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RESUMO 
 
 

MARINHO, Thatiany de Souza. Rosuvastatina, doença hepática gordurosa não 
alcoólica e ativação das células estreladas hepáticas em camundongos. 2015. 
65f. Dissertação (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) – Instituto de 
Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio 
de Janeiro, 2015. 
 
 Introdução: A atual epidemia de obesidade tem chamado a atenção para a 
doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA). Atualmente não existe um 
medicamento para o tratamento da esteatose hepática, embora as estatinas sejam 
muito prescritas para pacientes obesos, este medicamento destina-se ao tratamento 
da hipercolesterolemia. Este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da 
rosuvastatina em um modelo de obesidade induzida por dieta, como foco principal a 
DHGNA e os marcadores hepáticos da lipogênese e beta-oxidação e ativação de 
células estreladas hepáticas (CEHs) em camundongos. Métodos: Camundongos 
machos C57BL/6 receberam dieta padrão (SC, 10% de energia como lipídios) ou 
dieta rica em gorduras (HF, 50% de energia como lipídios) durante 12 semanas. Em 
seguida, 7 semanas de tratamento, foram feitas, formando os grupos: SC, SCR (SC 
+ rosuvastatina), HF e HFR (HF + rosuvastatina). As análises bioquímicas e técnicas 
moleculares foram aplicadas para abordar os resultados plasmáticos e moleculares. 
Resultados: O grupo HF apresentou maiores valores de insulina, colesterol total, 
triglicerídeos e leptina que o grupo SC, todos os quais foram reduzidos 
significativamente após o tratamento com Rosuvastatina no grupo HFR. O grupo HF 
apresentou maior percentual de esteatose, assim como maior ativação das CEHs, 
enquanto que a rosuvastatina provocou uma redução de 21% na esteatose hepática 
e atenuou a ativação das CEHs no grupo HFR. Em concordância com os achados 
histológicos, as expressões de SREBP-1 e PPAR-gama foram aumentados nos 
animais HF e reduzido após o tratamento no grupo HFR. Por outro lado, a expressão 
reduzida de PPAR-alfa e CPT-1 foram encontrados nos animais HF, sendo tais 
parâmetros restaurados após o tratamento no grupo HFR. Conclusão: A 
rosuvastatina atenua significativamente a ativação das células estreladas na 
obesidade induzida por dieta, afetando o equilíbrio dos PPARs na lipotoxicidade. 
Diante desses achados a Rosuvastatina pode ser indicada como alternativa para 
auxiliar o tratamento da esteatose hepática. 
 

Palavras-chave: Doença hepática gordurosa não alcoólica. Células estreladas 

hepáticas. Rosuvastatina. PPAR. CPT-1. 



ABSTRACT 
 

 
MARINHO, Thatiany de Souza. Rosuvastatin, non-alcoholic fatty liver disease 
and activation of hepatic stellate cells in mice. 2015. 65f. Dissertação (Mestrado 
em Biologia Humana e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara 
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 

 
 Background & Aims: The current obesity epidemic has called attention to the 
most common hepatic obesity feature, the nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). 
There is no drug for treating NAFLD, though statins are greatly prescribed for obese 
patients. This work aimed to investigate the effects of Rosuvastatin in a model of diet-
induced obesity and NAFLD, focusing on hepatic markers of lipogenesis and beta-
oxidation and activation of HSCs in mice. Methods: Male C57BL/6 mice received a 
standard chow diet (SC, 10% energy as lipids) or high-fat diet (HF, 50% energy as 
lipids) for 12 weeks, followed by 7 weeks of treatment, forming the groups: SC, SCR 
(SC + Rosuvastatin), HF and HFR (HF + Rosuvastatin). Biochemical analyzes and 
molecular techniques were applied to address the plasma and molecular outcomes. 
Results: HF group had higher insulin, total cholesterol, triacylglycerol and leptin levels 
than SC group, all of which were significantly diminished by rosuvastatina in HFR 
group. HF group showed greater steatosis than SC group and activated hepatic 
stellate cells (HSCs), whereas rosuvastatin elicited a 21% decrease in steatosis and 
greatly inhibited the HSCs activation in HFR group. In agreement to histological 
findings, SREBP-1 and PPARgamma expression were increased in HF animals and 
reduced after the treatment in HFR group. By contrast, low PPARalpha and CPT-1 
expression were found in HF animals, being restored by the treatment in HFR group. 
Conclusion: Rosuvastatin has the advantage of significantly inhibit the activation of 
HSCs in diet-induced obesity, by affecting PPAR balance to counter lipotoxicity. 
Rosuvastatin should be thought to treat hepatic steatosis. 
 

Keywords: Non- alcoholic fatty liver disease. Hepatic stellate cells. Rosuvastatin. 

PPAR. CPT-1. 
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INTRODUÇÃO

A Doença Hepática Gordurosa não Alcoólica (DHGNA) é uma alteração

clínico patológica caracterizada pelo acúmulo de triacilglicerol nos hepatócitos, que

está fortemente correlacionada com o aumento da prevalência mundial da

obesidade (Ahmed et al., 2012; Berlanga et al., 2014). A DHGNA é o resultado do

aumento da deposição ectópica de triacilglicerol no tecido hepático (Adams e

Angulo, 2005). Essa está intimamente ligada à resistência periférica à insulina e

aumento da lipólise no tecido adiposo branco abdominal, sendo que ambos

desencadeiam a lipogênese hepática e prejudicam a beta-oxidação hepática

(Angulo, 2005). Apesar da DHGNA e esteatohepatite não alcoólica (EHNA) serem

questionadas como um fator definitivo de risco para o câncer de fígado (Duan et al.,

2014), os dados da literatura em longo prazo são explícitos em demonstrar que a

DHGNA progride para doença hepática avançada, incluindo cirrose, com uma

mortalidade mais elevada do que o esperado e incidência de câncer hepatocelular

(Michelotti et al., 2013; Onnerhag et al., 2014). Neste processo, a ativação de células

estreladas hepáticas (CEH) e o aumento da síntese de colágeno causam fibrose

hepática (Li et al., 2008).

Atualmente, não existem medicamentos para o tratamento da DHGNA, no

entanto, as estatinas, a classe de drogas mais amplamente prescrita em todo o

mundo para o tratamento da hipercolesterolemia (Lin et al., 2015; Svensson et al.,

2015), incluindo crianças (Braamskamp et al., 2015), têm sido considerada para o

tratamento da esteatose hepática (de Keyser et al., 2014). As estatinas atuam na

inibição da síntese de colesterol endógeno através do bloqueio da atividade da

enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), seus

efeitos pleiotrópicos incluem redução de esteatose hepática e a melhora da

resistência à insulina hepática, diminuição dos níveis de triacilglicerol, inibição da

reabsorção óssea e relaxamento do músculo cardíaco (Averna et al., 2011; Fraulob

et al., 2012; Ridker et al., 2012). Embora a DHGNA e a EHNA sejam doenças

comuns, nenhum fármaco eficaz está disponível para o tratamento das alterações

das enzimas hepáticas e dos resultados adversos associados, no entanto, a

literatura demonstra que a Rosuvastatina (Brunt et al., 1999) representa um agente

redutor de lipídios eficaz em pacientes com síndrome metabólica agindo na redução
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do colesterol e exercendo uma variedade de efeitos pleiotrópicos que podem resultar

em benefícios clínicos (Liao e Laufs, 2005).

As CEH têm um papel decisivo na progressão da DHGNA em direção a

EHNA, um estágio mais prejudicial da doença hepática devido à lipotoxicidade,

sustentada pelo aumento do estresse oxidativo juntamente com o estado

inflamatório (Sanyal, 2005; Tessari et al., 2009). O impacto da ativação de CEH

sobre a síntese de colágeno produz grande suscetibilidade à fibrose hepática

(Leclercq et al., 2007). Neste contexto, estudos recentes mostraram que as estatinas

têm efeitos adicionais que melhoram a sensibilidade à insulina hepática em modelos

animais e em humanos (Fraulob et al., 2012; Bostan et al., 2015). No entanto, a

literatura é escassa, ao considerar o uso de estatinas em casos de DHGNA focando

as CEH.
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1 REVISÃO DE LITERATURA

1.1 Obesidade

A obesidade, considerada como um único fator metabólico está em grande

parte relacionada ao sedentarismo, sendo determinada por fatores ambientais,

comportamentais, culturais, socioeconômicos, biológicos, dieta desequilibrada e

predisposição genética, representando, um problema de saúde mundial crescente,

mesmo em países em desenvolvimento. Sua prevalência tem aumentado

dramaticamente nos últimos anos, atingindo proporções epidêmicas, visto que a

atual abundância nutricional aliada a um estilo de vida sedentário torna-se cada vez

mais comum entre crianças e adultos, sobretudo em idade reprodutiva (Kimm e

Obarzanek, 2002; Alberti et al., 2006; Cantiello et al., 2015). O aumento da ingestão

de alimentos ricos em gorduras reflete uma das possíveis causas da obesidade em

todo mundo. Projeções para 2030 apontam que serão 2,16 bilhões de indivíduos

com sobrepeso (38%) e 1,12 bilhões de obesos (20%) na população adulta mundial

(Kelly et al., 2008).

O sobrepeso e a obesidade são os principais fatores de risco para Síndrome

Metabólica. De acordo com a OMS, em 2014, mais de meio bilhão de adultos

apresentavam obesidade em todo o mundo1. No Brasil, segundo o Vigitel 2014,

56,5% dos homens e 49,1% das mulheres apresentaram sobrepeso e 17,6% dos

homens e 18,2% das mulheres apresentaram obesidade2. O Brasil está acima da

média global de obesidade, mas abaixo de países como Estados Unidos, Reino

Unido, México e Bolívia. Nenhum país teve um declínio significativo da obesidade

nos últimos 33 anos, o que representa um motivo de preocupação (Ng et al., 2014).

Em países desenvolvidos, como os Estados Unidos da América, as despesas

médicas relacionadas com essa patologia alcançaram o marco de 147 bilhões de

dólares no mesmo período (Hammond e Levine, 2010), com estimativas de

1 Organização Mundial da Saúde. Programme and Projects: Diabetes in World. Disponível em:
<http://www.who.int/diabetes/en/ html>. Acesso em: 02 maio 2015.
2 Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico (VIGITEL).
Disponível em http://portalsaude.saude.gov.br/images/pdf/2015/abril/15/PPT-Vigitel-2014-.pdf .
Acesso em 05 maio 2015.
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ultrapassarem a faixa de 957 bilhões de dólares em 2030 (Go et al., 2014). Todavia,

o aumento na prevalência da obesidade não vem ocorrendo somente em países

desenvolvidos, mas também em países em desenvolvimento, como o Brasil,

caracterizando um importante problema de saúde pública (de Onis e Blossner,

2000).

O mecanismo básico do desenvolvimento da obesidade é uma condição de

balanço energético positivo, no qual ocorre um desequilíbrio entre a ingestão e o

gasto energético, sendo o acúmulo de energia estocado em forma de gordura. Esse

excesso advém principalmente de alterações no metabolismo de carboidratos e

gorduras que acabam armazenados como triacilglicerol nos adipócitos (Galgani e

Ravussin, 2008). Estudos indicam que a presença da obesidade, principalmente a

do tipo central, promove uma desregulação na homeostase corporal total e

desencadeia um processo inflamatório crônico, elevando o risco de comorbidades a

ela associadas, tais como: resistência à insulina, dislipidemia, hipertensão arterial

sistêmica, aterosclerose, doença cardiovascular e Diabetes Mellitus tipo 2 (Figura 1).

A combinação de três dessas desordens, quando associadas em um indivíduo, pode

ser nomeada de síndrome metabólica (Eckel et al., 2005).

Figura 1 - Obesidade central e suas alterações metabólicas e inflamatórias

Fonte: Adaptado de Catta-Preta, 2011.
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Deste modo, a obesidade está relacionada ao funcionamento prejudicial e

hipertrofia do tecido adiposo branco, órgão endócrino, capaz de produzir e liberar

substâncias no organismo, com papel fundamental no estoque de lipídios para o

fornecimento de energia. O tecido adiposo branco produz e secreta diversas

proteínas e peptídeos bioativos, chamados coletivamente de adipocinas, as quais

podem influenciar profundamente os processos metabólicos que participam da

inflamação e da resposta do sistema imune, além de serem sensores do balanço

energético. Dentre as adipocinas associadas às doenças crônicas merecem

destaque: leptina, resistina, visfatina, fator de necrose tumoral alfa, interleucina-6,

inibidor do ativador de plaminogênio-1 e angiotensinogênio (Bastard et al., 2002;

Faria TS et al., 2013). Com isso, foi descoberto que à medida que o adipócito

aumenta de tamanho, aumenta também a produção e liberação destas citocinas.

Consequentemente, há um aumento da massa corporal e um quadro pró-

inflamatório pode ser instalado (Ristow et al., 1998).

1.2 Doença hepática gordurosa não alcoólica

O fígado desempenha um papel importante no metabolismo lipídico, na

importação e fabricação de ácidos graxos livres (AGL), armazenamento e

exportação de lipídios, sendo considerado com isso um órgão central do

metabolismo. Portanto, um desequilíbrio em qualquer um destes processos pode

levar ao desenvolvimento de DHGNA (Berlanga et al., 2014).

A DHGNA é um importante problema de saúde pública devido à sua elevada

prevalência mundial (Angulo, 2007; Lazo e Clark, 2008). Atualmente é considerada

uma manifestação hepática da síndrome metabólica e fator de risco para doenças

como: hipertensão arterial, Diabetes Mellitus tipo 2 e dislipidemia (Berlanga et al.,

2014). A esteatose hepática é assintomática e pode ser detectada por meio de

alterações nas enzimas hepáticas (aspartato aminotransferase - AST, alanina

aminotransferase - ALT e gama-glutamil transpeptidase - GGT) ou por exame de

imagem como a ultrassonografia (Dowman et al., 2011). A DHGNA é um termo

utilizado para a esteatose hepática, com isso, a progressão da mesma pode levar a

um quadro de EHNA, que envolve lesão hepatocelular e inflamação do fígado
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(Wieckowska e Feldstein, 2008). A EHNA, quando não tratada progride para cirrose

hepática e hepatocarcinoma (Kim e Younossi, 2008).

A DHGNA é caracterizada pelo acúmulo de triacilglicerol, os quais são

formados a partir da esterificação de AGL e glicerol no hepatócito. AGL surgem no

fígado a partir de três fontes distintas: lipólise (a hidrólise de triacilglicerol em glicerol

e AGL) no interior do tecido adiposo, fontes alimentares e da lipogênese de novo

(Postic e Girard, 2008; Dowman et al., 2010). Em contraste, os AGL podem ser

utilizados através da β-oxidação, reesterificação dos triacilglicerol e de

armazenagem como gotículas lipídicas ou embaladas e exportadas como

lipoproteína de densidade muito baixa (VLDL). Assim, o acúmulo de gordura

hepática pode ocorrer como um resultado do aumento da síntese, da entrada e da

diminuição na exportação e oxidação da gordura (Postic e Girard, 2008), Figura 2.

Ainda que a DHGNA e a ENHA permaneçam associadas, a patogênese da ENHA

ainda não está totalmente explicada.

Figura 2 - Mecanismos de acúmulo de gordura hepática

Fonte: Adaptado de Dowman et al., 2010.
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A patogênese da DHGNA é muitas vezes interpretada pela hipótese de

double-hit. O primeiro hit consiste no desenvolvimento da esteatose hepática

(acúmulo de lipídios no fígado), a qual uma vez estabelecida promove adaptações

de rotas sinalizadoras celulares frente aos níveis elevados de estresse oxidativo

(Day e James, 1998), seguido por um segundo hit em que mediadores pró-

inflamatórios levam à inflamação, lesão hepatocelular, e fibrose (Tacke et al., 2009;

Jaeschke e Ramachandran, 2011). A Figura 3 esquematiza a teoria do double-hit

para a esteatohepatite.

Figura 3 - Representação esquemática do modelo double-hit na patogênese da
doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA)

Nota: O primeiro hit induz esteatose e aumenta a suscetibilidade do fígado para o segundo hit. A
esteatose hepática resulta principalmente de um amplificado influxo de ácidos graxos livres
(AGL), devido a um aumento da liberação de AGL dos depósitos de gordura. No fígado, este
influxo de AGL é combinado com o aumento da lipogênese de novo, danificando a oxidação de
ácidos graxos e suprimindo o efluxo pela VLDL. Tais eventos são favorecidos pela subjacente
hiperinsulinemia, hiperglicemia e resistência hepática à insulina. A Gordura na dieta também
contribui para o conteúdo hepático de triacilgliceroltotais (TG) através da entrega de
quilomícrons a partir do intestino. O secundo hit causa a progressão para EHNA e é promovido
pelos níveis plasmáticos elevados de TNF-α e IL-6, hiperleptinemia e hipoadiponectinemia. As
adipocinas circulantes na obesidade, em combinação com a esteatose, induzem resistência
hepática à insulina, a peroxidação lipídica hepática, as respostas ao estresse oxidativo e do
estresse ao retículo endoplasmático (ER) e ativação de células de Kupffer e células estreladas
hepáticas (HSC). A ativação de células estreladas já caracteriza a EHNA.

Fonte: Adaptado de Kopelman, 2010.
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Alterações funcionais e estruturais de mitocôndrias hepáticas afetam a β-

oxidação dos ácidos graxos nas mitocôndrias, aumentam a peroxidação lipídica em

peroxissomos e microssomos e o resultam no aumento do estresse oxidativo, fatos

que já foram relatados em animais portadores de esteatose microvesicular (Rao e

Reddy, 2004). Em decorrência da disfunção mitocondrial, há uma redução da β-

oxidação de AGL, diminuição do citocromo C e da enzima carnitina palmitoil-CoA

transferase-1 (CPT-1) no fígado. Em contrapartida, o excesso de lipídios no fígado

promove a formação de espécies reativas de oxigênio, levando à peroxidação

lipídica, inflamação e fibrose (Perez-Carreras et al., 2003; Serviddio et al., 2008). A

oxidação de AGL nas mitocôndrias dos hepatócitos decorre de uma gama de

substratos energéticos essenciais ao metabolismo e está via metabólica encontra-se

reduzida na esteatose (Flamment et al., 2012).

Evidências indicam que a esteatose hepática relacionada à resistência à

insulina é causada pelo acúmulo de proteína de ligação ao elemento regulador do

esterol (SREBP-1c), que está elevada em resposta aos altos níveis circulantes de

insulina. A homeostase de lipídios em células é regulada pela SREBP-1c e o

aumento da expressão da SREBP-1c nos casos de resistência à insulina promove

acréscimo da transcrição de genes de enzimas envolvidas na síntese dos AGL,

entre elas a acetilCoA carboxilase, que converte a acetilCoA em malonilCoA e a

ácido graxo sintetase (FAS), que converte a malonilCoA em palmitato (Shimomura et

al., 1999; Sakakura et al., 2001).

Sabe-se que a esteatose hepática em indivíduos sensíveis à insulina,

estimula a produção de SREBP-1c em períodos pós-prandiais, quando há excesso

de carboidrato circulante e níveis maiores de insulinemia (Sakakura et al., 2001;

Zhang et al., 2014). Apesar de na resistência à insulina a maioria das ações desse

hormônio ser comprometida, essa resistência à sua ação é seletiva e a capacidade

da insulina em aumentar a produção de SREBP-1c é mantida. Logo, a expressão de

SREBP-1c é proporcional à insulinemia, sendo maior nos casos de resistência à

insulina, o que está associado ao aumento da lipogênese hepática, além da redução

da oxidação mitocondrial de ácidos graxos (Shimomura et al., 1999; Smith e Adams,

2011).

Um importante alvo para NAFLD são os PPARs, que representam uma família

de fatores de transcrição de receptores nucleares ativados por proliferadores de

peroxissomo. Assim sendo, atuam como sensores de ácidos graxos no controle de
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muitos genes envolvidos na homeostase energética e da glicose, incluindo a

diferenciação dos adipócitos, inflamação, metabolismo de lipoproteínas e oxidação

de ácidos graxos. Os PPARs são expressos em diferentes tecidos e podem ser

apresentar em três isotipos: alfa, beta e gama (Berger et al., 2005).

O isotipo alfa é expresso no fígado, coração, rins, músculo esquelético e

intestino grosso. No fígado, desempenha um papel fundamental no metabolismo

lipídico, induzindo a expressão de numerosos genes envolvidos na captação,

ativação, transporte e oxidação de ácidos graxos, também é requerido na

cetogênese. O PPAR-alfa é estimulado pela adiponectina e ativa seu gene alvo, a

CPT-1 (Chakravarthy et al., 2009).

O isotipo gama é expresso no tecido adiposo com grande intensidade, mas

também se expressa no fígado, rins, intestino delgado, cólon, macrófagos, coração,

e músculo esquelético, este último em muito baixa concentração. É o principal

regulador no controle de genes envolvidos em vias lipogênicas, promovendo a

captação de ácidos graxos e diferenciação de adipócitos (Kersten, 2002; Bellafante

et al., 2013). Aumento na expressão de PPAR-gama é uma característica da

esteatose hepática e vários estudos o atribuem um papel causal por mecanismos

que envolvem a ativação de genes lipogênicos e do GLUT2 (Pettinelli e Videla,

2011).

O aumento da SREBP-1c e do PPAR-gama induzem as vias lipogênicas,

podendo ocorrer, concomitantemente à redução de PPAR-alfa e consequente

diminuição da oxidação de ácidos graxos através da CPT-1, o que permite

estabelecer uma razão entre os níveis desses fatores de transcrição (Pettinelli et al.,

2009). A diminuição da razão PPAR-alfa/SREBP-1c revela distúrbios metabólicos

que favorecem a lipogênese ao invés da oxidação de ácidos graxos, provocando

esteatose hepática, obesidade e resistência à insulina. Esta ação pró-esteatose

pode ser reforçada pelo aumento na expressão de PPAR-gama, favorecendo a

captação e transporte hepático de lipídios, o que representa um mecanismo

lipogênico complementar à indução de SREBP-1c (Videla e Pettinelli, 2012).

O FAT/CD36 é expresso numa grande variedade de células incluindo

macrófagos, miócitos, adipócitos, enterócitos e hepatócitos. Esta proteína de

transmembrana desempenha um papel importante na facilitação da absorção e

tráfico intracelular dos AGL, bem como a estérificação do triacilglicerol no coração e

células do músculo esquelético. Esta função é em grande parte dependente da sua
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translocação de depósitos intracelulares para a membrana plasmática (Miquilena-

Colina et al., 2011). A expressão hepática FAT/CD36 é normalmente fraca, mas sua

expressão é aumentada em roedores com esteatose hepática (Inoue et al., 2005).

Além disso, alguns autores têm demonstrado que os níveis de RNAm FAT/CD36

aumentar concomitantemente com o aumento de triacilglicerol hepático em

diferentes modelos de animais com esteatose hepática. No entanto, pouco se sabe

sobre o significado do FAT/CD36 em doenças de fígado humano (Degrace et al.,

2006; Buque et al., 2010; Berlanga et al., 2014).

1.3 Células Estreladas Hepáticas

Evidências indicam que a ativação das CEH desempenha um papel-chave na

iniciação da fibrose do fígado (Giraudi et al., 2015). As CEH, também conhecidas

como células de “Ito”, perisinusoidais e células de armazenamento de gordura, se

encontram quiescentes no espaço de Disse (localizado entre os hepatócitos e os

sinusoides) armazenando vitamina A em gotículas lipídicas (Wake, 1971; Granzow

et al., 2014). Após lesão hepática, as células tornam-se ativas e adquirem uma

morfologia do tipo miofibroblástico, que é caracterizado por uma exacerbada

proliferação e secreção da matriz extracelular (Figura 4). A vitamina A armazenada é

perdida e há um aumento na expressão alfa-actina de músculo liso (alfa-SMA)

(Reeves et al., 1996; Friedman, 2008b).
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Figura 4 - Alteração fenotípica da célula estrelada hepática durante as lesões
hepáticas agudas e crônicas

Legenda:: Após a lesão hepática, as CEHs transitórias adquirem um fenótipo ativado, que inclui
síntese, proliferação e migração da matriz extracelular (MEC). CEH deslocam-se do
espaço de Disse aos locais de dano onde a CEH ativada contribuir para a reparação dos
tecidos ao produzir grande quantidade de colágeno. A exposição prolongada a uma lesão
crônica ativa as CEHs constitutiva a se tornarem miofibroblastos, que induzem a
deposição de MEC e fibrose no fígado.

Fonte: Adaptado de Yoshida e Matsuzaki, 2012.

As CEHs estão localizadas no espaço subendotelial, entre a superfície

basolateral dos hepatócitos e o lado anti-luminal das células endoteliais sinusoidais.

As CEH têm corpos celulares fusiformes com núcleos ovais ou alongados (Figura

5a), ultraestruturalmente, possui retículo endoplasmático rugoso (RER), pequeno

complexo de Golgi justa-nuclear e proeminentes prolongamentos citoplasmáticos

(Figura 5b) (Wake, 1980; Friedman, 2008a).
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Figura 5 - Morfologia das células estreladas hepáticas no fígado

Legenda: A: diagrama do sinusóide hepático demonstrando a orientação relativa das células
estreladas (em azul, indicado com setas) dentro da arquitetura sinusoidal. B: melhor
resolução do desenho de células estreladas situada no espaço subendotelial.

Fonte: Retirado de Friedman, 2008a; Mann J e Mann DA, 2009.

Após uma lesão hepática, os retinóides são perdidos e as CEH sofrem um
processo conhecido como transdiferenciação ou ativação que gera um
miofibroblastos com várias atividades pró-inflamatórias e pró-fibrogênicas (Figura 5c)
(Mann J e Mann DA, 2009). Estas células reparar a lesão por deposição de matriz
extracelular, formando uma cicatriz. Uma vez que lesão cessa, as CEH ativada são
desligadas, presumivelmente por combinação de desativação de quiescência e/ou
apoptose; a cicatriz também é remodelada para permitir a inversão da estrutura do
fígado normal. O problema surge quando o estímulo prejudicial não pode ser
desligado; os miofibroblastos persistem aumentando ainda mais a deposição de
matriz extracelular que eventualmente leva à fibrose (Friedman, 2008a, Mann J e
Mann DA, 2009).
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1.4 Estatinas

Em 1976, isolou-se a primeira estatina a partir de uma colônia de Penicillium

Citrinium, denominada como inibidoras da síntese do colesterol, em seguida foram

chamadas de inibidores da HMG-CoA redutase. A Mevastatina foi a primeira estatina

utilizada em seres humanos (Liao e Laufs, 2005), sendo descontinuada devido a

problemas na morfologia intestinal de cachorros e toxicidade hepatocelular verificada

em ratos (Wierzbicki et al., 2003). Em 1987, a alovastatina (ou mevinolina) foi isolada

de culturas de Aspergillus terreus por pesquisadores da Merck, desde então esta

classe de drogas vem sendo estudada por pesquisadores do mundo inteiro (Alberts

et al., 1980). As estatinas podem ser naturais (sinvastatina e lovastatina) ou

sintéticas (atrovastatina e Rosuvastatina) (Figura 6).

Figura 6 - Estrutura química das estatinas inibidoras da enzima HMG-CoA redutase

Fonte: Retirada de Weitz-Schmidt, 2002.
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As estatinas são agentes farmacológicos bem conhecidos, que têm sido

amplamente utilizados para tratamento de hiperlipidemias através da inibição da

HMG-CoA redutase. As estatinas inibem a enzima HMG-CoA redutase, bloqueando

a conversão do substrato HMG-CoA em ácido mevalônico, inibindo os primeiros

passos da biossíntese de colesterol (Figura 7) (Ginsberg, 2006). As estatinas

exercem diversos efeitos pleiotrópicos, tais como ação reguladora na função

endotelial, aumento da estabilidade de placas ateroscleróticas, diminuição do

estresse oxidativo e inflamação e diminuição da resposta trombogênica. Também

exercem resultados extra-hepáticos benéficos no sistema imune, nervoso, central e

ósseo (Bostan et al., 2015). Muitos destes efeitos pleiotrópicos são mediados pela

inibição de isoprenóides, que servem como ligantes lipídicos para moléculas

envolvidas em processos de sinalização celular (Liao e Laufs, 2005).

Figura 7 - Resumo dos mecanismos de ação das estatinas na via do Mevalonato

Fonte: Adaptado de Ginter e Simko, 2009.
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As estatinas de primeira geração foram inseridas no mercado no final dos

anos 1980 e 1990. São elas a lovastatina, pravastatina e fluvastatina, as quais

possuem eficácia reduzida. E suas doses variam de 40-80 mg por dia para exceder

uma redução de 30% nos níveis de colesterol LDL. As estatinas de segunda geração

como: atorvastatina e sinvastatina são atualmente as estatinas mais vendidas no

mundo. Elas melhoraram significativamente a eficácia na redução dos níveis de

LDL-c em comparação com as estatinas anteriores. Por exemplo, para alcançar uma

redução maior do que 30% nos níveis de LDL-c, requer utilizar 20 mg por dia de

sinvastatina e somente 10 mg por dia de atorvastatina (Jones et al., 1998).

A Rosuvastatina (AstraZeneca), estatina de terceira geração, aprovada em

agosto de 2003 pelo Food and Drug Administration (FDA), faz parte da nova geração

de estatinas sintéticas, enantiomericamente puras, possuem características

químicas que melhoram seu efeito contra a HMG-CoA redutase. Primeiro por possuir

um grupo fenilo fluorado e um grupo metano sulfonamida, proporcionando múltiplos

locais de atividade contra HMG-CoA, resultando em uma maior eficácia terapêutica

(Istvan e Deisenhofer, 2001). Em segundo lugar, a Rosuvastatina e atorvastatina

têm melhor entalpia (refere-se à força da interação entre o inibidor e a enzima alvo)

de ligação para inibidores de HMG-CoA redutase (Carbonell e Freire, 2005). Em

terceiro lugar, a natureza hidrófila da Rosuvastatina pode também reduzir o número

de interações fármaco-fármaco, eliminando a dependência de conversão metabólica

de uma molécula solúvel em água (Holdgate et al., 2003).

A Rosuvastatina possui diversos efeitos pleiotrópicos tais como

restabelecimento da função endotelial e redução na pressão arterial sistólica,

melhora da resistência à insulina em humanos (Fraulob et al., 2012), aumento da

estabilidade de placas ateroscleróticas, redução do estresse oxidativo e inflamação,

e melhora da resposta trombogênica (Liao e Laufs, 2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos do tratamento com Rosuvastatina em um modelo de

obesidade induzida por dieta hiperlipídica, causando DHGNA, focando marcadores

hepáticos da lipogênese, β-oxidação e ativação de CEH em camundongos da

linhagem C57BL/6.

2.2 Objetivos específicos

a) Avaliar as adipocinas (adiponectina e leptina);

b) Analisar o colesterol total e triacilglicerol hepático e plasmático;

c) Avaliar o metabolismo carboidratos (glicose e insulina);

d) Dosar as enzimas hepáticas (AST, ALT e GGT);

e) Avaliar o remodelamento hepático através da quantificação da

esteatose hepática;

f) Avaliar a lipogênese e β-oxidação através das técnicas moleculares

Western blot e qRT- PCR.
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3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Animais, dieta e medicamento

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas

estabelecidas no guia convencional para experimentação com animais (Publicação

NIH Nº 85-23, revisado em 1996), e todos os protocolos experimentais foram

aprovados pelo Comitê de Ética Animal da Universidade do Estado do Rio de

Janeiro (CEUA/016/2013).

Neste estudo foram utilizados machos C57BL/6 (com 12 semanas de idade),

mantidos sob condições controladas de temperatura e umidade (21 ± 2°C, 60% ±

10% de umidade e 12h de luz / 12h de ciclo escuro) e com livre acesso a ração e

água. Inicialmente, quarenta camundongos foram divididos aleatoriamente em dois

grupos (n=20 cada grupo) e receberam dietas diferentes durante 12 semanas: dieta

padrão (ração padrão (SC), 10% de energia a partir de lipídios) ou dieta HF (ração

hiperlipídica (HF), 50% de energia a partir de lipídios). O conteúdo de energia da

dieta padrão era de 3.811 kcal/g, e a dieta hiperlipídica era de 5.000 kcal/g. A ração

dos animais foi preparada pela empresa Prag Soluções (Jau, São Paulo, Brasil).

Os teores de minerais e de vitaminas das dietas eram idênticos seguindo as

recomendações do Instituto Americano de Nutrição (AIN 93M) (Reeves et al., 1993),

ver Tabela 1. Em seguida, os animais foram divididos aleatoriamente em quatro

grupos (n=10 cada), a fim de iniciar o tratamento com Rosuvastatina (Crestor,

AstraZeneca, Cotia, SP, Brasil). Os grupos foram:

a) SC (dieta padrão);

b) SCR (dieta padrão tratados com Rosuvastatina);

c) HF (dieta hiperlipídica);

d) HFR (dieta hiperlipídica tratado com Rosuvastatina).

O tratamento durou sete semanas e a droga foi adicionada às dietas na dose

final de 20 mg/kg/dia conforme demonstrado na Figura 8. A ração foi ofertada

diariamente e qualquer resto do dia anterior foi descartado. A ingestão alimentar foi

avaliada diariamente e a massa corporal (MC) foi aferida semanalmente.
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Tabela 1 - Composição das dietas experimentais

COMPOSIÇÃO (g/Kg) DIETA PADRÃO DIETA HIPERLIPÍDICA

Caseína 140,0 175,0

Amido de milho 620,7 348,0

Sacarose 100,0 100,0

Óleo de soja 40,0 40,0

Banha de porco - 238,0

Fibras 50,0 50,0

Mix de Vitaminas 10,0 10,0

Mix de Minerais 35,0 35,0

Cistina 1,8 1,8

Colina 2,5 2,5

Energia (kcal) 3804 5000

Antioxidantes 0,008 0,008

Carboidrato (%) 76,0 36,0

Proteína (%) 14,0 14,0

Gordura (%) 10,0 50,0

Nota: Mistura de vitaminas* e de minerais** segundo recomendação da AIN-93-M (Reeves et al.,
1993) dieta padrão (standard chow) e dieta hiperlipídica (high-fat).

Figura 8 - Desenho experimental

Nota: Animais do estudo que receberam dieta padrão (SC) ou hiperlipídica (HF) a partir de três meses
de vida até seis meses, perfazendo um total de 12 semanas de dietas experimentais.
Posteriormente, foram subdivididos e receberam o tratamento com Rosuvastatina por mais sete
semanas, quando foram sacrificados.

Fonte: A autora, 2015
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3.2 Teste oral de tolerância à glicose (TOTG)

O TOTG foi realizado em dois momentos, após as 12 semanas iniciais do

experimento e ao final do tratamento. Após 6h de jejum foi feita uma pequena

incisão na cauda do animal para verificar a glicemia de jejum (tempo zero), em

seguida foi administrada uma quantidade conhecida de glicose (25% em soro

fisiológico estéril, NaCl a 0,9%) a uma dose de 1 g/kg através de sonda orogástrica

para provocar a sobrecarga de glicose. Após este procedimento o sangue foi

novamente coletado através da ordenha da cauda nos tempos 15, 30, 60 e 120

minutos. A glicose no sangue foi medida usando um glicosímetro (Accu-CEHk,

Roche, São Paulo, SP, Brasil). A área sob a curva (ASC) em unidades arbitrárias

(UA) foi determinada versão 6.05 para Windows, GraphPad Software (La Jolla, CA,

EUA).

3.3 Eutanásia e bioquímica

Após o tratamento, os animais foram mantidos em jejum durante 6h, o tórax

foi aberto, o sangue foi coletado por punção cardíaca. O plasma foi separado por

centrifugação (120 rpm por 20 min) em temperatura ambiente e armazenado a -20°C

até a realização das análises. O fígado foi dissecado e pesado, fracionado tanto

para a análise histológica ou rapidamente congelado à -80º C para análises

moleculares.

3.4 Determinação das concentrações de lipídios plasmáticos

Os valores plasmáticos de colesterol total e triacilglicerol foram determinados

utilizando um método colorimétrico cinético de acordo com as instruções do

fabricante (Sistema de BIOCLIN II; Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil).
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3.5 Insulina, leptina e adiponectina

Concentrações de insulina, leptina e adiponectina plasmáticas foram medidas

usando kit de ensaio imunoenzimático (adiponectina ELISA Cat kit. # EZMADP-60K,

insulina Cat. kit #EZRMI-13K e leptina ELISA Cat kit. # EZML-82K, Millipore,

Missouri, EUA) com o equipamento Termoplate (TP-READER ELX800, Biotek

Instruments, USA).

3.6 Fígado

3.6.1 Estrutura

Fragmentos aleatórios do fígado foram mantidos em fixador recentemente

preparado (formaldeído a 4% w/v, tampão fosfato 0,1 M pH 7,2) por 48h, em

temperatura ambiente. Depois foi incluído em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich Co, St.

Louis, Mo, EUA), seccionados com espessura de cinco micrômetros, corado com

hematoxilina e eosina ou por imunohistoquímica conforme detalhado mais adiante.

Fotomicrografias foram feitas com o microscópio BX51 (Olympus Co, Tóquio, Japão)

com câmera Infinity 1-5c (Lumenera Co, Ottawa, Canadá). As imagens foram obtidas

em formato JPEG, 24 bits e resolução de 2592x1944 pixels. Sete animais por grupo

compõem a amostra. De cada animal adquiriu-se 10 imagens de forma aleatória,

totalizando 70 imagens por grupo. As imagens foram analisadas utilizando o

software STEPanizer (www.stepanizer.com) com sistema-teste de 36 pontos, onde

foram contatos os pontos-teste sobre as gotículas de gordura intra-hepatócitos. A

densidade de volume de esteatose (Vv [esteatose]) foi avaliada através da contagem

de pontos utilizando 10 campos por animal, como descrito anteriormente Figura 9

(Aguila et al., 2003; Catta-Preta et al., 2011).
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Figura 9 - Sistema teste gerado pelo software Stepanizer, para análise de esteatose
do fígado

Fonte: A autora, 2015

3.6.2 Bioquímica

O colesterol e triglicerídeo hepático foram medidos em tecido hepático em

conformidade com os protocolos de rotina. Resumidamente, as amostras

congeladas (50 mg) foram colocadas num processador de ultrassom (modelo LB-

130 PB, Labormetric, Miami, FL, EUA) com 1 ml de isopropanol e o homogeneizado

foi centrifugado a 2000 G. Depois, 5 uL do sobrenadante foi analisado com um

analisador automático (K55, BIOCLIN Sistema II; Quibasa, Belo Horizonte, MG,

Brasil), utilizando um kit para medir triacilglicerol ou colesterol. Além disso, as

enzimas alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase e gama glutamil

transpeptidase foram medidos no plasma, utilizando um método colorimétrico

cinético (BIOCLIN Sistema II; Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil).
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3.6.3 Células estreladas hepáticas

Cortes do fígado foram desparafinados e hidratado, após foi realizada a

recuperação antigênica utilizando tampão citrato, pH 6,0 a 60º C durante 20 minutos

e bloqueadas com cloreto de amônio, glicina a 2%. Os cortes de fígado foram

incubados com anticorpo anti-alfa-actina de músculo liso (Ab7817, mouse

monoclonal, Abcam) diluído em PBS/BSA 1%, 1:100 durante 2h.

Subsequentemente, as amostras foram tratadas com um anticorpo secundário

conjugado com o fluoróforo Alexa-546 (Invitrogen donkey anti-IgG mouse, Molecular

Probes, Carlsbad, CA, EUA) por 1h, depois lavado em PBS, seguido por coloração

dos núcleos com DAPI. As lâminas foram montadas com SlowFade (Invitrogen,

Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA), a fim de manter a fluorescência. As imagens

foram capturadas usando microscópio confocal de Varredura a Laser (Nikon, modelo

C2, Tókio, Japão).

3.6.4 Western Blot

A extração de proteína foi realizada a partir de tecidos homogeneizados de

fígado, e as proteínas totais foram avaliadas utilizando a técnica de transferência de

Western. Inicialmente, 100 mg de fígado congelados foram homogeneizados em

tampão contendo inibidores de protease. Os homogenatos foram centrifugados a 40

C, os sobrenadantes foram recolhidos, e as proteínas totais foram determinada

utilizando um kit de ensaio de proteína BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA).

Quantidades iguais de proteína total foram separadas usando eletroforese em gel de

poliacrilamida. A membrana foi bloqueada por incubação em 5% (peso/volume) de

leite desnatado seco em solução salina tamponada com Tris (20 mmol/L de Tris/HCl

pH 7,4 e 500 mmol/L NaCl). Incubou-se durante a noite a 40 C, com os seguintes

anticorpos primários: a) para a lipogênese hepática (SREBP1-c 68kDa; SC-367 e

PPAR-gama 67kDa, SC-7273); b) para β-oxidação hepática (PPAR-alfa 55 kDa, SC-

9000); c) para as células estreladas hepáticas ativadas (alfa-actina de musculo liso;
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43kDa; Ab7817). Todos os anticorpos foram adquiridos a partir de Santa Cruz

Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA), exceto a alfa-actina de musculo liso (Abcam).

As membranas também foram incubadas com anti-β-actina (anticorpo

monoclonal; 43 kDa; SC-81178; 1: 1000). Após a incubação, as membranas foram

lavadas com T-TBS e incubados com anticorpo secundário por 1h à temperatura

ambiente, com agitação constante. Para a detecção das imagens foi utilizado o

reagente ECL e as imagens foram obtidas pelo Bio-Rad Image ChemiDoc XRS

Molecular System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A intensidade das bandas de

quimiluminescência foi quantificada utilizando o software ImageJ (versão 1.48, NIH

imagej.nih.gov/ij, EUA).

3.6.5 qRT-PCR

A expressão do RNAm no fígado foi medida por reação em cadeia da

polimerase com transcriptase reversa em tempo real (qRT-PCR). O RNA total foi

extraído a partir de cerca de 50 mg de tecido do fígado utilizando reagente Trizol

(Invitrogen, CA, EUA). Posteriormente, foram adicionados 200μL de clorofórmio,

seguido de centrifugação (11.200 rpm, durante 10 minutos a 4°C) e a porção

correspondente ao extrato de RNA foi reservada. A essa porção foram adicionados

500μL de isopropanol que reagiu por 10 minutos para que o RNA precipitasse e logo

após foi centrifugado (11.200 rpm, durante 10 minutos a 4°C). O isopropanol foi

retirado, o pellet formado foi ressuspendido com 500μL de etanol 75% e, logo após,

centrifugado (11.200 rpm, durante 5 minutos a 4°C). O etanol foi retirado e o pellet

ressuspendido em 20μL de água deionizada (MilliQ). As amostras foram submetidas

ao banho seco (50°C por 5 minutos) e quantificadas no equipamento Nanovue (GE

Life Sciences). Para transcrição do RNA em DNA complementar (cDNA), 1,0μg de

RNA foi tratado com DNAse I (Invitrogen, CA, EUA). A síntese da primeira cadeia de

cDNA foi realizada utilizando Oligo (dT) iniciadores para RNAm e Superscript III da

transcriptase reversa (ambos da Invitrogen). O qRT-PCR foi realizada utilizando um

reciclador CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e o mix SYBRGreen (Invitrogen,

Carlsbad, CA, EUA).
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Os primers para qRT-PCR (CPT-1, PPAR-alfa, SREBP-1c, PPAR-gama,

CD36 e β-actina) foram concebidos utilizando o software Primer3 on-line e são

indicados na Tabela2.  A β-actina foi utilizada para normalizar a expressão dos

genes selecionados. Eficiências de RTPCR-q para o gene alvo endógeno e o de

controle foram aproximadamente iguais e foram calculados por meio de uma série

de diluição de cDNA.

As reações de PCR em tempo real foram realizadas como se segue: depois

de uma pré-desnaturação a ativação da polimerase foi programada para (4 min a

95°C), quarenta ciclos cada que consistem em 95°C durante 10 seg e 60°C durante

15 seg foram seguidos por um programa de curva de fusão (60-95°C, com taxa de

aquecimento de 0,1°C/s). Os controles negativos consistiram em poços nos quais

cDNA foi substituído por água deionizada. A razão entre expressão de RNAm

relativa (RQ) foi calculado usando a equação 2-ΔΔct -Δct expressos como a

diferença entre o número de ciclos (CT) do gene alvo endógeno e o de controle.

Tabela 2 - Primers usados no estudo
Primers Nome Sequência

CPT-1 Carnitina palmitoil transferase-1
FW GCAGAGCACGGCAAAATGA
RV GGCTTTCGACCCGAGAAGAC

FAT/CD36 Transportador de ácido graxo
translocase

FW CCCTCCAGAATCCAGACAAC
RV TGCATTTGCCAATGTCTAGC

PPAR alfa Receptor ativado por proliferador de
peroxissoma alfa

FW CAAGGCCTCAGGGTACCACTAC
RV GCCGAATAGTTCGCCGAAA

PPAR gama Receptor ativado por proliferador de
peroxissoma gama

FW CACAATGCCATCAGGTTTGG
RV GCTGGTCGATATCACTGGAGATC

SREBP-1c Proteína de ligação ao elemento
regulador do esterol

FW AGCAGCCCCTAGAACAAACA
RV TCTGCCTTGATGAAGTGTGG

Β-actina Β-actina
FW TGTTACCAACTGGGACGACA
RV GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

Fonte: A autora, 2015.

3.6.6 Análise estatística

Os dados foram analisados para a distribuição normal e homocedasticidade

dos desvios, e, em seguida, as diferenças entre os grupos foram avaliadas por

ANOVA de um fator e o pós-teste de Holm-Sidak. O ANOVA de dois fatores
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examinou o efeito da dieta, do tratamento e a possível interação entre os fatores. Os

dados foram expressos como média e desvio padrão (DP). Um valor de P<0,05 foi

considerado estatisticamente significativo (Prism versão 6.05 para Windows,

GraphPad Software, La Jolla CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Massa corporal (MC)

Os animais iniciaram o experimento sem diferença significativa na MC. Após

12 semanas, o grupo HF, mostrou diferença significativa em comparação com a MC

do grupo SC (P<0,0001). Após sete semanas de tratamento com Rosuvastatina, o

grupo SCR mostrou uma redução significativa da MC em comparação com o grupo

SC (P=0,0046), e o grupo HFR mostrou redução na MC em comparação com o

grupo HF (P<0,0001), no entanto, o grupo HFR foi mais pesado do que o grupo SCR

(P=0,0067). No final do estudo, dieta e tratamento mostraram um efeito na MC dos

animais (P<0,0001, ANOVA de dois fatores) (Figura 10).

4.2 A Rosuvastatina melhora o metabolismo da glicose

Antes do tratamento, com base na análise do TOTG, a dieta HF levou à

intolerância à glicose no grupo HF em comparação com o grupo SC (P=0,0014).

Após o tratamento, o grupo HF continuou a mostrar a intolerância à glicose

em relação ao grupo SC (P<0,0001), porém o tratamento melhorou a intolerância à

glicose no grupo HFR em comparação com o grupo HF (P=0,0021). As

concentrações de insulina foram maiores no grupo HF em comparação com o grupo

SC (P<0,0001), e o grupo HFR mostrou a insulina reduzida em relação ao grupo HF

(P<0,0001). É notável que a insulina foi similar nos grupos SC, SCR e HFR (Tabela

3).

A glicemia foi afetada pela dieta (P=0,0045, ANOVA de dois fatores),

enquanto o TOTG foi afetado pela dieta e pela interação entre dieta e tratamento

(P=0,0053, ANOVA de dois fatores). A insulina foi influenciada por dois fatores (dieta

e tratamento, P<0,0001) e esses fatores interagiram significativamente (P<0,0001,

ANOVA de dois fatores).
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Figura 10 - Massa corporal e gordura abdominal dos animais estudados

Legenda: A: Evolução de massa corporal dos animais estudados. Pré-tratamento corresponde ao
período até 12ª semana, quando começa o tratamento e se estendeu até 19ª semana.
Figura 10 B. Foto da gordura abdominal dos animais do experimento onde o HF apresenta
uma maior quantidade de gordura quando comparados aos outros grupos. Os valores são
média ± desvio padrão, símbolos representam diferenças significativas em relação † SC,
§SC-R e ‡ HF, P <0,05 (ANOVA de um fator e pós teste de Holm-Sidak). Grupos: SC
(dieta padrão), SCR (SC + Rosuvastatina), HF (dieta rica em gordura), HFR (HF +
Rosuvastatina).

Fonte: A autora, 2015

4.3 A Rosuvastatina controla os níveis de lipídios

A dieta HF levou ao aumento do colesterol total e triacilglicerol em

comparação com a dieta padrão para roedores. O tratamento com Rosuvastatina

não alterou o colesterol total e triacilglicerol no grupo SCR, mas diminuiu

significativamente no grupo HFR em comparação com o grupo HF (Tabela 3).

O colesterol total foi influenciado por fatores de forma independente (dieta e

tratamento), mas uma interação entre esses fatores foi significativa (P<0,0005,

ANOVA de dois fatores). Os triacilglicerol foram afetados pela dieta e pela interação

entre a dieta e tratamento (P<0,007, ANOVA de dois fatores).

A B
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4.4 Adipocinas

A leptina foi maior no grupo HF em comparação com o grupo SC (P=0,017).

Após o tratamento, o grupo HFR mostrou uma redução de leptina em comparação

com o grupo de HF (P=0,009). A adiponectina foi menor no grupo HF em

comparação com o grupo SC (P=0,025) (Tabela 3). A leptina foi afetada pela dieta

(ANOVA de dois fatores, P<0,0001).
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Tabela 3 - Comportamento alimentar e bioquímica

Legenda: Os valores indicam a média ± desvio padrão. Símbolos representam diferenças significativas em relação † SC, §SC-R e ‡ HF, P<0,05 (ANOVA de
um fator e pós teste de Holm-Sidak). Grupos: SC (dieta padrão), SCR (SC + Rosuvastatina), HF (dieta rica em gordura), HFR (HF +
Rosuvastatina).

Fonte: A autora, 2015

Dados SC SCR HF HFR

Comportamento Alimentar

Ingestão alimentar (g/dia) 3,3±0,11 3,2±0,16 3,1±0,15 3,1±0,10

Pré-tratamento

Massa corporal (g) 30,2±1,07 29,5±2,02 35,5±3,42† 36,2±3,73§

Glicose (mmol/L) 7,5±1,18 - 9,3±1,10† -

TOTG (AUC, a,u,) 103,0±7,80 - 122,3±14,19† -

Pós-tratamento

Massa corporal (g) 32,1±1,24 30,2±0,73† 36,6±2,00† 33,1±1,86§‡

Glicose (mmo/L) 7,3±0,38 7,2±0,68 8,8±0,88† 7,8±0,89

TOTG (AUC, a,u,) 80,3±3,18 95,4±12,7 136,0±16,73† 102,2±12,45‡

Insulina (IU/L) 7,1±0,73 7,2±0,39 11,1±0,71† 7,0±0,40‡

Colesterol Total (mg/dL) 71,0±12,0 72,7±9,82 143,7±7,34† 103,8±8,68§‡

Triacilglicerol (mg/dL) 71,8±6,51 75,8±2,48 86,7±6,13† 74,0±2,31‡

Leptina (102pg/mL) 6,6±0,41 5,9±0,47 21,20±2,83† 17,54±3,87§‡

Adiponectina (106pg/mL) 5,3±0,30 4,8±0,35 4,1±0,45† 4,8±0,38
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4.5 Fígado

4.5.1 Massa hepática, colesterol e triacilglicerol

Foi observada uma diferença na massa do fígado entre os grupos (dados não

apresentados), sendo maior no grupo HF em comparação aos grupos SC e HFR. O

colesterol e triacilglicerol hepáticos têm um comportamento semelhante no estudo.

Eles foram maiores no grupo HF em comparação com o grupo SC (P=0,036 para o

colesterol; P<0,001 para triacilglicerol), o tratamento com Rosuvastatina reduziu os

lipídios no grupo HFR em comparação com o grupo HF (P=0,016 para o colesterol,

P<0,001 a triacilglicerol) (Tabela 4).

O colesterol hepático foi influenciado pelos dois fatores dieta (P=0,010) e

tratamento (P=0,0044) ANOVA de dois fatores, sem interação entre os fatores. O

triglicerídeo hepático foi influenciado pelos dois fatores (dieta e tratamento) e os

fatores interagiram afetando os resultados (P<0,0001 para todas as análises,

ANOVA de dois fatores).

4.5.2 As enzimas hepáticas

As enzimas hepáticas apresentaram valores mais elevados no grupo HF

comparado com o grupo SC (ALT, P=0,0035; AST, P=0,0005; GGT, P=0,0054). O

tratamento com Rosuvastatina foi eficiente na redução de AST e GGT no grupo HFR

em comparação com o grupo HF (AST, P= 0,0153; GGT, P= 0,0221) (Tabela 4).

A dieta afetou os valores de ALT (P=0,0003) e GGT (P=0,028). A AST foi

afetada pelos dois fatores dieta (P<0,0001) e tratamento (P=0,011) ANOVA de dois

fatores.
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4.5.3 Arquitetura do fígado e células estreladas hepáticas (CEH)

Podemos observar o efeito deletério da dieta hiperlipídica, causando maior

deposição de lipídios no fígado do grupo HF, com consequente maior esteatose em

comparação com o grupo SC (aumento superior a 350%, P<0,0001). No entanto o

tratamento com Rosuvastatina mostrou se eficaz na redução da esteatose hepática,

observada no grupo HFR que apresentou redução significativa da esteatose

hepática em 21% quando comparado com o grupo HF (P=0,0032) (Tabela 4 e Fig.

11).

Tabela 4 - Dados do fígado

Dados SC SCR HF HFR

Colesterol (mg/dL) 0,74±0,03 0,69±0,02 0,85±0,11† 0,76±0,02‡

Triacilglicerol (mg/dL) 2,0±0,58 1,8±0,17 4,1±0,34† 1,7±0,21‡

ALT (U/L) 18,0±2,44 16,2±3,56 27,2±4,08† 22,2±4,55

AST (U/L) 79,0±12,3 71,8±16,3 134,0±14,4† 98,2±22,3‡

GGT (IU/L) 15,0±5,34 15,0±5,47 25,7±5,34† 16,0±5,47‡

Esteatose (%) 10,2±1,52 10,9±3,56 48,8±5,70† 38,8±4,75§‡

Legenda: Os valores são média ± desvio padrão. Símbolos representam diferenças significativas em
relação a: † SC, §SC-R e ‡ HF, P<0,05 (ANOVA de um fator e pós teste de Holm-Sidak).
Grupos: SC (dieta padrão), SCR (SC + Rosuvastatina), HF (dieta rica em gordura), HFR (HF
+ Rosuvastatina). Abreviaturas: alanina aminotransferase, ALT; aspartato aminotransferase,
AST; gama glutamil transpeptidase, GGT.

Fonte: A autora, 2015.

Em resposta à lesão hepática, as CEH são ativadas. CEHs ativadas foram

amplamente observadas no grupo HF, mas não nos grupos controles. O grupo HFR,

apresentou algumas áreas do tecido hepático com uma marcação de anti alfa-actina

do músculo liso (alfa-SMA), um marcador de CEHs, mais atenuada quando

comparado ao grupo HF (Figura 12). Além disso, o aumento da expressão da

proteína de alfa-SMA foi detectado significativamente maior no fígado do grupo HF

em comparação com o grupo SC (P= 0,0001), o grupo HFR (P= 0,0132) mostrou

uma expressão reduzida quando comparado ao HF conforme Figura 13.
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A esteatose hepática foi influenciada pela dieta (P<0,0001) e tratamento

(P=0,034) e ambos os fatores interagiram nos resultados (P=0,01, ANOVA de duas

vias). A expressão da proteína alfa-SMA foi afetada pela dieta (P<0,0001) e embora,

o tratamento não afete no resultado, houve uma interação entre os dois fatores

(P=0,014, ANOVA de dois fatores).

Figura 11 - Fotomicrografias do parênquima hepático

Nota: Presença de esteatose hepática, setas representativas mostrando macro e micro gotículas de
gordura (esteatose) no grupo HF e redução das gotículas no grupo HFR. Coloração de
Hematoxilina Eosina, mesmo aumento em todas as fotomicrografias (ver também a Figura 12).

Fonte: A autora, 2015.
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Figura 12 - Estrutura hepática

Legenda: Linha superior, coloração por hematoxilina e eosina (HE): gotículas de gordura de micro e macro esteatose melhor visualizado no grupo HF (setas
abertas) que foi reduzido por tratamento com Rosuvastatina no grupo HF-R (setas). Linha inferior, imunofluorescência para alfa-actina de músculo
liso (SMA): células estreladas hepáticas foram observadas no grupo HF (setas), mas praticamente desapareceram no grupo de HF-R (mesma
ampliação para todas as fotomicrografias)

Fonte: A autora, 2015.
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Figura 13 - Bandas representativas da expressão hepática de anti alfa-actina de
músculo liso

Legenda: Grupos: SC (dieta padrão), SCR (SC + Rosuvastatina), HF (dieta rica em gordura), HFR
(HF + Rosuvastatina). Símbolos representam diferenças significativas em relação † SC,
§SC-R e ‡ HF, P <0,05 (ANOVA de um fator e pós teste de Holm-Sidak).

Nota: Expressão hepática de anti alfa-actina de músculo liso corrigido por β-actina, expressa em
unidades arbitrárias. Nos casos sinalizados, P<0,05 (ANOVA de um fator e pós-teste de Holm-
Sidak).

Fonte: A autora, 2015

4.5.4 Análises moleculares

As expressões de proteínas no fígado foram analisadas para SREBP1c,

PPAR-gama, e PPAR-alfa (Figura 14). Observou-se o mesmo padrão de expressão

de SREBP-1 e PPAR-gama: um aumento significativo no grupo HF em comparação

com o grupo SC (P<0,0001) e uma redução no grupo HFR em comparação com o

grupo HF (P<0,0001). Pelo contrário, a expressão da proteína PPAR-alfa no fígado

mostrou uma redução significativa no grupo HF em comparação com o grupo SC
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(P=0,0002) e um aumento no grupo HFR em comparação com o grupo HF

(P=0,0042) (Figura 14).

Figura 14 - Expressão da proteína do fígado

Legenda: Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (A) de PPAR-alfa, (B) de PPAR-
gama, (C) esterol reguladora da proteína de ligação ao elemento (SREBP-1c), a expressão
hepática foi corrigida pela β-actina, e expressa em unidades arbitrárias (UA). Nos casos
sinalizados, P<0,05 (ANOVA de um fator e pós teste de Holm-Sidak). Grupos: SC (dieta
padrão), SCR (SC + Rosuvastatina), HF (dieta rica em gordura), HFR (HF + Rosuvastatina).
Sob as seguintes condições: [†] em comparação com o grupo SC e [‡] em comparação com
o grupo HF.

Fonte: A autora, 2015.

As expressões de mRNA no fígado foram analisadas por CPT-1, PPAR-alfa,

SREBP1c, PPAR-gama, e para FAT/CD36 (Figura 15). As expressões de mRNA

CPT1 e PPAR-alfa seguiram um padrão semelhante, diminuíram no grupo HF

quando comparado com o grupo SC (CPT1, P<0,0001 e PPAR-alfa, P=0,0002) e

suas expressões foram aumentados no grupo HFR em comparação com o grupo HF
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(CPT1, P<0,0001 e PPAR-alfa, P=0,0475). Ao contrário, as expressões gênicas de

SREBP1c, PPAR-gama e FAT/CD36 foram elevados no grupo HF em comparação

com o grupo SC (P=0,0037, P=0,0006 e P=0,0002 respectivamente) e diminuíram

no grupo HFR em comparação com o grupo HF (P=0,0192, P=0,0019 e P=0,0351

respectivamente).

Figura 15 - Medição quantitativa de RT-PCR dos genes expressos no fígado

Legenda: CPT-1 - Carnitine palmitoiltransferase-1 (A), PPAR-alfa – receptor ativado por proliferador
de peroxissoma alfa (B), SREBP-1c - Esterol reguladora da proteína-1 de ligação ao
elemento (C), PPAR-gama - receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (D),
(FAT)/CD36- transportador de ácido graxo translocase (E). Β-actina foi utilizada para
normalizar a expressão dos genes selecionados, expressa em unidades arbitrárias, nos
casos sinalizados, P<0,05 (ANOVA de um fator e pós-teste de Holm-Sidak). Grupos: SC
(dieta padrão), SCR (SC + Rosuvastatina), HF (dieta rica em gordura), HFR (HF +
Rosuvastatina). Sob as seguintes condições: [†] em comparação com o grupo SC e [‡] em
comparação com o grupo HF.

Fonte: A autora, 2015.

O ANOVA de dois fatores mostrou dados interessantes. Para expressões de

proteínas (SREBP1c, PPAR-gama e PPAR-alfa): a dieta afetou a expressão de

todas as proteínas (P<0,0001); o tratamento afetou apenas PPAR-gama (P<0,0001);

houve uma interação entre os dois fatores em todas as proteínas (SREBP1c,

P=0,041; PPAR-gama, P=0,0016; PPAR-alfa, P=0,0066). Para expressões de
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mRNA (CPT-1, PPAR-alfa, SREBP1c, PPAR-gama): a dieta afetou as expressões

de genes de todos os dados (P<0,0001 para todos, mas P=0,0011 para PPAR-

gama); o tratamento afetou as expressões gênicas de CPT1 (P<0,0001), SREBP1c

(P=0,033) e PPAR-gama (P=0,011). Houve interação entre os dois fatores em todas

as análises (CPT-1, P=0,0004; PPAR-alfa, P=0,013; SREBP1c, P=0,0064; PPAR-

gama, P=0,0009).

Tabela 5 - Analise estatística de dois fatores

Legenda: (S) Houve interação, (N) não teve interação.
Fonte: A autora, 2015

Dieta Medicamento Interação

Massa corporal S N X

Totg S N S

Adiponectina S N S

Colesterol total S S S

Triacilglicerol plasmático S N S

FÍGADO
Esteatose S S S

ALT S N N

AST S N N

GGT S S N

Colesterol hepático S S N

Triacilglicerol hepático S S S

WB
Alfa actina S N S

PPAR alfa S N S

PPAR gama S S S

SREBP1-c S N S

PCR
PPAR alfa S N S

PPAR gama S S S

SREBP1-c S S S

CPT-1 S S S

FAT/CD36 S S N
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5 DISCUSSÃO

O presente estudo com Rosuvastatina demonstrou redução da MC nos

camundongos obesos induzidos por dieta, bem como melhora do metabolismo da

glicose e redução da esteatose hepática com consequente controle da ativação das

células estreladas hepáticas. Além disso, a Rosuvastatina apresentou efeitos

benéficos sobre os parâmetros envolvidos na lipogênese e β-oxidação, bem como

nas adipocinas. Estes foram efeitos pleiotrópicos da Rosuvastatina,

independentemente da propriedade da redução de lipídios, considerando que as

estatinas são usadas para a prevenção de doenças cardiovasculares (Mihos et al.,

2014).

Na literatura tem muitas descrições de efeitos pleiotrópicos das estatinas. No

nosso grupo, a administração de sinvastatina e pravastatina em ratos

espontaneamente hipertensos impediu a elevação da pressão arterial e,

consequentemente, atenuou a hipertrofia ventricular esquerda comum neste animal

e melhorou a revascularização do miocárdio com a diminuição da fibrose intersticial

(Bezerra e Mandarim-de-Lacerda, 2005). Além disso, a atorvastatina mostrou efeitos

benéficos melhorando a vascularização do miocárdio através da diminuição da

fibrose e perda de cardiomiócitos em ratos programados pela restrição proteica

materna (Bezerra et al., 2008).

Nosso estudo demonstrou que a Rosuvastatina reduziu significativamente os

níveis plasmáticos e hepáticos de colesterol total e triacilglicerol, como se esperava.

Estes resultados podem ser explicados, pois o principal mecanismo de ação da

estatina é reduzir o LDL por inibição da função da enzima HMG-CoA redutase

(Rosenson, 2003; McKenney, 2005).

A terapia com estatina tem sido associada a efeitos nocivos sobre a

homeostase da glicose e resistência à insulina já há alguns anos (Kostapanos et al.,

2010; Koh et al., 2011), mesmo que os mecanismos pelos quais as estatinas atuem

no metabolismo da glicose permanecem incertos e conflitantes (Koh et al., 2011).

Mais recentemente o tratamento com estatinas foi relacionado com o expressivo

aumento do risco de desenvolver diabetes tipo 2 em 46% das pessoas que tomam a

droga. Isto é atribuído a uma redução na produção e diminuição da sensibilidade à

insulina (Cederberg et al., 2015).
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Devemos ressaltar que, no presente estudo observou-se uma melhora no

metabolismo da glicose com tratamento com Rosuvastatina no grupo HFR. Além

disso, uma análise da “Justificativa para o Uso de Estatinas na Prevenção Primária:

Ensaio Avaliando a Intervenção da Rosuvastatina (JUPITER)” indicou que os

benefícios da terapia com estatinas são maiores em eventos cardiovasculares

superando qualquer possível risco de diabetes (Ridker et al., 2012). As abordagens

terapêuticas para este problema e/ou a criação de uma nova geração de estatina

sem tais efeitos secundários podem ajudar (Brault et al., 2014; Chan et al., 2015).

A Rosuvastatina pode ter um potencial menor para causar toxicidade no

fígado em comparação com outras estatinas (Rosenson, 2003). A incidência de

elevação das enzimas hepáticas no soro dos pacientes em tratamento com estatinas

geralmente varia de 2% a 3% (de Denus et al., 2004). Diante disso, nossos

resultados demonstraram que o tratamento com Rosuvastatina não reduziu os

valores de ALT; no entanto, AST e GGT foram reduzidos após o tratamento, de

acordo com estudos anteriores (Karpisek et al., 2007; Fraulob et al., 2012).

As estatinas têm um papel benéfico na fibrose do fígado, diminuindo a

ativação das CEHs (Moreno et al., 2009; Trebicka et al., 2010). Estudo prévio relatou

a ação da sinvastatina e lovastatina na inibição da proliferação do CEH e

consequente diminuição do colágeno (Rombouts et al., 2003), que está de acordo

com os dados obtidos neste trabalho. De modo semelhante, num modelo de

carcinoma hepatocelular, a Rosuvastatina diminuiu a expressão de alfa-SMA nas

CEHs quando comparado com um grupo não tratado com carcinoma hepatocelular

(Tijeras-Raballand et al., 2010).

Concomitante com os efeitos da redução de células estreladas hepáticas

ativadas, no presente estudo observou-se uma atenuação significativa na esteatose

hepática, bem como em triacilglicerol hepático após o tratamento com

Rosuvastatina. Nossos resultados estão de acordo com estudos experimentais, os

quais revelaram que as estatinas podem reduzir o triglicerídeo hepático (Roglans et

al., 2002) e melhorar a esteatose hepática (Egawa et al., 2003; Fraulob et al., 2012).

Este importante achado levou a uma proposição da terapia com estatinas em

pacientes com esteatose hepática com alto risco cardiovascular (Riche et al., 2014).

Observou-se que a dieta hiperlipídica contribui para elevar a esteatose

hepática, o gene e a proteína do PPAR gama e de SREBP-1. Estes últimos são

fatores de transcrições que regulam as enzimas lipogênicas, as quais estavam
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aumentadas em resposta à dieta HF, resultando no acumulo de lipídios no fígado

(Barbosa-da-Silva et al., 2013). Inversamente, a Rosuvastatina reduziu a expressão

de gênica e proteica dos elementos citados acima, contrariando a lipotoxicidade

hepática. Além disso, a dieta HF levou a uma diminuição da expressão gênica de

CPT-1, uma enzima oxidativa lipídica e o seu fator de transcrição o PPAR-alfa,

ambos os quais foram significativamente elevados após o tratamento com

Rosuvastatina, implicando em maior β- oxidação hepática. Além disso, os ácidos

graxos livres são absorvidos pelos hepatócitos através de proteínas de transporte

como a (FAT)/CD36 (Zhang et al., 2003), um transportador muito importante no

processo, o que poderia levar a esteatose hepática quando excessivamente

expressos. Observou-se que a expressão gênica de (FAT)/CD36 foi menor nos

grupos tratados com Rosuvastatina.

As estatinas são capazes de reduzir a transcrição de SREBP1-c por meio da

reduzida expressão do PPAR-gama (Choi et al., 2008). Além disso, as estatinas

podem restaurar a β-oxidação peroxissomal prejudicada dos ácidos graxos mediada

através da via de sinalização do PPAR-alfa, confirmando que esta classe de

fármacos é suficientemente potente para melhorar a esteatose hepática (Sun et al.,

2006; Choi et al., 2008). Na verdade, um achado relevante do presente estudo foi

mostrar uma influência significativa do tratamento com Rosuvastatina sobre a

expressão gênica e proteica do PPAR-gama e expressão do gene PPAR-alfa,

afetando o equilíbrio PPAR no fígado, de modo a favorecer a β-oxidação (efeito

PPAR-alfa) em vez de lipogênese (efeito PPAR-gama).
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CONCLUSÃO

O tratamento com Rosuvastatina deve ser considerado como uma opção

relevante para tratar a esteatose hepática, além de ter suas propriedades

hipolipemiantes intrínsecas. A Rosuvastatina apresentou a vantagem de inibir

significativamente a ativação das células estreladas hepáticas em um modelo de

obesidade induzida por dieta, uma causa comum de DHGNA em humanos. O estudo

sugere que o efeito da Rosuvastatina está associado ao desequilíbrio dos PPARs

devido à regulação negativa do PPAR-gama e do SREBP-1c concomitante à

regulação positiva do PPAR-alfa e do seu gene alvo (CPT-1), reduzindo a

lipotoxicidade e evitando a progressão da DHGNA para EHNA neste modelo

experimental.
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