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Resumo:

A Sindrome Metabdlica (SMet) € um
qguadro clinico complexo que congrega, além
de obesidade corporal e/ou visceral, diversos
fatores de risco cardiovasculares e
metabdlicos. Neste cenario, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver uma formulacéo
dietética hiperlipidica, compativel com a
veiculacdo de candidatos a farmacos e/ou
estes, para indugdo de SMet em
camundongos, bem como estudar os efeitos
da inibicdo crbénica da enzima catalase. Para
tanto, dividiu-se camundongos C57BL/6
machos em 3 grupos: 1) Controle (CT; dieta
“‘chow”; n=6); 2) “high fat” (HFD; n=6); 3) HFD
suplementada com o inibidor da catalase 3-
amino-triazole (ATZ) na dose de 500mg.kg™
(HFD+ATZdieta; n=6). Interessantemente, 0s
animais tratados com o ATZ apresentaram
melhoras metabdlico-hepaticas significativas,
cita-se: a diminuicdo do peso corporal,
melhora no perfil lipidico plasmatico e
hepatico, diminuicdes nos lipidios totais,
colesterol e triglicerideos, bem como,
cronicamente, a modulagdo do eixo
H,O,/Catalase/status REDOX.
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Introducao:

As doencas hepaticas gordurosas nao
alcodlicas (DHGNA) sao descritas como um
novo componente da Sindrome Metabdlica
(SMet) (Alberti, Eckel et al. 2009; Jung, Cho et
al. 2014). Esta ultima apresenta-se como um
guadro clinico complexo que congrega, além
de obesidade corporal e/ou visceral, diversos
fatores de risco cardiovasculares e
metabdlicos (Grundy, Brewer et al. 2004).
Nestes, tem-se o0 diabetes tipo 2, hipertenséo
arterial sistémica, dislipidemia , resisténcia a
insulina (RI), hiperinsulinemia (Alberti, Eckel et
al. 2009) e, mais recentemente, as DHGNA
(Kotronen and Yki-Jarvinen 2008; Byrne and
Targher 2014), como indicadores para
diagndstico. Além disso, diversos
componentes da SMet, incluindo-se a
circunferéncia da cintura e a deposicdo de
gordura visceral, positivamente, relacionam-se
com concentracdo de lipidios no figado
(Kotronen and Yki-Jarvinen 2008).

No cendario exposto, poucos sao 0s
estudos em modelos animais experimentais
que correlacionam os efeitos da dieta obeso-
diabetogénica com o status redox hepatico.
Ademais, o papel da catalase nas DHGNA
tem sido investigado. Assim, hipotetiza-se que
a elucidacdo de vias metabdlicas na
fisiopatologia da SMet, bem como a
identificacdo de novas rotas de sinalizacao,
contribuem para a identificacdo de possiveis
alvos terapéuticos e/ou marcadores que
possam ser utilizados futuramente em estudos
translacionais.

Neste contexto, o0 objetivo deste
trabalho foi desenvolver formulacdo dietética
hiperlipidica, compativel com a veiculagdo de
candidatos a farmacos e/ou estes, para
inducdo de SMet em camundongos, bem como
estudar os efeitos da inibicdo cronica da
enzima catalase.

Metodologia:

Camundongos machos C57BL/6 (6-8
semanas de idade), foram mantidos em um
ciclo claro-escuro de 12 horas com livre
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acesso a comida e a agua. Apés uma semana
de aclimatacao, 0os animais  foram
aleatoriamente divididos em trés grupos: 1)
Controle (CT; dieta “chow”); 2) “high fat” (HFD;
(58% da carga energética lipidica) e 3) grupo
de animais submetido a intervencéo dietética
com a HFD suplementada com o inibidor da
catalase 3-amino-triazole (ATZ) na dose de
500mg.kg™* (HFD+ATZdieta) por 12 semanas
de tratamento, iniciado apds 8 semanas de
intervencdo dietética. Nos ensaios in vivo,
avaliou-se o peso corporal e a gliconeogénese
hepatica. O peso corporal foi avaliado
semanalmente utilizando-se balanca semi-
analitica (0,001 g; Shimatzu®). Para se avaliar
a gliconeogénese hepética, procedeu-se com
o teste para o piruvato. Sucintamente, apés a
restricdo alimentar de 16 horas, fez-se a
glicemia basal e administrou-se piruvato de
sédio (i.p) em dose 2g.Kg™ de peso animal.
ApOs este procedimento, mensurou-se a
glicemia nos intervalos de 15, 30, 60, 90 e 120
minutos.

ApOs jejum de 12 horas, verificou-se o0s
niveis de glicose e peso corpéreo de cada
animal.  Na sequéncia, estes foram
anestesiados e em seguida sacrificados por
puncéo cardiaca.

Quanto aos ensaios ex vivo, realizou-se
a andlise do perfil lipidico plasmético, a
avaliacdo da DHGNA, a quantificacdo de H,0O,
e avaliacdo da atividade da catalase.

Para as mensuracdes plasmaticas do
colesterol total (ColT), triglicerideos (TG) e
acidos graxos néo esterificados (NEFA),
utilizou-se “kits” comerciais de acordo com as
instrucbes do fabricante. A avaliacdo da
DHGNA foi realizada pela técnica descrita por
Folch e colaboradores (1957). Apds extracao,
guantificou-se os lipidios gravimetricamente.
Na sequéncia, mensurou-se triglicerideos e
colesterol total hepatico.

A quantificacdo das concentracfes de
H,O, plasmaticas e hepaticas foi realizada
com base no ensaio da oxidacdo de ferro em
xilenol-orange, com adaptagbes para
microplacas. Mensurou-se a atividade da
enzima antioxidante catalase em microplacas
(da Fonseca, Nunes-Souza et al. 2014).

Os resultados foram expressos como
média + EPM, utilizou-se ANOVA uma e duas
vias, seguidas por testes de Bonferroni.
Considerados estatisticamente significativos
valores p< 0,05.

Resultados e Discussao:
Peso Corporal

Apés 3 semanas de intervencgéo
dietética, observou-se um aumento

significativo  (p<0,001) no peso dos
camundongos alimentados com dieta HF
comparados ao grupo CT. Interessantemente,
a administragdo do  ATZ, diminuiu
significativamente o peso corporal quando
comparados aos animais do grupo HF, ao final
do tratamento (p<0,001; Figura 1).
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Figura 1. Peso corporal ao término do periodo
experimental. Os valores sdo expressos como média +
EPM (n=5-6). ANOVA (uma via), *** p <0,001.

A (gliconeogénese hepética ndo foi
diferente entre os grupos (Figura 2).
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Figura 2.Gliconeogénese em camundongos C57BL/6,
apoés intervencao dietética por 20 semanas. Os pontos
representam a média £+ EPM (n=5-6). ANOVA (duas vias)
com pas-teste de Bonferroni.

Perfil lipidico plasmatico

A dieta HF induz fenétipo lipidico para a
SMet. Observou-se aumento do colesterol total
plasmético (Figura 3A) comparado ao CT
(p<0,01). Contudo, n&o se observou alteracdes
significativas de triglicerideos (Figura 3B) e
NEFAs plasmaticos (Figura 30).
Interessantemente, a administragdo do ATZ foi
efetiva em reduzir de forma significativa os
triglicerideos (p<0,001) e NEFAs plasmaticos
(p<0,01), (Figuras 3A — C) quando compardos
ao grupo HF.

Perfil lipidico hepético
Associado a avaliagdo do perfil lipidico
plasmatico, analisou-se o perfil lipidico
hepatico, no que corresponde: lipidios totais,
colesterol e triglicerideos hepéticos.
Interessantemente, os niveis de lipidios
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totais, colesterol total e triglicerideos hepaticos
(Figuras 4A - C) se mostraram significa-
tivamente aumentados no grupo HF quando
comparados ao CT (p<0,001) e seguiram o
mesmo padrdo decrementar apés tratados
com ATZ (p<0,001). A partir dos resultados
apresentados, suscita-se que o0 ATZ promoveu
diminuicao do fluxo de lipidios entre o plasma
e o figado, sem existir aparentes prejuizos
funcionais, conforme demonstrado pelo perfil
glicémico do teste de gliconeogénese (Figura
2).

Quantificacdo de H,O, e avaliacdo da
atividade da catalase

Presente nos peroxissomos, a enzima
catalase é central para o sistema de defesa
antioxidante  (Lei, Zhu et al. 2016),
apresentando a funcdo de clivar o excesso de
Hzog.
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Recentemente, descreveu-se o H,0,
na regulacdo metabdlica, ativando vias
semelhantemente ao :NO (Oxido Nitrico),
apresentando grande facilidade de difusao
membranar através das aquaporinas (Sies
2014).

Os dados obtidos para estes dois
parametros mostram que o ATZ promoveu
uma diminuicdo significativa nos niveis
plasmaticos do substrato para a catalase, o
H,O, (Figura 5A). Por outro lado, este
tratamento com o inibidor para enzima induziu
a uma contrarregulacdo para um aumento na
atividade desta enzima (Figura 5B).
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Figura 3. Perfil lipidico plasmatico. A: Concentracdo de colesterol total no plasma (mg.dL™). B: Concentracdo de
triglicerideos no plasma (mg.dL™). C: Concentracéo de acidos graxos nao esterificados — NEFA no plasma (mmol.L™). Os
valores séo expressos como média + EPM. ANOVA (uma via); n=5-6; *p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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Figura 4. Perfil lipidico hepatico. A: Lipideos totais hepéticos (

9.9 de figado™). B: Concentracdo hepatica de triglicerideos

(mg.dL™). A: Concentracdo de colesterol total hepético (mg.dL™). Os valores s&o expressos como média + EPM. ANOVA

(uma via); n=5-6; *** p <0,001.
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Figura 5 — A: Concentracédo plasmatica de peroxido de hidrogénio (H20>) (pmoI.L'l). B: Atividade da catalase no plasma
(pmol.min.mL‘l). Os valores sdo expressos como média £+ EPM. ANOVA (uma via); n=5-6; *p <0,05; *** p <0,001.

Conclusdes:

ApOs a intervencao experimental por 12
semanas com o inibidor da enzima catalase, o
ATZ, em camundongos C57BL6 com SMet
dietética, observou-se que os animais tratados
apresentaram melhoras metabdlico-hepéticas
significativas: diminuicdo do peso corporal,
melhora no perfil lipidico plasmatico e

hepatico, bem como, cronicamente, a
modulacdo do eixo H,O,/Catalase/status
REDOX.
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