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1. INTRODUCAO

A partir do século XX, as doencas cardiovasculares (DCV) foram reconhecidas
como a principal causa de morbimortalidade do mundo moderno. Desde ent&o, 0s
pesquisadores vém buscando a compreensdo dos eventos bioldgicos subjacentes a
essas doencas e a identificacdo dos fatores de risco associados a tais
enfermidades. A partir destes estudos, um aglomerado de fatores de risco foi
descrito, mas se destacava sempre a presenca simultdnea de obesidade,
hiperlipidemia e hipertensédo arterial. Todos esses eventos relacionados e sua
associacdo com a resisténcia a insulina levaram os cientistas a propor a existéncia
de uma Unica condicéo fisiopatoldgica, denominada sindrome metabdlica (KAHN et
al., 2005).

A sindrome metabdlica tem sido descrita de varios modos por diferentes
organizacbes. De maneira simplificada, ela € um complexo inter-relacionado de
fatores de risco para as doencgas cardiovasculares e diabetes (ALBERTI et al.,
2009), sendo também relacionada com outros interesses médicos, como danos
renais, apneia obstrutiva do sono, sindrome do ovario policistico e aumento do risco
de deméncia em idosos. Além disso, a sindrome metabdlica também esta
intimamente associada com a esteatose hepatica, que por sua vez, pode
desencadear esteatohepatite e cirrose. Os fatores de risco mais comuns da
sindrome metabdlica incluem disglicemia, hipertenséo, hipertrigliceridemia, baixos
niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL) e obesidade (ALBERTI et al., 2009).

1.1. Metabolismo lipidico

O metabolismo lipidico envolve diversas vias que sdo, até certo ponto,
interdependentes e com “regulagéo cruzada”. O equilibrio entre a deposi¢do e a
mobilizacdo de lipideos do tecido adiposo, estabelece o conteddo de gordura
corporal. Os acidos graxos (AG) sado a forma de energia predominantemente
circulante e estocada, e os triacilglicerois (TAG) sao a forma mais comum de acidos
graxos nao toxicos (NGUYEN et al., 2008).

Os AG podem ser obtidos através da dieta ou produzidos pelo préprio
organismo, em um processo conhecido como lipogénese ou sintese de novo (ver

CURI et al., 2002). A sintese de acidos graxos ocorre principalmente no figado, rins

1
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e glandulas mamarias, bem como nas células adiposas, cerebrais e pulmonares (ver
CURI et al., 2002). E bem estabelecido que dietas ricas em carboidratos e o
consequente aumento da secrecao de insulina pelo pancreas estimulam a atividade
lipogénica, enquanto que o jejum inibe este processo (KERSTEN, 2001). Em
resumo, acidos graxos nao esterificados (AGNE) ou na forma de TAG séo ingeridos
na dieta ou sintetizados no figado. O adipdcito realiza muito pouca lipogénese
(BOUCHARD et al., 1990).

Os &cidos graxos e triacilgliceréis também podem ser usados de diferentes
modos, sendo que os AG constituem a principal fonte energética para muitos
orgaos, especialmente musculos e figado. Os TAG sao a principal fonte de acidos
graxos armazenados nos adipdécitos, provenientes tanto dos quilomicrons intestinais
como das lipoproteinas hepéticas (JOHNSON e GREENWOOD, 1988). Uma vez
gue a maioria dos tecidos contém pouco estoque de lipideos, o fluxo de AGNE é
primariamente dependente dos TAG armazenados no tecido adiposo os quais sao
liberados deste pelo processo de lipdlise, e transportados para os tecidos onde séo
oxidados para producao de energia (ver CURI et al., 2002).

Assim, os AGNE provenientes do tecido adiposo constituem uma fonte
energeética alternativa a glicose, poupando essa para os requerimentos do cérebro e
das células sanguineas e também reduzindo a utilizacdo dos aminoacidos corporais
como substratos para a gliconeogénese (ARNER, 2001). O balanco entre o
contetdo de TAG nos hepatdcitos é regulado pela atividade de moléculas celulares
gue facilitam a captacéo, sintese e esterificacdo de AG, e a oxidacdo e exportacao
de TAG hepéticos (NGUYEN et al.,, 2008). Esta regulacdo mantém constante a
concentracdo de triacilglicerdis circulantes. Quando ocorre um influxo aumentado
de é&cidos graxos, o figado responde aumentando a esterificagdo e oxidagao.
Entretanto, se houver limitagdo na taxa de oxidacdo de acidos graxos e/ou de sua
capacidade em secretar lipoproteinas de densidade muito baixa (very low density
lipoprotein — VLDL), a consequéncia € o aumento do armazenamento de

triacilglicerdis dentro do hepatécito, condicdo denominada esteatose hepatica.

1.1.1. Lipoproteinas

Os lipideos sdo compostos apolares e, por isso, insolUveis em agua. Desse
modo eles sdo transportados pelo plasma sanguineo na forma de lipoproteinas, que

2
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sdo complexos moleculares de proteinas transportadoras especificas chamadas de
apolipoproteinas (apo) com combinacdes variadas de fosfolipidios, colesterol,
ésteres de colesterol e triacilgliceréis (NELSON e COX, 2006).

As apolipoproteinas, além de atuarem no transporte de lipideos, possuem
diversas outras fungdes tais como proporcionar locais para o reconhecimento de
receptores da superficie celular, e servindo como ativadores ou coenzimas para as
enzimas envolvidas no metabolismo lipoproteinas. Algumas das apolipoproteinas
sdo exigidas como componentes estruturais essenciais das particulas lipoprotéicas
e ndo podem ser removidas enquanto outras sdo transferidas livremente entre
lipoproteinas. As apolipoproteinas estdo divididos por funcédo e estrutura em cinco
grandes categorias, de A a E (CHAMPE et al., 2007).

As lipoproteinas sédo complexos esféricos com lipidios hidrofébicos no centro e
as cadeias laterais hidrofilicas dos aminoacidos das proteinas na superficie
(NELSON e COX, 2006). Cada classe de lipoproteina tem uma funcéo especifica,
determinada por seu lugar de sintese, composicdo lipidica e conteddo de
apolipoproteina (NELSON e COX, 2006). Os quilomicrons séo as lipoproteinas de
menor densidade e maior tamanho. As VLDLs e as lipoproteinas de densidade
baixa (low density lipoprotein — LDL) s&o sucessivamente mais densas, com
maiores propor¢cdes de proteinas em relacdo aos lipideos. As lipoproteinas de
densidade alta (high density lipoprotein — HDL) sdo as particulas mais densas
(CHAMPE et al., 2007).

Os lipidios da dieta deixam as células intestinais conjugados em quilomicrons
através de um processo que requer a apo B-48 (KWITEROVICH, 2000). Os
triacilglicerdis no nucleo dos quilomicrons séao hidrolisados em acidos graxos livres e
glicerol pela lipase lipoprotéica com a apo C-ll como um cofator, produzindo um
guilomicron remanescente pequeno (KWITEROVICH, 2000). Os remanescentes dos
quilomicrons, privados da maior parte de seus triacilgliceréis, mas ainda contendo
colesterol, apo E e apo B-48, movem-se da corrente sanguinea para o figado. No
figado, existem receptores que reconhecem a apo E e essa ligacdo promove
captacdo dos quilomicrons por endocitose (NELSON e COX, 2006).

Um retardo na remoc¢édo dos quilomicrons remanescentes pode promover a
aterogénese (KWITEROVICH, 2000). Estudos mostram que pacientes com doenca

arterial coronariana possuem elevacdo dos niveis pés-prandiais de triacilgliceréis e
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um retardo no retorno dos triacilglicerdis aos niveis basais, devido a uma lentiddo na
remocao das particulas dos quilomicrons remanescentes (PATSCH et al., 1992).

Quando a dieta contém mais lipideos que a quantidade necessaria como
combustivel, estes sdo convertidos em triacilgliceréis no figado e unidos a
apolipoproteinas especificas para formar as VLDL (NELSON e COX, 2006). Essas
transportam TAG do figado para os tecidos periféricos.

As VLDL sao sintetizadas e secretadas pelo figado em um processo que
requer a apo B-100 (KWITEROVICH, 2000). No plasma, o triacilglicerol presente na
VLDL é clivado em acidos graxos livres e glicerol pela lipase lipoprotéica
(KWITEROVICH, 2000). A perda de triacilglicer6is converte algumas VLDL em
VLDL remanescentes, que sdo também chamadas de lipoproteinas de densidade
intermediaria — as IDL (Intermediate Density Lipoprotein) (Nelson e Cox, 2006). Elas
sdo uma classe heterogénea de particulas que normalmente ndo se acumulam no
plasma (LICHTENSTEIN et al., 1996) (Figura 1).
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Figura 1. Metabolismo das lipoproteinas. O metabolismo das lipoproteinas envolve o
transporte de lipideos, particularmente colesterol e triacilglicerol (TAG), no sangue. O
intestino absorve a gordura da dieta e empacota em quilomicrons, o0s quais sé&o
transportados aos tecidos periféricos através do sangue. No musculo e tecido adiposo, a
enzima lipase lipoprotéica libera os acidos graxos dos quilomicrons. Os quilomicrons
remanescentes sdo entdo captados pelo figado. O figado carrega a apoB de lipideos e
secreta as VLDLs (very-low-density lipoproteins), as quais sofrem lip6lise pela lipase
lipoprotéica para formar as LDLs (low-density lipoproteins). As LDLs sédo captadas pelo
figado através do receptor de LDL (LDLR), bem como através de outras vias. As HDLs
(high-density lipoproteins) sédo formadas pelo intestino e figado através da secrecdo de
apoA-l livre de lipideos. A apoA-l recruta colesterol destes o6rgaos através dos
transportadores ABCAL, formando as HDLs nascentes. Nos tecidos periféricos, as HDLs
nascentes promove o efluxo do colesterol dos tecidos, incluindo macréfagos, através da
acdo da ABCALl. As HDLs maduras também promovem o efluxo através da ABCG1 (em
macréfagos, o LXR regula a producdo da ABCAl e ABCG1). O colesterol livre (ndo
esterificado) nas HDLs nascentes é esterificado em ésteres de colesterol pela enzima LCAT
(lecitina aciltransferase), formando HDLs maduras. O contetudo de lipideos das HDLs é
alterado pelas enzimas lipase hepética e lipase endotelial, e pelas proteinas de
transferéncia CETP e PLTP (proteina de transferéncia de fosfolipides), afetando o
catabolismo da HDL. Adaptado de RADER e DAUGHERTY (2008).

Algumas das particulas IDL sdo removidas por interacbes da apo E com o

receptor de LDL na superficie do figado, ou os triglicerideos das IDL podem ser
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hidrolisados pela lipase hepatica para produzir as LDL (KWITEROVICH, 2000). As
LDL transportam o colesterol para os tecidos periféricos (extra-hepaticos), que
possuem receptores de superficie especificos para ela através da interacdo com a
apo B-100 (NELSON e COX, 2006).

O HDL recebe o colesterol dos remanescentes de quilomicrons e VLDL e os
transporta para o figado, onde o colesterol € liberado e parte dele € convertida em
sais biliares (NELSON e COX, 2006). Esse processo conhecido como transporte
reverso do colesterol (TRC) protege o organismo contra aumentos das LDLs e

consequentemente do seu acumulo na parede vascular.

1.2. Tecido adiposo como 6rgéo secretor

O tecido adiposo secreta um surpreendente niamero de substancias com efeito
sistémico, neuro-enddcrino, autécrino/paracrino (KERSHAW e FLIER, 2004). As
adipocinas, ou produtos secretados pelo tecido adiposo, desempenham um papel
importante  na homeostasia energética, sensibilidade a insulina, resposta
imunoldgica e doenca vascular (PRINS, 2002; KERSHAW e FLIER, 2004).

1.2.1. Leptina

A leptina € um hormonio proteico de 16 kDa, produto do gene obeso (ob), que
possui efeitos comprovados sobre o metabolismo energético, e foi descoberta em
1994, em camundongos geneticamente obesos (ZHANG et al., 1994).

A sua producdo é regulada pelas alteracdes induzidas pela insulina no
adipocito e os seus niveis correlacionam-se com a massa de tecido adiposo
(CONSIDINE et al., 1996). Dessa forma, pacientes com lipodistrofia apresentam
diminuicdo nos niveis de leptina (ORAL et al., 2002; PETERSEN et al., 2002) e
obesos apresentam aumento dos niveis dessa adipocina (CAPRIO et al., 1996)

A leptina possui um importante papel na regulacdo do balanco energético e
sua ligacdo a seus receptores hipotalamicos transmitem informacdo relativa a
massa de tecido adiposo e depositos energéticos existentes. A ligacdo da leptina
aos seus receptores estimula a expressdo de neuropeptideos anorexigenos como

POMC (Proopiomelanocortina), CRH (Horménio Liberador de Corticotropina) e
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CART (Transcrito Regulado por Cocaina e Anfetamina) que diminuem a ingestéo de
alimentos gerando sensacdo de saciedade (COWLEY et al.,, 2001). No mesmo
nucleo, a leptina inibe a expressao do peptideo agouti (AgRP) e do neuropeptido Y,
envolvidos nos mecanismos de aumento da ingestdo alimentar e na reducdo do
gasto energético (JEQUIER, 2002; AHIMA e OSEI, 2004).

Os efeitos da leptina também se estendem ao metabolismo lipidico, tendo um
importante papel na regulacdo do balango entre B-oxidacdo mitocondrial e sintese
de triglicerideos (MINOKOSHI et al., 2002). Defeitos na sinalizagdo da leptina sao
associados ao acumulo preferencial de gordura e comprometimento da B-oxidacéo
no figado e tecido adiposo (LEE et al., 2001). Deste modo, uma diminuicdo da acao
da leptina leva a esteatose, por deficiéncia ou resisténcia dessa adipocina (MEDINA
et al., 2004). O aumento da gordura em tecidos extra-adiposos € resultado primario
do aumento da lipogénese, embora a diminuicdo da B-oxidacdo também contribua
para o quadro (ver UNGER e ORCI, 2000). Neste contexto, defeitos na sinalizacao
da leptina acarreta em aumento da expresséo de fatores de transcri¢cao lipogénicos,
como SREBP-1c e PPARYy, em figados e ilhotas pancreéaticas (UNGER e ORCI,
2000; LEE et al., 2001). Consistentemente, o tratamento com leptina recombinante
de pacientes com lipodistrofia, e niveis reduzidos de leptina, diminuiu todos os
parametros de doenca hepatica gordurosa néo alcodlica, confirmando o papel da
leptina na integridade celular hepética (JAVOR et al., 2005). As acdes lipoliticas da
hiperliptinemia sdo associadas com aumento na expresséo do PPARa, da carnitina
palmitoil transferase-1 e do coativador -1a de PPARy (PGC1-a), e diminuicdo da
acetil CoA carboxilase no figado (LEE et al., 2002).

As funcbes da leptina ndo se restringem ao controle do apetite. Além dessa
funcdo mais evidente, a leptina tem um papel critico na modulagéo das respostas
imunes inata e adquirida, estabelecendo um link entre o estado nutricional e a
resposta imune (ver IIKUNI et al., 2008). A leptina possui propriedades pro-
inflamatorias, estimulando a secrecéo de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-6 e
IL-12 (SANCHEZ-MARGALET et al., 2003; SHEN et al., 2005). Na imunidade inata,
a leptina pode estimular células dendriticas, mondcitos, macréfagos, neutrofilos,
entre outras (ver IIKUNI et al., 2008). Por outro lado, a diminuicdo dos niveis de

leptina acarreta em prejuizo no funcionamento da resposta imune (LORD et
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al.,1998), e a terapia com leptina reverte essas anormalidades imunoldgicas
(FAROOQI et al., 2002).

Devido ao papel modulador da leptina na inflamagé&o, tem sido especulado um
mecanismo comum entre a desregulacdo imune com a obesidade e os niveis de
leptina. Assim, os niveis elevados de leptina em obesos poderiam contribuir para a
predisposicdo desses individuos ao desenvolvimento de condicbes cronicas e
doencas degenerativas (IIKUNI et al.,, 2008). Neste sentido, a leptina tem sido
classificada como pré-aterogénica, uma vez que estudos mostraram que defeitos na
sua sinalizacdo aumentam a resposta imune regulatoria e melhoram a aterosclerose
em camundongos LDLr e ApoE knockout (TALEB et al., 2007; CHIBA et al., 2008).
Em adicao, tratamento com leptina exdgena promove aterosclerose e trombose em
camundongos deficientes da apolipoproteina E (BODARY et al., 2005).

Evidéncias indicam que a insulina possui papel importante na regulacdo da
expressdo da leptina, aumentando a expressdo do mRNA da leptina, enquanto a
leptina reduz a secregao de insulina no pancreas e a sua habilidade de regular a
utilizacdo de glicose. Isto estabelece um sistema de feedback negativo entre
insulina e leptina (BARZILAI et al.,, 1997; SEUFERT, 2004). A leptina também é
regulada por hormdnios esteroides e tem sido observado um dimorfismo sexual nos
niveis da leptina em diferentes espécies (PARDRIDGE, 1986; SAAD et al., 1997).
Em humanos, mulheres apresentam niveis maiores de leptina em relacdo aos
homens (SAAD et al.,, 1997), enquanto que em roedores ocorre 0 contrario
(PARDRIDGE, 1986). A leptina esta elevada durante infeccbes agudas, e em
resposta a endotoxinas e citocinas proinflamatérias (SARRAF et al., 1997;
BORNSTEIN et al., 1998; FINCK et al.,, 1998). Por outro lado, exposi¢cao ao frio,
melatonina e catecolaminas diminuem a leptina (TRAYHURN et al., 1996; LI et al.,
1997; DONAHOO et al., 1997; RASMUSSEN et al., 1999).

1.2.2. Resistina

A resistina foi inicialmente descoberta no lavado bronco-alveolar de ratos. O
seu nome foi escolhido pelo fato de induzir nos mesmos animais resisténcia a
insulina (STEPPAN et al.,, 2001). Essa adipocina é considerada um mediador da

resisténcia a insulina e da disfuncdo metabdlica em roedores. Nesses animais a
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resistina é secretada pelo tecido adiposo branco (KIM KH et al., 2001) e seus niveis
estdo elevados tanto na obesidade induzida por dieta quanto em modelos animais
de obesidade e diabetes. A administracdo de resistina exdégena ou sua
superexpressdo diminuem a sensibilidade a insulina (RAJALA et al., 2003). A
resistina também age sobre o metabolismo lipidico em camundongos, aumentando
os niveis de colesterol total e triacilglicerois e diminuindo o HDL colesterol (SATO et
al., 2005).

Diferente dos roedores, em humanos, a resistina é predominantemente
expressa em monacitos e macréfagos (SAVAGE et al., 2001; PATEL et al., 2003). A
producdo e secrecdo de resistina por mondcitos humanos sdo aumentadas por
estimulos pré-inflamatérios, que por sua vez, aumentam o0s niveis de leptina
circulantes (LU et al., 2002; LEHRKE et al., 2004).

1.3. Lipodistrofia

A obesidade é uma desordem metabdlica e nutricional crénica caracterizada
por excesso de tecido adiposo (GODFREY, 1971). Nas ultimas décadas, com o
aumento de sua prevaléncia, a obesidade tem sido considerada como sendo
altamente deletéria, devido a alteracdes no metabolismo de glicose e lipideos
(VIGOUROUX et al.,, 2010). Entretanto, a falta de gordura, no contexto das
lipodistrofias, também acarreta severas alterag6es metabdlicas incluindo resisténcia
a insulina e dislipidemia, resultando em complicacBes cardiovasculares prematuras
(VIGOUROUKX et al., 2010).

As lipodistrofias representam um grupo heterogéneo de doengas,
caracterizadas pela perda localizada ou generalizada de gordura corporal
(FIORENZA et al., 2011). Pacientes com lipodistrofia podem desenvolver diabetes,
dislipidemia, esteatose hepatica, acantose nigricans, sindrome do ovario policistico
e hipertensdo (GARG e AGARWAL, 2009).

O tecido adiposo € um orgao com duas funcdes essenciais, de estoque de
energia e endocrina, sendo capaz de sintetizar e secretar hormonios tais como
leptina e adiponectina (KERSHAW e FLIER, 2004). Em adicao, o tecido adiposo age
como um tampao dinamico para o fluxo pos-prandial de lipideos (FRAYN, 2002). Na
lipodistrofia o tecido adiposo se torna incapaz de tamponar o excesso de lipideos

circulantes e de proteger contra sua toxicidade (FRAYN, 2002), e como
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consequéncia, os acidos graxos livres permanecem no plasma e sao depositados
em outros tecidos periféricos como musculo, figado (PETERSEN et al.,2002; GARG
e AGARWAL, 2009), artérias e coracdo (AL-SHALI e HEGELE, 2004).

Tem sido observado que muitos pacientes obesos com altos indices de massa
corporal, chamados de “obesos metabolicamente sadios”, sao protegidos de
doencas metabdlicas (BLUHER, 2010). Baseados nisto e em observacfes de
doencas como obesidade e lipodistrofia tem sido proposta a hipdtese da
“‘expansibilidade adiposa” (VIRTUE e VIDAL-PUIG, 2008). Esta hip6tese considera
gue o tecido adiposo tem uma capacidade limite de se expandir (SPALDING et al.,
2008), determinada por um set point que varia nos individuos de maneira
geneticamente determinada. Nos lipodistroficos, o set point de estoque é muito
baixo e atingindo rapidamente a capacidade de armazenamento levando aos
severos disturbios metabdlicos (VIRTUE e VIDAL-PUIG, 2010) (Figura 2).

10
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Figura 2. llustracdo esquematica da hipotese da “expansibilidade adiposa”. Esta hipotese
propde que a capacidade do tecido adiposo de acomodar o excesso de triglicerideos é
limitada. A transposicdo deste limite leva ao acumulo ectépico de lipideos e resisténcia a
insulina. Este cenario ocorre tipicamente na obesidade, mas a lipodistrofia € um exemplo de
gue a capacidade reduzida de tamponamento do tecido adiposo também é caracterizada
por severo acumulo ectdpico de lipideos e resisténcia a insulina. TAG, triacilgliceréis; AGL,
acidos graxos livres. Adaptado de SAVAGE (2009) e CARON-DEBARLE et al. (2010).

No figado, a lipodistrofia induz a doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica
(NAFLD - nonalcoholic fatty liver disease) e resisténcia hepatica a insulina,
independentemente de resisténcia a insulina derivada da gordura visceral
(SAVAGE, 2009; PETERSEN et al., 2002). As NAFLD englobam uma gama de
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doencas que ocorrem na auséncia de abuso de alcool, incluindo desde a simples
esteatose, a esteatohepatite ndo alcodlica e cirrose (MCAVOY et al., 2006).

Além da doenca hepética gordurosa nao alcodlica, alguns tipos de
lipodistrofias podem resultar em aterosclerose, como por exemplo, a lipodistrofia
parcial familiar do tipo 3, caracterizada por mutacdo no gene para PPARYy (receptor
ativado por proliferador de peroxissoma y) (BARROSO et al.,, 1999; AGARWAL e
GARG, 2002).

1.4. Aterosclerose

A aterosclerose € um processo inflamatorio crénico que, geralmente, inicia-se
na infancia e vai apresentar manifestacdes clinicas na idade adulta, sendo
altamente prevalente em homens e mulheres. As complicagcdes trombo-oclusivas
dessa doenca, incluindo acidente vascular cerebral e infarto, sdo as principais
causas de morbidade e mortalidade em quase todo o mundo (GOLDSCHMIDT-
CLERMONT et al., 2005). A aterosclerose € uma doenca multifatorial e progressiva,
com fatores ambientais, alimentares, hemodinamicos, genéticos, dentre outros,
fazendo parte da génese e desenvolvimento desta patologia (ROSS et al., 1993;
SCHMITZ et al., 1998).

O processo aterosclerotico se desenvolve como resultado de injdria sustentada
a parede arterial, hipétese proposta por Ross et al. (1986). Diversos fatores podem
levar a injuria vascular incluindo agentes infecciosos, pressdo sanguinea elevada,
mediadores inflamatérios e eventos de glicacdo, todos envolvendo estresse
oxidativo (GATTONE et al., 2001; BASTA et al., 2002).

A aterosclerose pode ser considerada uma forma de inflamacao crbnica
resultante da interacdo entre lipoproteinas modificadas oxidativamente, macréfagos
e células T. Tal resposta inflamatéria ocorre em estimulo & presenca de um agente
inflamatorio, sendo esse, frequentemente, a LDL oxidada (ROSENSON, 2004,
HANSSON e LIBBY, 2006; MALLIKA et al., 2007; CASOS et al., 2008).

As células T estdo entre as primeiras a infiltrar na camada intima durante os
estagios iniciais da aterosclerose. Embora a maioria das células inflamatorias

presentes nas lesbes sejam macrofagos, aproximadamente 20% destas células sao
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células T, aléem de uma pequena proporcdo de células B, mastocitos e células
dendriticas (JONASSON et al., 1986; HANSSON e LIBBY 2006)

As alteracOes mais precoces causadas pela aterosclerose iniciam-se com o
transporte de lipoproteinas para dentro da parede do vaso com bloqueio
subsequente dessas em uma malha fibrilar tridimensional do espaco subentodelial
(NIVELSTEIN-POST et al., 1991). As células da parede arterial secretam produtos
oxidativos de multiplas vias que podem atingir a LDL blogueada no espaco
subendotelial e iniciar um processo de oxidacdo lipidica (WITZTUM et al., 1991;
PARTHASARATHY et al., 2010).

O acumulo de LDL oxidada (oxLDL) contribui significativamente para o
recrutamento de mondcitos circulantes (QUINN et al., 1987; BERLINER et al.,
1990). O tratamento de células endoteliais, in vitro, com LDL minimamente oxidada
(MM-LDL) ativa um fator de transcricdo NFxB-like (PARHAMI et al., 1993), o qual
induz uma série de genes caracteristicos da resposta inflamatoria crénica. Dentre os
genes induzidos pelo NFkB que estdo aumentados pela oxLDL incluem o da
proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1 ou CCL2, Chemokine (C-C motif)
ligand 2) (CUSHING et al., 1990) e do fator estimulante de col6nia de monécitos (M-
CSF) (RAJAVASISTH et al., 1990). As moléculas MCP1/CCL2, entdo, atraem 0s
mondcitos que se ligam as P-selectinas aumentando o rolamento e por fim se
aderem firmemente as demais moléculas de adesdo, levando a sua migracdo via
endotélio para a camada intima do vaso (CASOS et al., 2008). Os mondcitos
recrutados para a lesdo séo ativados pelo M-CSF e se convertem em macréfagos
gue, por sua vez, contribuem para aumentar a oxidacédo das LDLs (RAJAVASISTH
et al., 1990).

Os macréfagos expressam receptores scavenger CD36 e SR-A que se ligam
as LDLs oxidadas e as fagocitam gerando a formacédo de células espumosas,
devido ao acumulo de lipideos nesses macrofagos. Isso ocorre porque ndao ha uma
regulacdo negativa, ou seja, a expressao desses receptores ndo € regulada pelo
contetdo de particulas captadas (SPARROW et al., 1989; BROWN et al., 1990;
MANNING-TOBIN et al., 2009). Assim, da-se inicio a formacéo da estria gordurosa,
gue constitui a primeira fase da leséo (STARY et al.,1994).

As células espumosas ativadas liberam uma variedade de moléculas

guimiotaticas, citocinas e fatores de crescimento (CHILTON, 2004). Dessa forma,
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mais linfécitos séo atraidos para a lesdo ativando um conjunto de moléculas
efetoras que expandem e perpetuam a resposta inflamatéria (CHILTON, 2004).
Mondcitos /macréfagos sédo potentes fontes de fator de crescimento para células do
musculo liso vascular (CMLV) e de fator de crescimento derivado de plaqueta
(PDGF) (ROSS, 1993), explicando em parte, a migracdo de CMLV que ocorre
dentro da lesdo. A producdo crescente de mediadores inflamatérios aumenta a
ligacdo das LDLs as células endoteliais e a migracdo de CMLV para a leséo,
fazendo com que o processo se torne ciclico (CHILTON, 2004).

As CMLV comecam a secretar proteinas de matriz extracelular, colageno e
elastina em excesso formando uma placa fibrosa em torno do nucleo lipidico,
estabilizando a estrutura (ROSS, 1993). Essa combinacéo de acumulo de lipideos e
producdo de coldgeno resulta nas formas avancadas complexas de placas
ateroscleréticas (KADAR et al., 2001) (Figura 3).
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Figura 3 - Composicao celular da placa aterosclerotica. O centro da placa aterosclerdtica
contém lipideos e detritos de células mortas. Circundando o centro lipidico, a capa fibrosa
contém células musculares lisas e fibras de colageno que estabilizam a placa. Células
imunes, incluindo macréfagos, células T e mastocitos sdo populosos na placa, e estao
frequentemente no estado ativado. Estas células produzem citocinas, proteases, moléculas
proé-trombdticas e substancias vasoativas, as quais podem afetar a inflamacéo da placa e a
funcdo vascular. Antes de complicacdes ocorrerem, o endotélio intacto cobre a placa.
Modificado de HANSSON e LIBBY (2006).
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A ativacdo das células T influencia de maneira negativa a estabilidade das
placas ateroscleréticas, uma vez que estas células estimulam macréfagos a secretar
metaloproteinases, que degradam a capa fibrosa tornando a placa vulneravel a
ruptura (GALIS et al., 1994; DOLLERY e LIBBY, 2006). As metaloproteinases de
matriz constituem uma familia de endopeptidases, produzidas principalmente por
macrofagos, células endoteliais e CMLV, atuando por meio de um mecanismo
catalitico dependente de zinco (SIASOS et al., 2012).

Em geral, as funcdes efetoras das células T estdo sob rigido controle de uma
subclasse de células T, denominadas células T regulatérias (Treg). As células Treg
apresentam um papel central na indu¢cdo ou manutencao da tolerancia imunologica,
e no término das respostas imunes (CORTHAY, 2009). Em tecidos, estas células
sdo identificadas pela presenca do fator de transcricdo FOXP3 (Forkhead Box
Protein 3) (HORI et al., 2003). Estudos mostram que o aumento nho numero e na
atividade de células Treg reduz o desenvolvimento da aterosclerose (WIGREN et
al.,, 2009; VAN ES et al.,, 2010). Dessa forma, acredita-se que um importante
balanco entre as células T e Treg seja crucial no controle da doenca aterosclerética
(SASAKI et al., 2012).

1.5. Doenca hepética gordurosa ndo alcodlica

A doenca hepética gordurosa ndo alcodlica € a mais comum de todas as
desordens hepaticas (BYRON e MINUK, 1996; HILDEN et al.,, 1997). Pesquisas
revelaram que 70% dos obesos e 35% dos magros possuem esteatose (WANLESS
e LENTZ, 1990). NAFLD é um termo usado para descrever um espectro de doencas
gue incluem desde a esteatose simples, a esteatohepatite ndo alcodlica (NASH —
nonalcoholic steatohepatitis) e cirrose (NEUSCHWANDER-TETRI e CALDWELL,
2003).

Embora a patogénese da NAFLD e sua progressdo para a cirrose nao esteja
completamente elucidada, Day e James (1998) propuseram o modelo “dois hits”
para descrever uma explicacdo patofisiolégica para o desenvolvimento do dano
hepatico. Nesse modelo, a esteatose hepatica, caracterizada pelo acumulo de
vacuolos cheios de triglicerideos nos hepatocitos, € considerada o primeiro hit da

progressdo para a NASH. Apesar de considerada uma condicdo benigna, a
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esteatose torna o figado mais susceptivel ao hit subsequente, que envolve geracéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs), peroxidacao lipidica e inflamacao.

A NAFLD é considerada a manifestacao clinica da sindrome metabdlica, com a
presenca de resisténcia a insulina na maioria dos pacientes, na presenca ou nao de
obesidade (DONATI et al., 2004). Entretanto, estudos mostram que a
hiperinsulinemia é provavel de ser a consequéncia mais do que a causa da NAFLD,
sendo independente de resisténcia a insulina derivada do tecido adiposo visceral
(PETERSEN et al.,, 2002; JUURINEN et al., 2007). A terapia por 7 meses com
insulina exdgena em pacientes diabéticos tipo 2, diminuiu significativamente o
contetdo hepatico de lipidios (JUURINEN et al., 2007). Além disso, pacientes com
lipodistrofia ou lipoatrofia tém grave resisténcia hepética a insulina, mesmo com
tecido adiposo visceral reduzido (PETERSEN et al., 2002).

A resisténcia hepatica a insulina leva a um aumento moderado nha
concentracdo plasmatica de glicose e estimula a secrecdo de insulina (SEPPALA-
LINDROOS et al.,, 2002). Essa hiperinsulinemia gera um influxo aumentado e
acumulo hepético de acidos graxos livres, tanto pelo aumento da lipolise quanto
pela lipogénese de novo pelo figado (VANNI et al., 2010). Além disso, pacientes
com NAFLD, e consequente resisténcia hepatica a insulina, possuem aumento na
producédo de VLDL, o que acarreta hipertrigliceridemia e diminuicdo na concentracao
de HDL colesterol (RASHID et al., 2003; ADIELS et al., 2006) (Figura 4).
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Figura 4. Papel dos &cidos graxos na patogénese da esteatose. Na NAFLD a habilidade da
insulina de inibir a lipdlise esta prejudicada, levando a um aumento do suprimento de AGL
para o figado. A sintese de novo de AG € aumentada e a oxidacdo de AG esta up regulada,
mas o aumento da disponibilidade de AG intra-hepético excede a habilidade do figado de
oxidar o excesso de AG. Por fim, a NAFLD aumenta as taxas de secre¢do de VLDL, mas
com secrecdo inadequada de apoB100, o que limita a capacidade hepatica de exportar
TAG. NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease; AGL, acidos graxos livres; AG, acidos graxos;
VLDL, very low density lipoproteins; LDN, lipogénese de novo. Adaptado de VANNI et al.
(2010).

O acumulo de lipidios pelos hepatdcitos induz a altas taxas de B-oxidacdo e
producdo de espécies reativas de oxigénio ao nivel da cadeia respiratoria
mitocondrial, acarretando toxicidade a organela e subsequente inducdo de
inflamacéo e fibrose (VIDELA et al., 2004; CHALASANI et al., 2004; ARONIS et al.,
2005).

1.6. Receptores nucleares na patogénese da NAFLD e

aterosclerose

Receptores nucleares sao fatores de transcricdo ativados por ligantes que
atuam em processos fisiolégicos como desenvolvimento, homeostase e
metabolismo, através da regulacdo de genes-alvo (GIGUERE, 1999). A superfamilia

dos receptores nucleares € composta por 48 membros, incluindo os receptores
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esterdides, do hormonio tireoidiano e da vitamina D3 (ROBINSON-RECHAVI et al.,
2001). Dentro da superfamilia dos receptores nucleares, iremos destacar neste
trabalho a classe dos receptores Orfaos adotados, especificamente o receptor
ativado por proliferador de peroxissoma a (PPARa) e o receptor X do figado (LXR-
liver X receptor).

1.6.1. PPARa

Os receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPARS) sdo uma
subfamilia de receptores conhecida por modular diferentes funcbes celulares,
incluindo diferenciacdo dos adipdcitos, metabolismo glicidico e lipidico, e a
expressdo de genes inflamatérios (SONODA et al., 2008). Dentro da subfamilia ja
foram caracterizados trés isoformas de PPARs, conhecidos por a, [3, € y, 0s quais
possuem grande homologia nas sequéncias de aminoacidos, sendo codificados por
genes individuais (ROBINSON-RECHAVI et al., 2001).

O PPARa é expresso principalmente em tecidos com altas taxas de oxidagao
peroxissomal e mitocondrial de acidos graxos, como musculos esquelético e
cardiaco, figado e tecido adiposo marrom (BRAISSANT et al., 1996). Os ligantes
naturais do PPARa incluem acidos graxos saturados e insaturados, além de
eicosanoides e leucotrieno 4 (VAN RAALTE et al., 2004).

Os genes alvos do PPARa agem em conjunto de modo a regular o
metabolismo lipidico intracelular. Tal receptor nuclear regula a expressdo de
proteinas envolvidas no transporte, sintese e B-oxidacdo de &cidos graxos livres,
predominantemente no figado (VAN RAALTE et al., 2004). Essas acdes sao
importantes por prevenirem o0 acumulo de acidos graxos no figado, e
consequentemente, a esteatose hepatica.

Animais com delegdo genética do PPARa apresentam moderada esteatose
sob condi¢bes normais, com drastica elevacdo do grau de acumulo lipidico no
estado de jejum (HASHIMOTO et al., 2000). Pettinelli et al. (2009) mostraram uma
reducédo na expressao do PPARa em pacientes obesos que apresentavam NAFLD.
Além disso, o tratamento com agonista PPARa, Wy-14,643, reverte a

esteatohepatite e fibrose hepatica induzida por dieta (IP et al., 2004).
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Além dos tecidos ja citados anteriormente, o PPARa também esta expresso
em células endoteliais, CMLV, mondcitos/macréfagos e células T (MARX et al.,
2004). Segundo van Raalte et al. (2004) diversos estudos tém mostrado que a
ativacdo do PPARa reduz a aterosclerose por agir em diversos processos da
aterosclerose, como diminuicdo de citocinas, peptideos e proteinas envolvidas na
vasoconstricao, proliferacdo de CMLV, ativacdo de mondcitos, trombose e reacoes
inflamatodrias. Por outro lado, os estudos com modelos animais ainda séo
inconclusivos, uma vez que camundongos com delegao tanto do PPARa quanto da

ApoE apresentaram menor grau de leséo aterosclerética (TORDJMAN et al., 2001).

1.6.2. LXR

Outra subfamilia de receptores nucleares da classe dos receptores o6rfaos
adotados sdo os LXRs. Subdivididos em LXRa e LXRpP, esses receptores sao
conhecidos por estarem envolvidos em muitos processos bioldgicos e patolégicos
relacionados ao colesterol e acidos biliares (ZHAO e DAHLMAN-WRIGHT, 2010). O
LXRa é altamente expresso no figado e em menor grau no tecido adiposo, pulmdes,
rins, glandulas adrenais, intestino e macréfagos, enquanto o LXRB €& mais
amplamente expresso (WILLY et al., 1995; SONG et al., 1995).

Oxiesterbis sdo os ligantes enddgenos dos LXRs, que quando ativados,
regulam uma série de genes criticos para o efluxo do colesterol, conversao do
colesterol em &cidos biliares e excreg¢do biliar (REPA e MANGELSDORF 2002).
Estudos mostram que a ativacdo dos LXRs regula enzimas envolvidas nha
lipogénese, como acido graxo sintase e acilCoA carboxilase (JOSEPH et al., 2002;
TALUKDAR e HILLGARTNER, 2006). A atuacdo do LXR sobre o transporte de
lipideos se da por meio da ativacdo de enzimas como a lipase lipoproteica (LPL), a
proteina de transferéncia de fosfolipides, a apolipoproteina E, entre outras (ZHANG
et al.,, 2001; LAFFITTE et al., 2001; CAO et al., 2002). Além disso, 0s genes
induzidos pelo LXR também estdo envolvidos na captacédo de lipoproteinas (YU et
al., 2004; ISHIMOTO et al., 2006).

Devido a seu importante papel na regulacdo de genes envolvidos na
homeostase lipidica e resposta inflamatéria, o potencial terapéutico do LXR na

aterosclerose tem sido extensivamente estudado (JOSEPH et al, 2002 a;
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TERASAKA et al., 2003; MICHAEL et al., 2012). Porém, esta estratégia terapéutica
deve ser melhor avaliada, uma vez que a ativacdo do LXR e consequente inducao
da lipogénese, estd associada com aumento dos triglicerideos plasmaticos e
desenvolvimento de esteatose hepética (SCHULTZ et al., 2000; GREFHORST et al.,
2002; JOSEPH et al., 2002 a).

1.7. Sistema renina angiotensina

O sistema renina angiotensina (RAS) é o alvo de intensas pesquisas devido ao
seu papel essencial na regulacédo fisiol6gica da pressao arterial e na homeostase
dos fluidos e na patogénese da hipertenséo e outras doencas cardiovasculares.

A ativacdo classica do RAS inicia com a liberacdo de renina pelas células
justaglomerulares das arteriolas aferentes renais. Na circulagdo, a renina age sobre
seu substrato, liberado pelo figado, o angiotensinogénio, hidrolisando-o em
angiontensina I. A angiotensina |, um decapeptideo inativo, € entdo convertida no
octapeptideo biologicamente ativo, a angiotensina Il (Ang Il), através da remocéao de
dois aminoacidos C-terminais pela enzima conversora de angiotensina (ECA) (ver
CAT e TOUYZ, 2011). Em coracdo humano, entretanto, a maior parte da conversao
da Ang | em Ang Il é feita em uma via alternativa, pela enzima quimase (URATA et
al., 1990).

A Ang Il exerce suas diversas atividades bioldgicas através da ligacdo em um
dos dois tipos de receptores conhecidos, AT1 e AT2, ambos membros da familia de
receptores acoplados a proteina G (DE GASPARO et al., 2000). A maioria dos
efeitos fisiolégicos e patolégicos da Ang Il sdo mediados via receptores AT1,
incluindo vasoconstricdo, secrecdo de aldosterona, sede, ativagcdo do sistema
nervoso simpatico, inflamacgéo cardiovascular, hipertrofia, fibrose, entre outras (CAT
E TOUYZ, 2011). A ligacao da Ang Il ao receptor AT2 possui, em geral, efeitos
opostos aos mediados pelo receptor AT1, tanto a curto como a longo prazo,
provendo um papel protetor (DE GASPARO et al., 2000).

Apesar da Ang Il ser considerada o principal produto do SRA, outros Ang-
peptideos também possuem importantes atividades bioldgicas. A agiontensina-(1-7),
Ang-(1-7), € um desses peptideos ativos que tem sido alvo de iniumeros estudos,

especialmente por desempenhar acdes mais seletivas que a Ang Il e por poder ser
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formada por uma via independente da ECA (ver SANTOS et al., 2013). A Ang-(1-7)
apresenta-se como o mais pleiotropico dos metabdlitos derivados da Ang Il, por
exercer efeitos que podem ser idénticos, opostos ou distintos da Ang Il
(ARDAILLOU, 1997).

A Ang-(1-7) pode ser formada através da clivagem da Ang | por
endopeptidases (NEP, 24.11, prolil-endopeptidases) ou diretamente da Ang Il por
prolil-endopeptidases ou carboxi-peptidases (ver SANTOS et al., 2013). A remogao
da fenilalanina do C-terminal da Ang Il resulta na formagdo da Ang-(1-7). Essa
conversdo € eficientemente catalisada pelo homologo da ECA, a ECA2
(DONOGHUE et al., 2000; TIPNIS et al., 2000). Em outra via, a Ang | é primeiro
hidrolizada pela ECA2 para formar Ang-(1-9) (DONOGHUE et al., 2000), um
peptideo com poucas atividades bioldgicas conhecidas (OCARANZA, et al., 2010), e
entdo convertida pela ECA ou endopeptidase neutra em Ang-(1-7) (RICE et al.,
2004). Santos et al. (2003) reportaram que a Ang-(1-7) € um ligante endégeno do
receptor acoplado a proteina G, Mas. O receptor Mas, caracterizado como um
receptor oncogene, era conhecido por influenciar a regulacao fetal da diferenciacao
celular e crescimento (HANLEY et al., 1990).

O heptapeptideo Ang-(1-7), como a Ang Il, estimula a liberacdo de
vasopressina no hipotalamo de ratos (SCHIAVONE et al, 1988) e facilita a
transmissao noradrenérgica (GIRONACCI et al., 1994). A Ang-(1-7) também esta
relacionada com o controle do balango hidroeletrolitico modulando a excrecédo de
agua e sodio (SANTOS e CAMPAGNOLE-SANTOS, 1994).

A ligacdo da Ang-(1-7) as células endoteliais induz vasodilatacdo por estimular
a producdo de oOxido nitrico (NO), prostaglandinas ou fatores de relaxamento
derivados do endotélio (KEIDAR et al., 2007), dependendo da espécie e do leito
vascular. Em ratos, a infusdo em fmol dessa angiotensina reduz a resisténcia
vascular periférica, débito cardiaco e do volume sistolico, parcialmente atenuados
pelo A779 (SAMPAIO et al.,, 2003). Acredita-se que o efeito vasodilatador desse
heptapeptideo possa ocorrer através da potencializacdo do efeito vasodilatador da
bradicinina (PORSTI et al., 1994; LE et al., 1997), além da estimulagdo do seu
receptor especifico (FONTES et al., 1994). A Ang-(1-7) promove também a inibi¢cao
da proliferacdo de células musculares lisas vasculares (FREEMAN et al., 1996;),
inibe o crescimento de miécitos cardiacos (TALLANT et al., 2005), apresenta efeito
antitrombético (KUCHAREWICZ et al., 2000), dentre outros (Figura 5).
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Figura 5. O sistema renina-angiotensina classico. A renina derivada dos rins € secretada na
circulacdo onde cliva o angiotensinogénio em angiotensina |, que é hidrolisada em
angiotensina Il (Ang Il) pela enzima conversora de angiotensina (ECA). A ECA metaboliza a
bradicinina em metabdlitos inativos. Uma homoéloga da ECA, a ECA2, catalisa a Ang Il em
Ang-(1-7). A Ang |l se liga aos receptores do tipo 1 (AT1R) e do tipo 2 (AT2R) nas células
vasculares. A Ang-(1-7) se liga ao receptor Mas e induz efeitos, em sua maioria,

contrarregulatérios aos mediados pela Ang Il. Adaptado de CAT e TOUYZ (2011).

O entendimento adquirido sobre o papel protetor do eixo contrarregulatério
Ang-(1-7)/Mas sobre diversos sistemas do organismo, indica que medidas
terapéuticas ativando eixo, sdo uma estratégia promissora no tratamento das
doencas cardiovasculares e outras doencas. Trabalhos do nosso grupo mostraram
recentemente que o tratamento crbénico de Ang-(1-7), incluida em um composto
sacaridico que a protege da passagem pelo trato gastrointestinal, atenua a
disfuncéo e o remodelamento cardiaco de ratos infartados. (MARQUES et al., 2011;
MARQUES et al.. 2012). Aléem disso, o agonista Mas, CGEN-856S, produz
diminuicdo da frequéncia cardiaca e efeitos antiarritmicos em ratos hipertensos
(SAVERGNINI et al., 2010).

22



Silva, AR. INTRODUCAO

1.7.1 Interacdo do eixo ECA/ANngll/AT1 com o metabolismo,

esteatose e aterosclerose

Estudos mostram que o SRA além de ser regulado por diversos fatores da
sindrome metabdlica (NICKENIG et al., 1997; GABRIELY et al., 2001; DAUGHERTY
et al., 2004; SIRAGY e HUANG, 2008), ele também atua como regulador das
desordens desta sindrome (KINTSCHER et al., 2007; HAYEK et al., 1999; RICHEY
et al.,, 1999). Importantes disfuncdes metabdlicas como a hipercolesterolemia e
hiperglicemia modulam a expressao de componentes do SRA em diferentes tipos
celulares. Trabalhos tém mostrado que a hipercolesterolemia aumenta a expressao
do receptor AT1 em células musculares lisas vasculares (NICKENIG et al., 1997) e
as concentragfes plasmaticas de angiotesinogénio (AGT) e angiotensina Il (Ang Il)
(DAUGHERTY et al., 2004). Niveis elevados de glicose estimulam a liberacdo de
renina e aumenta a expressao de componentes do SRA em rins, figado e tecido
adiposo (GABRIELY et al., 2001; SIRAGY e HUANG, 2008).

O SRA, por sua vez, contribui para as desordens da sindrome metabdlica
como diminuicdo da sensibilidade a insulina e secrecdo pelas células 3, formagao
de células espumosas e aumento da presséao arterial (PUTNAM et al., 2012). A Ang
Il pode influenciar o metabolismo do colesterol, de forma limitada sobre seus niveis
plasméticos (KINTSCHER et al.,, 2007), mas de forma impactante sobre
modificacdes nas propriedades do colesterol (KEIDAR et al., 1996; HAYEK et al.,
1999). Evidéncias indicam que a Ang Il aumenta a resisténcia a insulina (RICHEY et
al., 1999), prejudica sua sinalizacdo (SLONIGER et al.,, 2005) e piora a funcédo
pancreatica (KAMPF et al., 2005). Além disso, estudos clinicos mostram que o0 uso
de bloqueadores da enzima conversora de angiotensina (ECA) ou bloqueadores do
receptor AT1 reduzem a ocorréncia de novos casos de diabetes em pacientes
hipertensos (BARZILAY et al., 2006, BOSCH et al., 2006).

Diversos estudos apontam a influéncia do SRA em patologias relacionadas
com disfuncdes metabodlicas, como doenca hepatica gordurosa nao alcodlica
(NAFLD) e aterosclerose. Estd documentado que a expressdao de muitos
componentes do SRA, como ECA e o receptor AT1, estd aumentada em areas de

fibrose hepatica (PAIZIS et al.,, 2002). A Ang Il aumenta a secrecao hepatica de
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citocinas pro-inflamatérias e o estresse oxidativo (BATALLER et al., 2003),
contribuindo para a ativacdo, diferenciacdo e proliferacdo das células estelares
hepaticas (HSCs — hepatic stellate cells) e miofibroblastos (BATALLER et al., 2000).

A infusdo sistémica de Ang Il piora a fibrose hepética, enquanto que, a
auséncia ou bloqueio do receptor AT1, e a inibicdo da ECA atenuam a progressao
das NAFLD durante injaria hepatica cronica (JONSSON et al., 2001; BATALLER et
al., 2005; KUDO et al., 2009 e NABESHIMA et al., 2009).

A participacdo do SRA na progressdo da aterosclerose ja esta bem
estabelecida. Estudos em varios modelos animais tém mostrado que o bloqueio das
acOes da Ang Il usando inibidores da ECA (MIYAZAKI et al., 1999; GROTHUSEN et
al., 2005) ou bloqueadores de AT1 (MIYAZAKI et al., 1999; STRAWN et al., 2000;
GROTHUSEN et al., 2005) podem ser efetivos em evitar a progressao da
aterosclerose.

A aterosclerose € uma reacdo inflamatoria crénica e diversos estudos
demonstraram que o eixo ECA/AngIll/AT1 esta envolvido em todos os estagios
desse processo. A Ang Il tem um papel crucial na regulacdo da resposta
inflamatoria vascular por ativar o recrutamento de células inflamatorias (KIM et al.,
1996; STRAWN et al., 1999). Estudos mostram gque essa angiotensina aumenta a
expressdo de VCAM-1, ICAM-1 e P-selectina dentro da parede vascular e
subsequentemente na circulagdo (GRANINGER et al.,, 2004). Infusdo de Ang Il
eleva a sintese e niveis de TNF-a, IL-6, e cicloxigenase-2, os quais agem
aumentando a resposta inflamatéria (FERRARIO, 2006). Em adigcdo, células
inflamatorias podem produzir Ang Il, resultando em uma resposta de feedback
positivo local, dessa forma perpetuando o ciclo inflamatério (FERRARIO, 2006).

Diversos estudos mostraram que a Ang Il causa um aumento na liberagcéo de
espécies reativas de oxigénio (EROSs), incluindo peréxido de hidrogénio (H.O,) que
participam da inflamagé&o. A producao de EROs induzida por Ang Il, principalmente
pela ativagcdo da NADPH oxidase (GIRENDLING et al., 1994), resulta na inativacao
guimica do o6xido nitrico (NO), impedindo sua habilidade vasodilatadora e de anti-
agregacao plaquetéaria (DAS, 2005). O estresse oxidativo ativado pela Ang Il pode
contribuir para aumentar a peroxidacdo lipidica das LDLs (KEIDAR et al., 1996),
contribuindo para o acumulo de lipidios na placa aterosclerética. Outro efeito

paracrino de EROs é a regulacdo da atividade das metaloproteinases MMP-9 e
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MMP-2 (RAJAGOPALAN et al., 1996), importantes na estabilidade e ruptura da

placa.

1.7.2. Interagdo do eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas com o metabolismo,

esteatose e aterosclerose

Recentemente, os pesquisadores tém realizado esforcos na tentativa de
compreender melhor o papel do eixo ECA2/angiotensina-(1-7)/Mas nos fatores de
risco da sindrome metabdlica e em patologias a ela relacionadas. Este eixo tem
sido considerado um braco contrarregulatério importante do SRA, por apresentar
efeitos opostos aqueles do eixo ECA/Ang II/ AT1.

Trabalhos anteriores do nosso grupo mostraram que a delecdo do receptor
Mas induz um quadro semelhante a sindrome metabdlica em camundongos FVB/N
(SANTOS et al., 2008). Além disso, aumento nos niveis circulantes da Ang-(1-7)
induzem reducdo na lipidemia, melhora na resisténcia a insulina e aumento na
captacédo de glicose pelos adipdcitos (GIANI et al., 2009; SANTOS et al., 2010; LIU
et al., 2012). A Ang-(1-7) age, através do receptor Mas, beneficamente fosforilando
e modulando mediadores da sinalizagcédo da insulina, como AKT, GSK-3 e AS-160
(MUNOZ et al., 2012).

Estudos mostraram que em modelos animais de fibrose hepatica ocorre uma
upregulation tanto da Ang-(1-7) como da ECA2, como forma de contrarregular as
acOes da Ang Il (HERATH et al., 2007; LUBEL et al., 2009; HUANG et al., 2010).
Animais knockout para a ECA2 apresentam fibrose hepatica espontaneamente e o
tratamento com a enzima recombinante atenua a fibrose experimental
(OSTERREICHER et al., 2009). Também ja foi demonstrado que o bloqueio
farmacoldgico do receptor Mas piora a fibrose hepatica, sugerindo um papel protetor
da Ang-(1-7) nesta patologia (PEREIRA et al., 2007).

O papel do eixo contrarregulatério do SRA sobre a aterosclerose foi mostrado
recentemente com a estimulacdo da via pela superexpressédo da ECA2 ou com o
bloqueio através da delecdo da ECA2 em camundongos ApoE/ (DONG et al., 2008;
LOVREN et al., 2008; THOMAS et al., 2010). O tratamento da aterosclerose
utilizando Ang-(1-7) foi avaliado por Tesanovic et al. (2010), os quais observaram

uma significativa melhora na funcdo endotelial e ateroprotecdo em modelo de

25



Silva, AR. INTRODUCAO

aterosclerose. Contudo, neste trabalho, ndo foi possivel concluir sobre qual (is)
receptor estes resultados eram mediados, uma vez que os efeitos da Ang-(1-7)
foram bloqueados por antagonistas dos receptores AT2 e Mas. Até o momento
nenhum estudo foi conduzido utilizando a dele¢édo do receptor Mas em modelo
animal de aterosclerose. Atualmente, ndo se tem conhecimento sobre trabalhos que

demonstrem alguma interacdo entre o0 SRA e as lipodistrofias.

1.8. Modelos de camundongos com delecao génica: Mas e ApoE

O protooncogene Mas foi primeiramente detectado em células tumorais em
1986, mas sua funcéo direta ndo foi definida por mais de uma década (YOUNG et
al., 1986). Somente depois da geracdo de camundongos com delecdo do
protooncogene Mas (Mas-KO) a partir dos backgrounds C57BI/6 e FVB/N em 1998
(WALTHER et al.,1998) foi possivel descobrir qual o ligante especifico do Mas e
estudar a importancia fisiolégica dessa proteina.

Neste modelo, o contrario do resultado obtido com a Ang Il, a ligacdo da Ang-
(1-7) em fragmentos de rins foi abolida (SANTOS et al. 2003). Além disso, o
camundongo deficiente para o Mas ndo apresenta as ac¢fes antidiuréticas da Ang-
(1-7) apds a sobrecarga hidrica (SANTOS et al. 2003). Estudos in vitro confirmaram
gue a Ang-(1-7) é o ligante especifico do Mas, uma vez que a ligacdo do peptideo
em células transfectatadas pelo Mas provoca a liberacdo de &cido aracdbnico
(SANTOS et al. 2003). Esses achados identificaram o Mas como o0 receptor
funcional do heptapeptideo Ang-(1-7).

A principio, ndo foram encontradas diferencas significativas da pressao arterial
ou da frequéncia cardiaca nos animais Mas-KO, machos e fémeas, com background
C57BL/6 (WALTHER et al., 1998). Entretanto, foi observado uma grande reducao da
variabilidade da frequéncia cardiaca em fémeas, e um aumento da variabilidade da
pressédo arterial nos camundongos machos (WALTHER et al., 1999). Coracgbes
isolados de camundongos Mas-KO tratados com A-779 apresentaram uma
diminuicdo da contratilidade e frequéncia cardiaca (CASTRO et al. 2006).

Os camundongos FVB/N com delegcéo do receptor Mas apresentaram pressao
arterial elevada quando avaliada por telemetria e disfungcdo endotelial (XU et al.

2008). Em trabalhos anteriores do nosso grupo, o Mas-KO com background FVB/N
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foi caracterizado como modelo de sindrome metabdlica, apresentando alteracbes no
metabolismo lipidico e glicidico (SANTOS et al., 2008), e resposta alterada das
acOes da insulina em adipdcitos (MARIO et al., 2012).

Muitos estudos sobre a aterosclerose tém sido realizados em diferentes
modelos animais, particularmente, em camundongos geneticamente modificados.
Isso porque, com excecao do background C57BL/6, os camundongos séo altamente
resistentes ao desenvolvimento de lesGes ateroscleroticas (JAWIEN et al., 2004).
Mesmo nesse background, as lesbes desenvolvem-se apenas sob dietas nao
fisiologicas, com altas quantidades de gordura e suplementacdo com acido colico,
fornecidas por longos periodos. Esse tipo de modelo experimental apresenta
desvantagens, como o0 pequeno tamanho, localizacdo e estagio das lesbes
(JAWIEN et al., 2004).

De acordo com as circunstancias citadas acima, foi necessaria a criacdo de
modelos que desenvolvessem aterosclerose através da delecdo de genes criticos
no metabolismo do colesterol e aterogénese (MEIR e LEITERSDORF, 2004). Dessa
forma, em 1992 dois grupos individuais desenvolveram um modelo de aterosclerose
através da inativacdo do gene da ApoE (PLUMP et al., 1992; PIEDRAHITA et al.,
1992). A apolipoproteina E, uma glicoproteina sintetizada principalmente no figado e
cérebro, € um constituinte de todas as lipoproteinas com excecdo da LDL. A ApoE
age como ligante para receptores que removem remanescentes de quilomicrons e
de VLDL. Essa apolipoproteina pode ser sintetizada também em mondcitos e
macrofagos, com efeitos locais sobre a homeostase do colesterol e reacbes
inflamatérias em vasos ateroscleréticos (CURTISS e BOISVERT, 2000).

Devido as ac¢bes da ApoE no transporte de lipidios endégenos e provenientes
da dieta, e sobre o transporte reverso do colesterol, o0 camundongo deficiente da
ApoE (ApoE-KO) possui a habilidade de remocdo de lipoproteinas plasmaéticas
prejudicada (PLUMP e BRESLOW, 1995). Os camundongos ApoE-KO séao
caracterizados por espontanea hiperlipidemia e aterogénese, com niveis de
colesterol total > 500 mg/dL, mesmo sob dieta comercial (PLUMP et al., 1992;
PIEDRAHITA et al.,, 1992). O aumento no colesterol total ndo sofre alteracdes
guanto ao género ou idade dos animais. Apesar deste aumento, o HDL colesterol
encontra-se diminuido, enquanto os triacilgliceréis estdo aproximadamente 68%

elevados em relagéo aos controles (JAWIEN et al., 2004).
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Uma caracteristica importante observada nos camundongos com delecdo da
ApoE é a reducédo no tecido adiposo, sob dieta comercial e dieta diabetogénica,
guando comparado aos controles (HUANG et al., 1998). Da mesma maneira,
camundongos ApoE-KO no background ob/ob s&o resistentes aos ganho de peso e
obesidade induzidos por dieta hiperlipidica (HOFMANN et al., 2008). Essas
caracteristicas sdo provocadas pela reducédo da atividade da LPL e consequente
prejuizo no clearance de triacilgliceréis observados nestes animais (HUANG et al.,
1998)

Dansky et al. (1999) reportaram pela primeira vez, que o background genético
€ o principal efetor na susceptibilidade a aterosclerose em camundongos ApoE-KO.
Segundo os autores, o ApoE-KO-C57BL/6 é mais bem mais susceptivel ao
desenvolvimento de lesGes do que o knockout ApoE em camundongos FVB/N.
Dessa forma, em nosso trabalho desenvolvemos um modelo duplo-knockout para o
receptor Mas e para a ApoE (DKO), ambos com background C57BL/6.

A importancia da ApoE na manutencdo da homeostase do colesterol ndo se
limita a circulacdo periférica, uma vez que ela possui um papel importante nos
fendmenos neuroldgicos, como plasticidade neuronal e sinaptogénese (HAUSER et
al., 2011). O colesterol provindo das lipoproteinas contendo ApoE e liberado para os
neurdnios, aumenta a formacdo das sinapses por promover a biogénese das
vesiculas sinapticas e regular a maquinaria necessaria para sua liberagdo (THIELE
et al., 2000). A ApoE é também essencial para o clearance e redistribuicdo de
colesterol durante a regeneracédo de nervos (LEBLANC e PODUSLO, 1990). Neste
contexto, estudos tém indicado a participacdo da ApoE no envelhecimento e na
doenca de Alzheimer (MAHLEY e RALL, 2000; HERZ e BEFFERT, 2000). O
camundongo com delecdo da ApoE apresenta um prejuizo na memoria e no
aprendizado espacial, acompanhados de déficit colinérgico (GORDON et al., 1995).
Aléem disso, estes animais sdo mais susceptiveis a neurodegeneracdo quando
comparados aos WT (WALKER et al., 1997).
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2. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados animais controles Wild Type
C57BL/6 (WT), com delecdo do receptor Mas (Mas-KO), da apolipoproteina E
(ApoE-KO), e o duplo-knockout Mas/ApoE (DKO), com aproximadamente 20
semanas de idade. Os camundongos foram provenientes do Biotério de
Camundongos Transgénicos do Laboratério de Hipertenséo, Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). As matrizes da
linhagem ApoE-KO foram oriundas do Biotério Enio Cardillo Vieira do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Para gerar os camundongos DKO, as linhagens simples Mas-KO e ApoE-KO
foram cruzadas por geracGes sucessivas, e tiveram a identidade genética
confirmada por genotipagem de fragmento de cauda, a cada geracéao.

Todos os camundongos tiveram livre acesso a racdo e agua, e foram mantidos
em gaiolas coletivas, em ambiente com ciclos de luminosidade de 12 horas (7:00 as
19:00 h) com temperatura variando entre 25 + 2,0°C.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal da
UFMG (CETEA/UFMG): n° do protocolo 139/11.

4.2. Genotipagem

Para confirmacdo da delecdo do receptor Mas e da ApoE nos animais

Knockout foi realizada a extragdo do DNA gendmico seguido de PCR.

4.2.1. Extracdo do DNA genémico

Cada animal foi identificado e em seguida cortou-se um pequeno pedacgo da
ponta de sua cauda. Em um microtubo foram adicionados 100 ul de tampao com 10
Ml de proteinase-K na concentracdo de 20mg/mL, juntando-se ao tecido coletado.
Incubou-se o produto a temperatura de 55°C por duas horas, ou até que tivesse
ocorrido total digestdo do tecido. Em uma préxima etapa, adicionou-se 750 ul de
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tampdo Tris-EDTA 1X, e incubou-se novamente a amostra por 10 minutos a

temperatura de 95°C. Do produto final foram utilizados 2 pl para realizagdo do PCR.

4.2.2. PCR e detecc¢éo de produtos amplificados em gel de agarose

Foram utilizados primers especificos para o DNA do receptor Mas e da ApoE
de camundongos. Andlises dos pares de bases foram executadas através do
programa especifico BLASTN, sintetizados pela empresa Phoneutria® e aliquotados
na concentracdo de 150 pM e guardados em freezer a —200C. Uma subsequente
diluicdo para 10 uM foi necessaria. A amostra da etapa anterior (2 pl ) foi utilizada
como fita molde para a amplificacdo por PCR. Todas as reacfes foram realizadas
num volume final de 50 pl em tubos resistentes a temperaturas elevadas (Hot start)
com os seguintes reagentes: 1 puL (10 uM) de cada primer (sense e anti-sense),
tampéo para PCR (concentracdes finais: Tris-HCI 20 mM pH 8,4; KCI 50 mM), 2 pl
de MgCI2 50mM, dNTPs (Deoxinucleotideos trifosfato-: dATP, dCTP, dGTP, dTTP;
0,2 mM) e 2,5 Ul de Tag DNA polimerase.

Para o processo de ciclagem térmica, realizou-se desnaturagéo inicial por 4
minutos a 94°C seguida de 35 ciclos de amplificacdo. Cada ciclo consistiu de
desnaturagdo por 30 segundos a 94°C, anelamento por 30 segundos a 59°C (parao
primer Mas) e 68°C (para o primer ApoE) e extens&o por 1 minuto a 720C.

As amostras foram incubadas por um periodo adicional de 10 minutos a 72°C
(extenséo final) apds o término do ultimo ciclo. Realizou-se também PCR em agua
estéril para avaliacdo de possivel contaminacéo (branco). Uma aliquota de 8 pL de
cada amostra foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1% contendo
brometo de etidio (0,64 pg/mL). As bandas de amplicons foram visualizadas em
transiluminador (Gene Genius, Syngene, USA) sob luz ultra-violeta para verificacdo
da presenca ou auséncia de amplificagdo. O peso molecular dos produtos da PCR

foi determinado pela comparagcdo com um marcador de massa molecular.

4.3. Peso corporal e peso de 0rgéos

Para determinacao do peso corporal os animais foram pesados logo antes dos

experimentos. Apos a eutandsia dos animais, os 6rgaos (figado, coragéo e tecido
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adiposo epididimal) foram extraidos e pesados. Em seguida, os tecidos foram
armazenados em tubos Eppendorf® e rapidamente congelados em gelo seco. As
analises dos pesos dos orgados foram realizadas pelo peso especifico (razdo peso

do 6rgéo pelo peso corporal).

4.4. Amostras de sangue

Apoés jejum de 10 a 12 horas as amostras de sangue foram retiradas, por
exanglinacdo via artéria femoral, em microtubos, apds aplicacdo de anestesia
intraperitoneal de uma solugédo de ketamina (130mg/kg) e xilazina (0,3mg/kg). O
soro foi separado por centrifugacdo a 3500 rpm (1301 rcf) por 10 minutos, em

centrifuga de mesa (Eppendorf® 5417R).

4.5. Avaliacao do perfil lipidico

O perfil lipidico foi avaliado por meio da quantificacdo dos niveis bioquimicos
séricos do Colesterol total (CT) (Labtest Diagnéstica®, Brasil), HDL-colesterol
(Bioclin®, Brasil) e Triglicerideos (Labtest Diagndstica®, Brasil). Os testes foram
realizados conforme as orientacdes dos fabricantes dos kits comerciais. A fracao
aterogénica foi obtida pela diferenca entre CT e HDL, e o indice aterogénico foi
obtido pela razdo entre CT e HDL. Todos os ensaios foram adaptados para
microplacas de 96 pocos e lidos em leitor de microplaca Biotek Synergy HT.

4.6. Verificacao do perfil lipidico hepatico

Os lipideos totais hepaticos foram extraidos com o uso de solventes organicos
de acordo com o método de Folch et al. (1957). Aproximadamente 100mg de figado
foram triturados utilizando-se homogeneizador (IKA T10 basic, SP, Brasil), durante
um minuto, com 1900uL de solucdo de cloroformio:metanol (2:1). Em seguida,
adicionou-se 400uL de metanol aos tubos, seguido de centrifugacao por 10 minutos
a 3.000rpm. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de ensaio com peso
conhecido e posteriormente acrescido 800uL de cloroférmio e 640uL de solugao de

NaCl a 0,73%. ApOs nova centrifugacdo por 10 minutos a 3.000rpm, foi desprezada
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a fase superior. A parede interior de cada tubo foi lavada trés vezes com 600uL de
solucéo de Folch (3% de cloroférmio, 48% de metanol, 47% de agua e 2% de NacCl
a 0,29%). Apoés cada lavagem, a fase superior foi descartada. Os extratos lipidicos
obtidos foram secados em estufa overnight a 37°C, e os lipideos quantificados
gravimetricamente.

Em seguida, os lipideos foram ressuspensos em 500uL de isopropanol para a
determinacdo dos niveis de CT e triglicerideos. Para as dosagens do CT e
triglicerideos no extrato lipidico, seguiu-se o método enzimatico anteriormente

mencionado.

4.7. Avaliagdo da glicemia

Para avaliacdo da glicemia dos animais, foram dosados os niveis de glicose
plasmética antes da anestesia dos animais através da utilizagdo do glicosimetro
portatil Optium Xceed® (Abbot Laboratories, USA). A coleta do sangue capilar foi
realizada através de um pequeno corte na cauda, cotejando-se 0 sangue

diretamente na fita teste.

4.8. Determinacao dos niveis séricos de leptina, insulina, resistina e
CCL2

Os niveis séricos de leptina (Millipore®, USA) e CCL2 (R&D Systems,
Minneapolis, MN) foram avaliados utilizando kits de ELISA especificos, de acordo
com as especificacbes do fabricante. Os niveis séricos de resistina e insulina
(Milliplex- Merk Millipore®, USA) foram determinados utilizando a tecnologia XMAP®
de leitura de beads magnéticos através do equipamento Luminex 200 (Novagen ®).

4.9. Avaliacéo da funcao hepatica

A determinacdo da atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT) foi
realizada conforme as orientagbes do fabricante do kit comercial (Bioclin®, Brasil),
com adaptacao para microplacas de 96 pocos e lidos em leitor de microplaca Biotek

Synergy HT.
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4.10. Peroxidacao lipidica hepatica: substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS)

Para avaliar a peroxidacao lipidica, procedeu-se a determinagéo das espécies
reativas ao acido tiobarbitarico no tecido hepatico dos animais.

A formacédo de malondialdeido (MDA), resultante da quebra de acidos graxos
poli-insaturados, € um conveniente indice para se determinar o grau de peroxidagao
lipidica. O &cido tiobarbiturico reage com o MDA, formando um aduto na proporgéo
de 2:1, sendo este detectado espectrofotometricamente a 535nm.

A determinacdo das espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) foi
realizada segundo o método descrito por Buege e Aust (1978). Para tal, o
homogenato do figado foi obtido triturando-se 100mg de tecido em 1mL de PBS (pH
= 7,4). Uma aliquota de 500uL do homogenato foi misturada a 1mL da solucao de
acido tricloroacético 15% (p/v), acido tiobarbitirico 0.38% (p/v) e HCI a 0.25N. A
mistura foi aquecida em banho-maria fervente por um periodo de 15 minutos. Apés
resfriamento em agua corrente, adicionou-se 1,5mL de butanol, para extracdo do
cromoforo, e a mistura foi centrifugada a 3.000 rpm por 10minutos. A absorbancia
do sobrenadante foi lida a 535nm e o resultado foi normalizado por dosagem de
proteinas pela técnica de Bradford (1976), segundo o qual a concentracdo de
proteinas nas amostras é calculada através de uma curva padrdo, feita com

albumina.

4.11. Histologia do tecido hepético

O tecido hepatico foi fixado em Bouin por 24 horas, desidratado e incluido em
blocos de paraplast®. As |aminas com cortes de 4,5 um espessura foram coradas
pelo método HE (hematoxilina-eosina). A coloragdo de Sudam IV foi realizada em
cortes congelados de 10 um de espessura. As laminas foram avaliadas por um

patologista alheio a origem do material.
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4.12. Extracao de proteinas totais

Para a extracdo de proteinas totais os tecidos, previamente removidos e
estocados no freezer -80°C, foram homogeneizados em 200 pl de tampao de lise
(1% Triton X-100, 0,15M NaCl, 20mM de Tris HCI, pH 7.0, 1mM MgCI2, 1ImM CacCl2,
, 4ug/ml de leupeptina, 4ug/ml de aprotinina, 1mM de orthovanadato de sodio, 0,5
mM PMSF). Apds centrifugacdo as amostras foram incubadas sobre o gelo por 30
minutos e em seguida o lisado foi coletado e centrifugado a 14000 rpm por 20
minutos a 4°C em uma centrifuga Eppendorf modelo 5417R. O sobrenadante foi
coletado, e a concentracdo das proteinas totais determinada em espectrofotbmetro
pelo método de Bradford (1976).

4.13. Western Blotting

Setenta pg dos extratos protéicos foram fracionados em gel de
poliacrilamida/SDS 10% a 100V por 2h. Apés a corrida eletroforética as proteinas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Em seguida as ligacdes
nao especificas foram blogueadas com TBS-T 1x (Tris-Base 1M 1x, pH 7,6
contendo 0,1% de Tween), contendo 5% de leite em p6 desnatado. Apds o bloqueio
as membranas foram incubadas com anticorpo primario diluido em TBS-T 1x, por 18
horas a 4°C. Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios comerciais: rabbit
polyclonal Anti-a-Insulin Receptor Antibody, B subunit (1:1000; Millipore®, MA,
USA); mouse monoclonal Anti-LXR alpha (1:1000, Abcam®, MA, USA); rabbit
polyclonal Anti-PPAR alpha (1:1000, Abcam®, MA, USA); rabbit polyclonal Anti-
Glycogen Phosphorylase (1:1000, Santa Cruz Biotecnology, CA, USA) e rabbit
polyclonal Anti-Glucose-6-Phosphatase a (1:1000 Santa Cruz Biotecnology, CA,
USA). As membranas foram entdo lavadas trés vezes com TBS-T 1x e incubadas 1
hora com o anticorpo secundario fluorescente Goat — Anti- Rabbit ou Goat -Anti-
mouse IRDye® 680 CW (LI-COR Biosciences, USA) diluido em TBS-T 1x. Apés
este tempo as membranas foram lavadas mais trés vezes com TBS-T 1x e
escaneadas no aparelho LI-COR Odyssey (Uniscience, USA). O resultado foi
normalizado pela B-actina (mouse monoclonal Anti-B-Actin, 1:2000, Sigma®,
Missouri, USA).
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4.14. Real time RT-PCR

O mRNA total da aorta abdominal e baco foram isolados com Tri-reagente
(MRC Inc.). A transcricdo reversa foi realizada uando o kit ImProm-Il Reverse
Transcription System (Promega, Madison, WI) de acordo com as instru¢cbes do
fabricante. O Real-time PCR (StepOne Plus, Applied Biosystems) foi realizado com
o Mix ABsolute™ QPCR (ABgene). Primers e sondas especificos (Tabela 1) foram
usados para determinar a expressdo de diferentes marcadores de subtipos de
linfocitos T helper (Th) (Thl: Tim3, Ifng; Th2: Gata-3, 1l4; Treg: Foxp3, 1110; Th17:
Rorc, 1117) e de HPRT (controle enddgeno). Os niveis do mRNA foram calculados
pelo método comparativo Ct. A medida dos valores de Ct foi primeiro normalizada
pelo controle interno HPRT, calculando o delta Ct (ACt), obtido pela subtracdo dos
valores do Ct de HPRT do valor de Ct do gene de interesse. Um delta delta Ct
(AACY) foi calculado subtraindo-se a média dos ACts do grupo controle (ApoE-KO)
dos valores de ACt do grupo de estudo (DKO). O AACt foi plotado como a variagéo

relativa ao controle com a seguinte férmula; 2"24¢

35



Silva, A.R.

MATERIAIS E METODOS

Tabela 1. Primers e sondas usados para real-time PCR.

Tamanho Numero
Gene Funcéo Sequéncia (pb) de acesso
FW 5- GGCCCTTCTCCAGGACAGA -3’
FOXP3 oV 5. GCTGATCATGGCTGGGTTGT -3 112 NM_054039
5- FAM —~ACTTCATGCATCAG
Sonda CTCTCCACTGTGGAT-TAMRA -3’
FW 5- CAGAACCGGCCCCTTATCA -3’
Gatad3 oy 5. CATTAGCGTTCCTCCTCCAGA -3 115 NM_008091
5-FAM-CGAAGGCTGTCGGCA-
Sonda TAMRA -3’
FW 5- GCCGGTGGACCTCAGTTTC -3’
Havcr2
(Tim3) RV 5- TGGGAGCCAGCACAGATCA -3’ 69 NM_134250
5-FAM-ACAGCTGCCTGCCCAGTGCCC-
Sonda TAMRA -3’
FW 5- TGAGTATTGCCAAGTTTGAGGTCA -3’
IFNg RV 5- GTGGACCACTCGGATGAGCT -3 " NM_008337
5- FAM-CCACAGGTCCAGCGCCAAGCA-
Sonda TAMRA -3’
FW 5- CAACGAAGAACACCACAGAGAG -3’
114 RV 5- GCATGGAGTTTTCCCATGTT -3’ 89 NM_021283
5'- FAM-
AGCTCGTCTGTAGGGCTTCCAAGGT -
Sonda BHQ1-3
FW 5- TTTGAATTCCCTGGGTGAGAA -3’
1110 RV 5- ACAGGGGAGAAATCGATGACA -3’ 3 NM_010548
5- FAM-TGAAGACCCTC
Sonda  AGGATGCGGCTG-TAMRA -3’
FW 5- GACCGGTCCCGTCATGC -3
HPRT RV 5- TCATAACCTGGTTCATCATCGC -3’ 66 NM_013556
5- FAM-ACCCGCAGTCCCAGCGTCGTG-
Sonda TAMRA -3’
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4.15. Avaliacao da aterosclerose

4.15.1. Area de lesdo na aorta e valvula aértica

Para avaliacdo da deposicéao lipidica, cada aorta foi cuidadosamente retirada,
dissecada removendo toda a adventicia a partir da valvula aodrtica até a bifurcacao
iliaca, abertas longitudinalmente e fixadas overnight com solucdo de formol-
sacarose (4% paraformoldeido, 5% de sacarose, 20umol/L de BHT, e 2umol/l
EDTA, pH 7,4) a 4°C. Depois de fixadas, as aortas foram submetidas a uma solucéo
a 70% de etanol durante cinco minutos para desidratacdo e, posteriormente,
coradas por 10 minutos sob agitacdo em uma solucéo filtrada contendo 0,5% de
Sudan IV, 35% de etanol e 50% de acetona. Em seguida, as aortas foram
descoradas por cinco minutos em solucao de etanol 80%, de maneira que apenas
as placas de gordura permanecem coradas, devido a afinidade do Sudan IV por
lipideos (Palinski et al.,, 1994). As imagens das aortas foram capturadas por
scanner e digitalizadas em computador. O programa analisador de imagens Image-
Pro Plus versdo 6.3 (Image-Pro Plus Software, Bethesda Maryland - USA) foi
utilizado para obtencdo das medidas. As analises das imagens foram realizadas por
um segundo observador, considerando para o célculo a porcentagem da lesdo em
relacdo a area total da aorta.

A regido da valvula adrtica foi primeiramente fixada em solucéo de formol 10%
por cinco horas e, em seguida, transferida para uma solucéo de sacarose a 30% em
salina fisiologica por 24 horas, para desidratagéo do tecido. O tecido foi incluido em
Tissue Freezing Médium (Jung Tissue Freezing Medium; Leica Microsystems,
Wetzlar - Germany) e cortado em criostato (sec¢des de 10um). Os cortes foram
corados com Sudam IV e contra-corados com hematoxilina. Esse material foi
examinado por um segundo observador e submetido a analise morfométrica das
lesbes. Para isso, foram selecionados 10 cortes, amostrando uma extensdo media
de 250-300um, com as estruturas anatdbmicas referenciais da valvula aortica, que
foram fotografados (aumento de 10x) e a medida das areas de lesdo feita com o
auxilio do software analisador de imagens Image-Pro Plus versdo 6.3 (Image-Pro

Plus Software, Bethesda Maryland - USA). O calculo da lesdo média/animal foi feito
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somando-se todas as medidas dos 10 cortes, representando o valor da area da

lesao.

4.15.2. Imunohistoquimica

A regido da valvula aortica foi cortada em seccdes transversais em série de 5
pm, como previamente descrito (MONTECUCCO et al., 2011). Os cortes foram
fixados em acetona e marcados com 0s anticorpos especificos: anti-mouse CD68
(macréfagos, 1:400; ABD Serotec, Dusseldorf, Germany), anti-mouse CD3
(linfécitos, 1:10; BD PharmingenTM, Franklin Lakes, NJ), anti-mouse Ly-6B.2
(neutrofilos, 1:50; ABD Serotec), anti-mouse MMP-8 (1:50; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-mouse MMP-9 (1:60; R&D Systems), e anti-
mouse alpha-smooth muscle actin (CMLV, 1:200, Progen, Heildeberg, Germany). A
guantificacdo foi realizada com o software MetaMorph. Os resultados foram
calculados como porcentagem da area corada pela area total de lesdo ou niumero
de células infiltradas por mm2 de area de lesao.

4.15.3. Avaliacéo da deposicéo de colageno na véalvula aértica

Para avaliacdo da deposicdo de colageno, os cortes da valvula aortica foram
corados com Picro sirius. Cinco cortes por seio aértico foram lavados com agua e
incubados com Sirius Red 0,1% (Sigma Chemical Co, St Louis, MO) em &cido
picrico saturado por 90 minutos. Os cortes foram lavados 2 vezes com HCL 0,1N
por 1 min e entdo imersos em agua. Em seguida, as secc¢des foram desidratas com
etanol por 30 segundos. Os cortes foram fotografados com configuracdes idénticas
de exposicdo e a medida das areas de colageno feita pela quantificacdo da
coloracédo em tom avermelhado com o auxilio do software analisador de imagens
MetaMorph. Os dados foram calculados como porcentagem de colageno por area

total de lesao.

4.16. Ultrassonografia de alta resolucéo

Todos os animais foram submetidos a Ecocardiografia de alta resolugéo
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utilizando aparelho Vevo 2100 (Visual Sonics). ApOs inducdo anestésica com
Isoflurano 2,5 % (Cristalia®), foi realizada remocéo quimica dos pélos do térax e
abdomen, utilizando o removedor Nair (Church & Dwight Canada Corp®). A
anestesia foi mantida com Isoflurano entre 1% e 1,5% de forma que a frequéncia
cardiaca fosse mantida em torno de 400 batimentos por minuto. Em todos os
experimentos foi utilizado um transdutor mecéanico de 40 MHz. A penetracao
méaxima deste transdutor € 1,2 cm com uma resolucédo de 30 um, operando a uma
taxa de frame de 32 Hz.

Para realizacdo do exame ultrassonografico foi utilizado gel para transmissao
ultrassonica. Para visibilizar a aorta ascendente, arco aortico e vasos do pescoco,
foi utilizada uma visdo de eixo longo paraesternal direita. Nesta visdo foram
tomadas medidas do diametro interno da raiz da aorta e da aorta ascendente em
sistole e diastole. Uma visdo paraesternal de eixo curto foi realizada para
visualizacdo de um corte transversal da aorta ascendente imediatamente anterior a
saida da artéria inominada. Através desta imagem foram feitas medidas da
espessura da intima-média (IMT) da aorta. Avaliacbes funcionais e dimensionais
foram realizadas offline com as imagens geradas em modo M e bidimensional com a
gravacao de CINE loops da visdo paraesternal esquerda, eixos curto e longo do
coracdo. Foram tomadas medidas do didmetro interno do ventriculo esquerdo,
volume do ventriculo esquerdo, volume de ejecdo, fracdo de encurtamento, fracdo
de ejecéo, débito cardiaco e relacdo E/A do enchimento ventricular esquerdo.

Todos os exames foram realizados por um Unico operador que desconhecia a

identidade dos animais.

4.17. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos com médias + EPM. A comparagéo entre 0s
grupos foi feita utilizando-se ANOVA one-way seguido de post hoc de Newman-
Keuls quando apropriado. Comparacdes entre 2 grupos foram realizadas através de
teste T de Student ndo pareado. Os céalculos e analises estatisticas foram realizados
utilizando-se o programa Graph Pad Prism® 5.0 (San Diego, CA, USA), sendo

consideradas diferencas significativas para p < 0.05.
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