primeiro trabalho demonstrando que a rosuvastatina melhora
esteatose hepética, com evidéncia histopatoldégica de resposta da NAFLD ao
tratamento com rosuvastatina em um modelo experimental com resisténcia a

insulina.
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APENDICE A —Beneficial effects of rosuvastatin on insulin resistance, adiposity,

inflammatory markers and non-alcoholic fatty liver disease in mice fed a high-fat diet.
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Beneficial effects of rosuvastatin on insulin
resistance, adiposity, inflammatory markers
and non-alcoholic fatty liver disease

in mice fed on a high-fat diet
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The alm of the present study was to evaluate the effects of 5T (rosuwasadn) and GF (rosightazone)
on IR {ingulln resistance) and on lver as well as adipose tesue inmice fed on an HF (high-fat) diet
Owr dama show that treatment with 5T resulted Ina marked Improvement In insullin sensithity
characterized by enhanced glucose clearance during the insulin tolerance test and a 70% decrease
In the HOMA-IR, (homoeostasis model assessment of insulin resistance) index kevel (P = 0L0008).
The 5T-treaved mice exhibited lower gains in BM (body mass; — BE; P . 001) and visceral fat pad
thickness [ — &0%; P -z 001} compared with the untreated HF group. In comparizon with HF-dlet-
fied mice, HF + 5T-treated mice showed a signitficant reduction in hepatomegaly and Iiver steatosis
{—6%, Pc005 and —21%, P00 respectively). In HF + ST-traated mice, the hepatic TAG
{tracylghcenol) levels were reduced by 58% compared with the HF group (P - 0.01). In addition,
the expression of SREBP-| ¢ (sterchregulatory-elament-binding protein- | ¢) was decreased by 50%
In the Ivers of HF + 5T-treated mice (P . 0.00) reltive to the HF-diet-fed mice. The levals of
resistin were lower In the HF + 5T-treated group compared with the HF group (44 % less, P . 001).
In conclusion, we demonstrated that 5T treatment iImproved Insulin sensitvity and decreased liver
gteatosls In mice fed onan HF diet. Furthermore, 5T reduced BM gaing, improved the circulating
lewals of plasma cholesterol and TAG, and reduced hepatic TAG, which was concomitant with
lower resistin levels.

INTRODUCTION [mainly TAG (triacylglycerol]] levels in the liver; hepatic

steatosis leads to 2 condition known as NAFLIY {non-
Maost owverweight and obese individuals devedop hepatic  aleoholic fatty liver disease) [1]. It is estimated that
steatosis, which is characterized by increased lipid wp to 70% of obese persoms and subjects with T2DM

Eey words: insalin resistance, mon-alooholic fatty Bver disease (MAFLIY), obesity, romavastading sterol-regulatory-clement-binding,
protein 1 (SREBP-1).

Abbreviationes ALF, alkafine phosphatase; ALT, alanine amimotransferase; AST, axpartate aminotransferase; ALC, area onder the
curves BM, body mass OV, cardiovasoular disease; GLUT, ghoose transporter; GF, rosiglitazone; HE, kigh-fag HMG-Coa,
L bydroxy-3-methy lghtary]l-Cos; HOMA-IR, homosostasis model assessment of imsalin resistance; IPITT, intraperitoneal insalin
tnlieramce test; [R, insulin resistance; TRS, imcolin receptor substrate; LI, low-density lipoprotein; NAFLD, non-aloobalic fatty liver
diseace; OdETT, oral gheoose tolerance tesy; PPAR, percoaizome-proliferator-activated receptor; PUFA, polyumsamrated fatty acid:
S, standard chow; SREBT, sterol -regulatory -clemest-binding proteis; 5T, rosuvastating TAG, triacylglycerok T, total cholesterck
TITM, Type I diabetes mellines, TED, thiamolidinedinge.
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Abstract The sswe of adeqeiely quantitatively evahating
hepatic seawnsis is gill unresolved. Therefore, we com-
pared three methods of quantistive assessment Two
goups of mice (n=10 each) wemn fod stndard chow
{108 fat, S8C group) or a high-fat diet (604 far, HF group)
for 16 weeks, and hepatic righoernide {HT) and lver tisawe
were then sudied. Paraplasiembedded tisswes stained by
hemaioxylin and eosin (H-E) were compared io frozen
sectiong stained by (] Red-0 (ORO). In addition, the
volume density of steaisis (Vv[steaiosis, liver]) was
messumed by point counting (P-C, sections H-E or QR
of by image mnalysis (I-A, sections ORO). HT was
significanily higher in the HF group {104% greater, P=
(eed) than in the SC group. With P-C and H-E, Vv
[stestosis, liver] was 4 80+0. 9% in the SC group and
3350+3.1 7% in the HF group (604G preates Pl 0ded]).
With P-C and ORO, Vv[seawsis, liver] was 4. 86t 088
in the SC group and 2321 +£1.27% in the HF group (4200
greaier, P00 ). With I-A and ORO), Vv[steatoss, lver]
was 4.1 7T+0.85% inthe SC group and 23.35+1.58% in the
HF group (460% greaier, P<00001 ). Correlatons beiween
Wy[sieaisis, liver] and HT were strong and significant in
all metods. In conclsion, &l metods were appropriaie
and reproducible. In P-C and H-E, there is a sighi
oversstimation of stesiosis in the HF animals in comparison
o frozen sections and R0, in froeen sections, differences
between P-C and I-A are insignificant.
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Iniroduction

Momralcoholic faity liver disesse {or MAFLD) is the mosi
common liver disesse in Wesiern couniries [1], affecting
apprimately 3G of te population of the USA and 75
100 of obese and modbidly obese people [2, 3], Althouwgh
initial characierisics are benign, MAFLD i the saning point
of mone serous disesses such 23 non-alooholic sesiohepatitis
{or MASH), liver cirthosis, and hepaicelular cancinoma [4].

Sitestosis can mke either of two foms of pathologic
anatodry, depending on the size of the lipid vesicles present.
These are microvesicular steatasis, where fal is swored in
mltiple small vesicles, and macrovesicular steatoss, whene
fal & swred in a single brge wacle, In microvesicular
siesinsis, hepiocyies appear with a cyioplasm rich in small
vesicles with muliiple cores [5]. Mot much is known about
ithe peithogenesis of microvesicular siestoss, but, in general, it
has a worse progneeis tan does macrovesiculsr sesioss [6].

Non-invasive assessment of hepatic siesiosis is posible
and should be standardized [7]; both Tl-weighied dual-
eche magnetic resonance (ME) imagng and one-proion
MR spectroscopy have excellent diagnostic aocwracy as
compared o ulrasonography and computed Bmography
[B]. Still, & liver iopsy is used & esblish or confimm the
disgnosis of a particular type of liver disease as well as for
staging disease severity. Although a liver biopsy &
considered the “gold sendand™ i asess hepatic deaisis
and sesiohepatitis, it is not without practical difficulties
and controversies [T, 9] Overall a biopey is aill very
useful because it provides informaton about the progmosis
of the disease iis proper clinical management [10, 11].
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ANEXO- Comité de ética em pesquisa

% U ¥  UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO l brug e
' ]
Comiy

INSTITUTO DE BIOLOGIA ROBERTO ALCANTARA GOMES

COMISS TICAP CUIDADO E USO DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS
CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® CEA/018/2010 sobre "Efeitos da monoterapia
ou em associacdo de Rosiglitazona (agonista PPARgama) e Rosuvastatina
(estatina) em camundongos C57BL/6 com dieta hiperlipidica (modelo de
sindrome metabdlica)”, sob a responsabilidade de Carlos Alberto Mandarim de
Lacerda, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacac Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissao de Etica Para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do
Instituto de Biclogia Roberto Alcantara Gomes da UERJ (CEA), em 30/03/2010. Este
certificado expira em 30/03/2014.
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