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RESUMO 

O sistema renina-angiotensina (SRA) já é reconhecido como um importante modulador de 
processos metabólicos do corpo, sendo a sua ativação o principal fator que contribui para a 
obesidade/síndrome metabólica, associado a efeitos pró-inflamatórios e danos hepáticos. 
Desta forma, a ativação deste sistema pode estar envolvida no desenvolvimento de esteatose 
hepática com consequente estímulo da lipogênese. O presente estudo teve como objetivo 
investigar o efeito da administração oral de celecoxibe, um antiinflamatório inibidor da 
ciclooxigenase-2 (ICOX-2), sobre o sistema renina-angiotensina (SRA) e mediadores 
inflamatórios no tecido adiposo branco, além da ação deste fármaco sobre a lipogênese, na 
obesidade e esteatose hepática. Camundongos machos FVB / N foram divididos em 3 grupos 
que foram alimentados com as seguintes dietas experimentais: o primeiro com padrão (DP); o 
segundo com dieta rica em gordura (DH), ambos durante quatro meses; e o terceiro, que foi 
alimentado com DH, durante quatro meses, e tratado com inibidor de COX-2 (DH + ICOX), 
durante dois meses, a uma dosagem de 100 mg / kg de peso corporal. Foram avaliados o peso 
corporal e a ingestão de alimentos. Em um primeiro momento, os parâmetros sanguíneos 
(tolerância à glicose, sensibilidade à insulina, lipoproteína de alta densidade-C, colesterol 
total, glicemia e níveis de triglicerídeos) foram avaliados. PCR em tempo real foi realizada 
em amostras de tecido adiposo epididimal para analisar a expressão do angiotensinogênio 
(AGT), enzima conversora de angiotensina (ECA), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose 
tumoral-α (TNF-α). No segundo momento, a histologia e a expressão da ACC, PPAR-γ, FAS, 
SREBP-1c através de PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR) foram avaliadas no fígado. 
Os resultados mostraram que o inibidor seletivo da ciclooxigenase-2 (celecoxibe) é capaz de 
promover a perda de peso em animais considerados obesos e reduzir o consumo de alimentos. 
Este trabalho mostra diferenças nos níveis de expressão do RNAm de ECA, AGT, TNF- α e 
IL-6 entre os grupos, sendo menor no grupo que recebeu tratamento com celecoxibe. Além 
disso, ICOX-2 diminuiu os níveis sanguíneos de triglicérides e glicose em animais 
alimentados com dieta rica em gordura. Observou-se também, aumento do HDL no grupo 
tratado. A pesquisa mostrou, ainda, na análise dos genes relacionados com a adipogênese do 
fígado, que a expressão do RNAm de ACC, FAS, PPAR- γ e SREBP1-c no fígado foram 
reprimidas de forma significativa nos animais que receberam tratamento. Diante disso, 
conclui-se que o tratamento com celecoxib melhorou o metabolismo lipídico e promoveu a 
diminuição da deposição de gordura no fígado, além de modular marcadores do sistema 
renina-angiotensina e da lipogênese. Estes resultados abrem uma nova perspectiva para a 
farmacoterapia destas desordens metabólicas (síndrome metabólica/obesidade e esteatose 
hepática). 

Palavras-chave: Obesidade. Inibidor de Ciclooxigenase-2. Sistema renina-angiotensina. 
Fígado gorduroso. Droga anti-inflamatória não-estereoidal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

  

ABSTRACT 
 

The renin-angiotensin system (RAS) is already recognized as an important modulator of 
metabolic processes of the body, its activation being the main contributor to obesity / 
metabolic syndrome associated with pro-inflammatory and liver damage. Thus, activation of 
this system may be involved in the development of hepatic steatosis with a consequent 
stimulation of lipogenesis. This study aimed to investigate the effect of oral administration of 
celecoxib, an anti-inflammatory inhibitor of cyclRooxygenase-2 (ICOX-2), on the renin-
angiotensin system (RAS) and inflammatory mediators in white adipose tissue, in addition to 
the action of this drug on lipogenesis in obesity and fatty liver. Mice male FVB / N were 
divided in 3 groups were fed with the following experimental diets: standard with first (DP); 
the second high-fat diet (DH), both for four months; and third, which was fed DH during four 
months, and treated with COX-2 inhibitor (DH + ICOX) for two months at a dosage of 100 
mg / kg body weight. They evaluated the body weight and food intake. At first, blood 
parameters (glucose tolerance, insulin sensitivity, high-density lipoprotein-C, total 
cholesterol, glucose and triglyceride levels) were evaluated. Real-time PCR was performed in 
epididymal adipose tissue samples to analyze angiotensinogen expression (AGT), 
angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors, interleukin-6 (IL-6) and tumor-α necrosis 
factor (TNF-α) . In the second stage, histology and expression of ACC, PPAR-γ, FAS, 
SREBP-1c using real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) were evaluated in the liver. 
The results showed that selective cyclooxygenase-2 inhibitor (celecoxib) is able to promote 
weight loss in obese animals considered and reduce food consumption. This work shows 
differences in mRNA expression levels of ACE, AGT, TNF-α and IL-6 between groups, 
being lower in the group receiving treatment with celecoxib. Furthermore, ICOX-2 decreased 
blood glucose and triglyceride levels in animals fed high fat diet. It was also observed, 
increasing HDL in the treated group. The survey also showed the analysis of genes related to 
adipogenesis liver, the mRNA expression of ACC, FAS, PPAR γ and SREBP1-C in the liver 
were suppressed significantly in animals receiving treatment. Therefore, it is concluded that 
treatment with celecoxib improved lipid metabolism and promoted decrease fat deposition in 
the liver, in addition to modulate markers of the renin-angiotensin system and lipogenesis. 
These findings open up a new perspective for the pharmacotherapy of these metabolic 
disorders (metabolic syndrome / obesity and fatty liver). 
 
Keywords: Obesity. Cyclooxygenase-2. Renin-angiotensin system. Fatty liver. Drug anti-
inflammatory non-estereoidal. 
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 INTRODUÇÃO  

 

Hábitos de vida relacionados aos avanços tecnológicos têm levado à diminuição da prática de 

atividades físicas comuns, o que, aliado a mudanças comportamentais e dietéticas, tem 

contribuído para uma desregulacão do balanço energético e das vias metabólicas essenciais 

para o organismo humano (1).  

 

Este desequilíbrio metabólico tem ocorrido em razão da população brasileira, assim como a 

mundial, estar passando por um fenômeno denominado transição nutricional, causado por 

mudanças demográficas, socioeconômicas e epidemiológicas. Esta transição trouxe como 

consequência o aumento mundial da prevalência da obesidade, que vem sendo considerada 

uma verdadeira epidemia (1). 

 

A obesidade está associada a uma resposta inflamatória crônica, caracterizada pela produção 

anormal de adipocinas e pela ativação de algumas vias de sinalização pró-inflamatórias (2). 

Por outro lado, uma redução do peso corporal é acompanhada por uma diminuição ou até 

mesmo uma normalização destes parâmetros biológicos. Esta associação é significativa e 

diversos modelos animais sugerem que estes processos inflamatórios têm uma relação causal 

com a obesidade e suas co-morbidades como a resistência à insulina, diabetes tipo 2 e doenças 

cardiovasculares (3). 

 

As alterações no organismo resultantes de todo este processo estão inseridas no contexto da 

chamada síndrome metabólica (SM). A síndrome metabólica está comumente associada a um 

conjunto de doenças metabólicas como hipertensão, aterosclerose, dislipidemias e diabetes, 

caracterizados, principalmente, pela hiperinsulinemia e por diferentes intensidades de 

resistência à insulina (RI), processo este agravado pela obesidade (4-6). 

 

A expressão hepática desta síndrome é a doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA), 

caracterizada pela deposição de gordura nos hepatócitos de indivíduos com pouca ou 

nenhuma ingestão de álcool (7).   

 

O objetivo do tratamento da deposição de gordura nos hepatócitos tem sido melhorar a 

esteatose e impedir o desenvolvimento de fibrose, que pode evoluir para cirrose e suas 

complicações. Para este fim, deve ser controlado o colesterol, a glicemia, a dislipidemia, a 
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hipertensão, o peso corporal e as mudanças de drogas que podem ser prejudiciais à função 

hepática. Além da modificação de estilo de vida que é subjacente à terapia bem sucedida.  

 

Desta forma, não existem tratamentos específicos para esteatose hepática. A terapia com 

drogas tem sido focada nos fatores de risco tais como a obesidade, a diabetes, a sensibilidade 

à insulina, na melhora da função das células β e na função de hepatócitos (8). 

 

Diversos componentes, como os inibidores da ciclooxigenase -2 (ICOX-2) têm apresentado 

efeitos positivos na resposta inflamatória em modelos de animais obesos, demonstrando-se 

viáveis na modulação de entidades patológicas envolvidas na síndrome metabólica (9). 

 

Neste contexto, os resultados do presente trabalho permitem conhecer o efeito da 

administração de inibidores da COX-2, celecoxibe, em modelos animais de obesidade / 

síndrome metabólica e esteatose hepática, sendo de fundamental importância como testes pré-

clínicos de avaliação de efeitos, abrindo a perspectiva de desenvolvimento de novos 

medicamentos para combater estas doenças cardiometabólicas. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

� Avaliar o efeito do inibidor seletivo da ciclooxigenase do tipo-2, celecoxibe, sobre 

citocinas inflamatórias e sistema renina-angiotensina no tecido adiposo e sobre a 

lipogênese na esteatose hepática em modelo murino de obesidade. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Analisar a regulação glicêmica por meio de testes de sensibilidade insulínica e 

tolerância a glicose nos diferentes grupos, alimentados com dieta padrão ou 

hiperlipídica isolada ou alimentados com dieta hiperlipídica e tratados com inibidor da 

ciclooxigenase do tipo-2, celecoxibe, na obesidade. 

 

• Avaliar as alterações ponderais e os níveis séricos lipídicos (triglicérides, colesterol 

total e HDL), nos diferentes grupos e o efeito do tratamento com celecoxibe, inibidor 

seletivo da enzima ciclooxigenase do tipo 2, após serem alimentados com dieta 

hiperlipídica, na obesidade e  na esteatose hepática. 

 

• Avaliar o efeito do tratamento oral com inibidor da COX-2 (celecoxibe) sobre 

mediadores inflamatórios (IL-6 e TNF-α), na obesidade; componentes do sistema 

renina-angiotensina (AGT e ECA), também na obesidade; e compostos envolvidos na 

via lipogênica (PPAR-γ, SREBP-1c, ACC e FAS), na esteatose hepática. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Síndrome metabólica 

 

A prevalência da síndrome metabólica (SM) é alta em vários países do mundo, na 

maioria das vezes, ultrapassando 20% do total da população adulta (10, 11), chegando a mais 

de 80% entre os pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (12). Beigh et al. (13) 

sugeriram que a SM estava presente em ambos os sexos, masculino e feminino, 

correspondente a 29% e 23%, respectivamente. No Brasil, a ocorrência desse agravo também 

é, constantemente, superior a 20% (14-16). 

  É relevante destacar que frequências semelhantes a essa têm sido observadas em 

comunidades rurais. Tal fato é atribuído à incorporação de hábitos de vida urbanos pelos 

habitantes dessas regiões, como o maior consumo de alimentos de alto valor calórico e menor 

nível de atividade física (17, 18). 

O conjunto de fatores de risco que identificam a síndrome metabólica foi reconhecido, 

pela primeira vez, em 1983 (19), estabelecendo a patogênese da síndrome como multifatorial, 

na qual a obesidade, a vida sedentária, a dieta e a interação com fatores genéticos são os 

responsáveis pelo seu aparecimento. Posteriormente, mutações e polimorfismos nos genes 

associados com a resistência à insulina, anormalidades nos adipócitos, hipertensão e 

alterações lipídicas passaram a ocupar papel de destaque na etiopatogenia dessa síndrome (20, 

21). Considerando-se que os estudos não estabeleceram a presença de resistência à insulina 

como único fator causal de todos os componentes da síndrome (22) e levando-se em conta a 

diversidade de fatores relatada, em 1998, a Organização Mundial da Saúde definiu o termo 

unificado de síndrome metabólica como um transtorno complexo representado por um 

conjunto de fatores de risco cardiovascular que está normalmente associado à resistência 

insulínica, à deposição central de gordura (23), à dislipidemia, à hipertensão arterial, à 

hiperinsulinemia, à intolerância à glicose, ao estado pró-inflamatório e pró-trombótico, 

culminando em doenças cardiovasculares (DCV) e diabetes (24), estando ainda 

frequentemente associada a alterações hepáticas mais graves (25, 26). 
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Figura 1: Fatores de risco associados à síndrome metabólica (27). 

 

3.2 Obesidade 

 

A obesidade é considerada como um grande problema de saúde pública, que atinge 

proporções epidêmicas em muitos países (28). A organização Mundial da Saúde (2014) 

mostra que a prevalência da obesidade em todo o mundo aumentou enormemente desde 1980 

(Figura 2 e 3) (29). 

 

Figura 2: Prevalência da obesidade, indivíduos do sexo masculino com idade superior a 18 

anos, 2014 (29). 
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Figura 3: Prevalência da obesidade, indivíduos do sexo feminino com idade superior a 18 

anos, 2014 (29). 

 

O relatório indica que 39% e 13% das pessoas com 18 anos ou mais foram sobrepeso e 

obesas, respectivamente, em 2014 (30). 

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saúde (2014), o total de obesos adultos tem 

crescido a cada ano, chegando a 17,9% (Figura 4) (30). 

 

 

Figura 4: Evolução da frequência de obesidade, de 2006 a 2014, no Brasil, segundo 

Ministério da Saúde (30). 
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A determinação da etiopatogenia da obesidade representa um verdadeiro desafio para 

os serviços de saúde, provavelmente devido ao seu caráter marcadamente heterogêneo e 

multifatorial. Apesar de ser bem aceito que o estilo de vida e outros fatores ambientais tenham 

influência sobre os determinantes da obesidade, sabe-se que sua suscetibilidade é, em parte, 

determinada pelo sinergismo entre genes e meio ambiente, o que significa que um ambiente 

obesogênico é tipicamente necessário para a expressão do fenótipo (31). 

A obesidade é acompanhada de uma inflamação crônica de baixo grau, que afeta 

negativamente a função de vários tecidos e órgãos, cuja origem parece ser o próprio tecido 

adiposo, sendo identificado como um órgão secretor (32). 

De acordo com esta teoria, o acúmulo de lipídeos leva ao aumento da expressão de 

genes que codificam citocinas, quimiocinas, e moléculas de adesão em adipócitos, atraindo 

células do sistema imunológico que contribuem para a síntese de mediadores pró-

inflamatórios (32-34). O tecido adiposo secreta múltiplos peptídeos bioativos, que não 

influenciam apenas a função adipocitária, mas também afetam várias vias metabólicas por 

meio da circulação sanguínea (35). Cada adipócito produz uma pequena quantidade de 

substâncias, porém, como o tecido adiposo pode ser considerado o maior órgão do corpo, o 

conjunto desses fatores produz um grande impacto nas funções corporais, contribuindo, direta 

ou indiretamente, para processos como a aterosclerose, hipertensão arterial, dislipidemias, 

resistência insulínica e diabetes tipo 2, representando o elo entre adiposidade, síndrome 

metabólica e DCV (36, 37). No entanto, a identificação dos produtos secretados pelo tecido 

adiposo somente foi possível com o desenvolvimento de sofisticadas técnicas moleculares 

(38). 

O excesso de gordura na porção superior do abdômen pode ser secundário ao maior 

depósito de tecido adiposo no peritônio (gordura intra-abdominal ou visceral) e/ ou no tecido 

subcutâneo. As contribuições específicas de cada compartimento para a ocorrência de 

resistência à insulina, dentre outras alterações metabólicas, têm sido foco constante na 

literatura (4), uma vez que, não está claro quais os tipos de tecido adiposo, subcutâneo ou 

visceral, executam papel dominante na síntese de mediadores pró-inflamatórios (39).    

 Apesar das evidências de que o tecido adiposo subcutâneo desempenha um papel na 

resistência à insulina, a gordura visceral correlaciona-se de forma independente com todos os 

critérios utilizados para definição da síndrome metabólica (40), o que sugere uma importante 

participação desse compartimento nos seus mecanismos fisiopatológicos. 
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Alguns trabalhos têm mostrado a participação da obesidade visceral na diminuição da 

captação de glicose mediada pela insulina, sugerindo uma relação com a RI, através de 

mecanismos envolvendo adipocinas (41). 

Há também uma correlação inversa da adiponectina, com o TNF-α, (pró inflamatório), 

cuja expressão é proporcional ao grau de resistência à insulina que pode ser um fator inibidor 

da atividade promotora do gene da adiponectina, podendo explicar, em parte, a associação 

inversa observada entre o acúmulo de gordura visceral, a secreção elevada de TNF-α e os 

níveis diminuídos de adiponectina (42), além da ativação da enzima conversora de 

angiotensina (ECA), afetando a função hormonal do tecido adiposo (43, 44). 

A adiponectina é um hormônio secretado pelos adipócitos e possui propriedades 

antilipolíticas e anti-inflamatórias (45), sendo considerada um marcador da SM em estudos 

que demonstraram seus níveis diminuídos em razão da elevação das citocinas pró-

inflamatórias interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucina 1 beta 

(IL-1β) (46), os quais contribuem para a resistência à insulina e disfunção vascular (47), além 

de  promoverem a lipólise do tecido adiposo, resultando num aumento de ácidos graxos livres 

(AGL) na circulação (48). 

 

3.3 Inflamação na obesidade 

 

Durante décadas, o tecido adiposo foi considerado como um órgão com papel crucial 

apenas na regulação da homeostase dos ácidos graxos do organismo. Em períodos de 

abundância de calorias, os ácidos graxos livres são armazenados na forma de triacilglicerol, 

através da sua esterificação com glicerol e, em tempos de escassez de energia, esses são 

liberados de volta para a circulação (49). 

Hoje já se sabe que além destas funções, este tecido é capaz de produzir outras 

subsâncias que irão influenciar diversas funções fisiológicas de uma maneira geral. 

 A primeira ligação entre obesidade e inflamação foi sugerida quando se descobriu que 

o TNF-α - uma citocina com atividade pró-inflamatória identificada como um regulador 

negativo da transdução do sinal de insulina - é expresso no tecido adiposo de roedores obesos, 

passando a ser considerado um órgão secretor (50), pois o tecido adiposo, tanto o subcutâneo 

quanto o visceral, possui, além de capacidade de regulação do armazenamento e da 

distribuição de gordura, comunicação com o sistema nervoso central e com o trato 
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gastrintestinal, desempenhando importante papel na resposta inflamatória em condições tanto 

autócrinas quanto parácrinas ou endócrinas. 

Em associação a este fato, indivíduos com obesidade visceral possuem maiores 

concentrações de mediadores inflamatórios sistêmicos, quando comparados a indivíduos com 

obesidade subcutânea. A contribuição deste depósito para a inflamação sub-clínica observada 

em alguns indivíduos obesos pode ser a causa da relação entre adiposidade visceral e 

síndrome metabólica (51). 

Em uma perspectiva geral, respostas inflamatórias são disparadas com um propósito 

de defesa do organismo, reparo tecidual ou celular em função de condições de estresse. No 

entanto, quando a inflamação tecidual se torna crônica e permanece não resolvida (como é o 

caso da obesidade), ela progride, na maioria das vezes, para uma condição patofisiológica e 

sistêmica, caracterizada por resistência à insulina, hiperglicemia, e desenvolvimento do 

diabetes.  

Isto decorre da hipertrofia dos adipócitos, isto é, do aumento do volume da célula 

adiposa devido ao acúmulo excessivo de triacilgliceróis, especialmente os viscerais, que são 

mais ativos, que está relacionada com a resistência ao efeito antilipolítico da insulina e ao 

aumento da ação das catecolaminas, levando à elevação do fluxo dos ácidos graxos não 

esterificados para o fígado, via sistema porta, culminando em maior produção de glicose 

hepática, redução da degradação de apolipoproteína B e aumento da produção de 

triacilgliceróis. Todas essas alterações descritas (nos mecanismos de síntese e oxidação de 

lipídios, bem como sua função secretória) são fatores que indicam o envolvimento do tecido 

adiposo com a fisiopatologia da SM (52). 

Esta expansão induz à infiltração e ativação de macrófagos, caracterizada por uma 

produção aumentada de adipocinas pró-inflamatórias como proteína C reativa (PCR), TNF-α 

e IL-6, culminando no aumento do processo inflamatório crônico de baixa intensidade (Figura 

5) (53, 54), que impede a correta sinalização intracelular da insulina e propicia um estado de 

resistência a este hormônio (55). Este perfil inflamatório do tecido adiposo induz a secreção 

de diversas substâncias pelos adipócitos, das quais mais de cinquenta produtos já foram 

isolados e caracterizados (56). Isso é acompanhado por um aumento da liberação de ácidos 

graxos livres e desregulação da secreção de vários produtos, dentre eles a leptina, a 

adiponectina, a resistina e a proteína ligante de retinol (RBP4) (49). 
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Figura 5: Expansão do tecido adiposo e inflamação (54). 

 

Nesse sentido, estudos experimentais mostraram que ratos obesos aumentam não 

apenas os níveis de TNF-α, mas também de outras adipocinas pró-inflamatórias incluindo as 

interleucinas 6 e 1-beta, quimiocina ligante CC 2 (CCL2), dentre outras (34). Em 

contrapartida, estes animais diminuem os níveis de adipocinas anti-inflamatórias, como a IL-

10 (57). 

O TNF-α é uma citocina pró-inflamatória associada às condições de obesidade e 

resistência à insulina. Esta citocina tem sido descrita com capacidade de atuar também na 

oxidação de ácidos graxos em hepatócitos e músculos esqueléticos por meio de efeitos 

mediados pela indução da proteína fosfatase 2C e supressão da quinase ativada por AMP 

(AMPK), reduzindo-a. Estas taxas diminuídas são acompanhadas por acúmulo de lipídios 

bioativos, como triacilgliceróis, que por sua vez, são conhecidos por ativar a proteína quinase 

C e inibir a função do substrato do receptor de insulina (IRS) (58), agravando ainda mais o 

quadro. 

Originalmente pensava-se que a razão para o aumento observado dos níveis séricos 

desta citocina em indivíduos obesos fosse a superprodução realizada pelo excesso de tecido 

adiposo.  Entretanto, tem sido reconhecido que esse aumento seja devido à infiltração de 

macrófagos M1 no tecido adiposo (59).              

A IL-6 pode agir de formas distintas, dependendo da sua concentração orgânica, tanto 

nos tecidos periféricos quanto no sistema nervoso central, influenciando o peso corporal, a 

homeostase energética e a sensibilidade insulínica, induzindo a hiperlipidemia, a 

hiperglicemia e a resistência insulínica, e suprimindo a expressão de adiponectina e receptores 
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e sinalizadores de insulina, se mostrando elevada em obesos e com níveis plasmáticos 

diminuídos em situação oposta, como na perda de peso (60). 

 

3.4 Sistema Renina-Angiotensina 

 

O sistema renina-angiotensina (SRA) consiste em uma cascata na qual o 

angiotensinogênio (Agt) é enzimaticamente clivado em angiotensina I (Ang I) pela renina. A 

Ang I é, então, clivada pela enzima conversora de angiotensina (ECA) em angiotensina II 

(Ang II) (61). Tanto a Ang I quanto a Ang II podem sem convertidas em Angiotensina (1-7) 

(Ang 1-7) pela enzima conversora de angiotensina 2 (ECA 2) (36,62) (Figura 6).  

O SRA é um importante mediador entre a síndrome metabólica e as doenças 

cardiovasculares (63). Ele corresponde a um complexo sistema hormonal, cujo papel 

fundamental está relacionado com o controle da pressão arterial e homeostasia 

hidroeletrolítica do organismo, sendo visto como um sistema endócrino cujo principal 

peptídeo ativo, a Ang II, é responsável pela maioria dos efeitos fisiológicos observados (64). 

Desta forma, já está bem estabelecido que a ativação do braço produtor de Ang II do 

SRA é o maior fator de risco para doenças cardiovasculares (37), pois promove todas as 

características da síndrome metabólica: hipertensão, hiperglicemia, resistência à insulina, 

dislipidemia e obesidade (65). Na obesidade, este sistema é ativado no tecido adiposo, 

levando à hipertensão arterial e RI (66). 

Diversos estudos têm demonstrado a presença e a importância de SRA locais em 

diversos tecidos. A utilização de métodos bioquímicos aliados a técnicas modernas de 

biologia molecular permitiu a descoberta de muitos componentes do SRA em tecidos 

periféricos. A detecção de um ou mais RNAs mensageiros desses componentes (Agt, renina, 

ECA) em vários tecidos, como glândulas adrenais, rins, coração, vasos, tecido adiposo e 

cérebro, deu sustentação à existência de SRAs locais (67).  

Por muitos anos acreditava-se que o tecido adiposo (TA) era apenas capaz de estocar o 

excesso de energia em forma de triglicerídeos e liberá-lo como ácidos graxos (68). No 

entanto, esse paradigma foi quebrado e já é amplamente aceito que o TA é, também, um órgão 

endócrino (69) capaz de secretar vários hormônios e citocinas que contribuem no 

desenvolvimento da obesidade e outras patologias associadas como diabetes mellitus do tipo 2 

(70). O Agt, primeiro componente do SRA neste tecido, identificado no fim da década de 

1980, tem expressão maior no tecido adiposo visceral do que no tecido adiposo subcutâneo, 
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tanto em roedores quanto em humanos (71, 72). 

 

Figura 6: Componentes do Sistema Renina Angiotensina (73). 

 

 Posteriormente, outros vários componentes foram descobertos, uma vez que o tecido 

adiposo é capaz de produzir diversos componentes do SRA (74) [enzima conversora de 

Angiotensina I (ECA), enzima conversora de angiotensina II (ECA2) (75) e o receptor de 

angiotensina AT1] (76).  

Além da produção dos componentes do SRA e da ação local no tecido adiposo, seus 

produtos podem ser liberados na circulação alterando a fisiologia sistêmica. Muitos desses 

efeitos fisiológicos, citados do SRA, estão envolvidos na fisiopatologia da obesidade, apesar 

da funcionalidade deste sistema no tecido adiposo ainda ser controversa (77). 

O controle da ingestão de alimentos e da pressão arterial envolvem sistemas altamente 

complexos, que integram sinais centrais e periféricos, alguns dos quais podem afetar ambas, a 

homeostase energética e a pressão arterial. O SRA é um importante controlador da pressão 

arterial e inúmeros estudos sugerem seu envolvimento na hipertensão associada à obesidade 

(78) e na atividade da renina plasmática que se encontra aumentada na maioria dos obesos, 

estando associada à ativação da ECA renal (79). 
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Diversos trabalhos têm mostrado que a perda da função em qualquer componente 

individual do SRA, testados até o momento, oferece proteção contra a obesidade induzida por 

dieta e resistência à insulina. Ou seja, Agt, renina, ECA, AT1R ou roedores nocaute AT2R 

são magros e sensíveis à insulina (80,81), demonstrando que a manipulação do SRA através 

da superexpressão ou supressão possui efeitos subsequentes sobre a obesidade e a 

sensibilidade à insulina. 

No entanto, o SRA apresenta também efeitos relacionados com a Ang-(1-7), os quais 

são geralmente contrários aos da Ang II, sendo o efeito anti-hipertensivo o mais evidente. 

Em 2003, foram apresentadas evidências de que o receptor Mas é o receptor da Ang-

(1-7) - (82). O efeito anti-hipertensivo da Ang-(1-7) parece ser devido a vários mecanismos 

diferentes.  

 

3.5 Esteatose Hepática 

 

A expressão hepática da síndrome metabólica é a doença hepática gordurosa não 

alcoólica (DHGNA), uma condição clínico-patológica emergente, caracterizada por acúmulo 

de lipídeos no interior dos hepatócitos, excedente a 5-10% do peso do fígado (83), que 

acomete indivíduos com pouca ou nenhuma ingestão de álcool (7), sendo, atualmente, uma 

das causas mais comuns de doença hepática crônica.  

Sua prevalência mundial ainda não foi determinada (84). Estima-se que esteja entre 

20% a 30% da população mundial, crescendo alarmantemente entre a população obesa, na 

qual alcança 75% a 80%. Nos obesos graves (IMC ≥ 35kg/m2) atinge 90% a 100% (85, 86), 

mostrando-se,  portanto, aumentada de maneira importante,  principalmente nos obesos (87).     

Esta predominância na obesidade se deve ao fato desta condição clínica acontecer 

devido à deposição de triglicerídeos no tecido adiposo, no qual ao se atingir o limite de 

expansão, promove o acúmulo ectópico de lipídeos, o que inclui o fígado, sendo este acúmulo 

identificado como obesidade visceral (88). O excesso de adiposidade, particularmente na 

região abdominal (obesidade central), é fortemente associado com DHGNA e RI. Isso 

predispõe a ocorrência de hipertensão arterial sistêmica, dislipidemia e inflamação, fatores 

presentes na chamada SM. A associação entre essas situações clínicas e o excesso de tecido 

adiposo envolvem mecanismos metabólicos e inflamatórios (89). 

No entanto, alguns trabalhos têm associado a DHGNA à síndrome metabólica mesmo 

em indivíduos com índice de massa corporal (IMC) normal. Em um estudo com indivíduos 

não diabéticos e com DHGNA, a síndrome metabólica esteve presente em 18% dos pacientes 
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com peso normal para altura e 67% dos obesos (90). A relação obesidade-DHGNA, portanto, 

não é perfeita. Há obesos mórbidos com histologia hepática normal e, da mesma forma, há 

pacientes em que há apenas esteatose, sem obesidade (91). 

O fato é que a obesidade parece não ser o bastante para levar à doença. Outros fatores 

estão envolvidos, como a distribuição regional de gordura e a inflamação do tecido adiposo, 

como já demonstrado em alguns trabalhos que sugerem a inflamação intestino-derivada estar 

ligada à gênese da DHGNA. Medicamentos, cirurgias abdominais, toxinas ambientais, 

doenças genéticas (92) e alguns padrões dietéticos como a deficiência de vitamina D e a dieta 

de origem animal (93, 94) também acarretam o desenvolvimento da referida condição. 

Sabe-se que a esteatose hepática é uma condição benigna, que representa o estágio 

inicial da doença gordurosa não alcoólica do fígado, a qual compreende um amplo espectro de 

condições patológicas (95). No entanto, apenas uma pequena parcela desses pacientes pode 

desenvolver estágios mais avançados da doença, como a esteato-hepatite não alcoólica 

(NASH), um estado mais grave que pode evoluir para fibrose e cirrose (96).  

Os mecanismos patogênicos indicam que a insulinorresistência, o metabolismo 

lipídico anormal e a desregulação de citocinas/adipocinas estão profundamente envolvidos no 

desenvolvimento da doença (97) e conduzem à acumulação de triglicerídeos e ácidos graxos 

nos hepatócitos. Portanto, o teor de gordura hepática elevada e a liberação de ácidos graxos 

livres de adipócitos disfuncionais resultam em lipotoxicidade, causada pelo acúmulo de 

metabólitos tóxicos derivados de triglicerídeos em tecidos ectópicos (tais como fígado, 

músculo, células beta pancreáticas) com subsequente ativação de vias inflamatórias, disfunção 

celular e lipoapoptose (98). 

Desta maneira, esses mecanismos podem ser facilmente compreendidos através do 

ciclo dos ácidos graxos livres (AGL), entre o tecido adiposo e o fígado, resultando no 

aumento da entrada e retenção de AGL no hepatócito; no aumento da síntese de AGL no 

fígado; na beta-oxidação insuficiente dos AGL por disfunção mitocondrial; na síntese ou 

secreção deficiente de VLDL ou na peroxidação de lipídeos na membrana do hepatócito e 

produção de citocinas atribuídas ao stress oxidativo que são, em parte, responsáveis pela 

progressão de esteatose para esteato-hepatite e cirrose (99). Qualquer defeito nesse processo 

resultará na acumulação de triglicerídeos dentro do hepatócito, que clinicamente se apresenta 

como infiltração de gordura do fígado (100), o qual está exposto diretamente tanto às 

citocinas e aos ácidos graxos livres liberados pelo tecido adiposo visceral, quanto aos mesmos 

metabólitos liberados sistemicamente pelo tecido adiposo de outras regiões que alcançam o 

fígado de forma já diluída pela circulação sistêmica (101), gerando, dessa forma, espécies 
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oxidantes reativas (102), responsáveis por causar alterações na membrana celular, 

determinando a liberação de TNF-α a partir dos hepatócitos, células de Kupfer e adipócitos 

(103). O TNF-α é sabidamente uma citocina pró-inflamatória que dará início ao processo 

inflamatório, o qual culminará com fibrose, e, mais tardiamente, com desarranjo estrutural do 

tecido hepático. 

 

Figura 7: Histologia Hepática (104). 

 

Porém, ainda não está compreendido se é o processo de acumulação de triglicerídeos 

no hepatócito que leva à subsequente infiltração de células inflamatórias, característica do 

NASH, ou se a resposta inflamatória observada no fígado é suscitada por outros estímulos 

capazes de provocar disfunção no hepatócito, que conduza a esteatose (105). No entanto, já 

foi mostrado que a expressão mais elevada de TNF- α estaria presente em pacientes com 

NASH comparativamente com doentes com esteatose hepática simples, indicando que os 

níveis elevados de citocinas estão relacionados com uma evolução pior do quadro, o que foi 

confirmado por estudos experimentais que descreveram que a produção de TNF- α, induzida 

por ácidos graxos livres, promove a lipotoxicidade hepática (106). 

Este processo se inicia com o desenvolvimento da obesidade, que atua como um 

estado pró-inflamatório, uma vez que promove o aumento de mediadores da fase aguda, 

incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), a interleucina-6 (IL-6) e a indução da 

inflamação por meio do aumento do estresse oxidativo gerado pela alta ingestão de glicose e 

gorduras (107).   

O desenvolvimento destas características relacionadas à lipotoxicidade do fígado pode 

ter a participação das proteínas de ligação ao elemento regulador de esterol do tipo-1 

(SREBP-1) conforme estudo prévio (108), no qual foi demonstrado a regulação por SREBP-

1c da síntese de ácidos graxos livres e triglicerídeos em mamíferos. O SREBP-1 tem sua 
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atividade regulada positivamente pela ativação do receptor de peroxisoma ativado por 

proliferador (PPAR), que, também, regula a obesidade em roedores, aumentando a oxidação 

de ácidos graxos hepático e diminuindo os níveis circulantes triglicérides responsáveis pela 

hipertrofia das células adiposo e hiperplasia (109). 

A regulação positiva de PPAR-γ por dietas ricas em gordura e em carboidratos 

maximiza a esteatose hepática através da indução de fatores lipogênicos, que estão implicados 

na síntese dos ácidos graxos, provocando lipogênese de novo e consequente deposição de 

gotículas lipídicas dentro de hepatócitos.  

Assim, PPARs como alvo para tratar DHGNA parece uma abordagem frutífera como 

agonista de PPAR-α aumentando beta-oxidação mitocondrial, além de reduzir a lipogênese. 

PPAR-β / Δ melhora a resistência à insulina hepática, diminuindo a gliconeogênese hepática 

na fase pós-prandial, enquanto a ativação total de PPAR-γ pode exercer efeitos nocivos, 

estimulando a lipogênese hepática. No entanto, a ativação parcial PPAR-γ leva a benefícios, 

mediada principalmente por aumento da expressão de adiponectina e diminuição da 

resistência à insulina. Não obstante, outros estudos são necessários visando abordagens para o 

tratamento de DHGNA de seres humanos em todo o mundo, tendo como alvo os PPARs 

(110). 

É possível verificar, portanto, que a lipogênese é regulada por uma série de fatores, 

tais como nutrição, hormônios, fatores de transcrição nuclear e enzimas lipogênicas (111), 

sendo que duas delas possuem evidências consideráveis em ter um papel chave na regulação 

da biossíntese de ácidos graxos em tecidos animais. À semelhança do PPAR, o acetil- CoA 

carboxilase (ACC) atua como uma enzima limitante da velocidade de lipogênese, e o ácido 

graxo sintase (FAS) como catalisador da última etapa na via lipogênica (112) (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Via lipogênica no fígado, adaptado (113). 
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3.6 Antiinflamatórios não estereoidais - Inibidores seletivos da Ciclooxigenase – 2 

 

Os antiinflámatorios não esteroidais (AINEs) constituem um grupo heterogêneo de 

compostos que apresentam efeitos terapêuticos similares para o tratamento da dor, inflamação 

e febre causada por várias condições fisiológicas ou patológicas, tendo efeitos 

antiinflamatório, analgésico e antipirético (114). 

A atividade dos antiinflamatórios não esteroidais (AINEs) se baseia principalmente na 

inibição da atividade das isoformas da enzima ciclooxigenase (COX). Essas enzimas são 

também conhecidas como sintase de prostaglandina H2 e tem importância fundamental na 

produção de prostanóides como prostaglandinas, envolvidos no desenvolvimento de quadro 

inflamatório e de dor (115), a partir do ácido araquidônico (AA) (Figura 9). Porém, o uso 

prolongado dos AINEs pode levar a efeitos colaterais como lesões gástricas no trato 

gastrointestinal superior, no sistema vascular, além de nefrotoxicidade (116) e insuficiência 

cardíaca congestiva. Os AINEs seletivos para COX-2 já se diferenciam pelas baixas taxas de 

danos gastrointestinais (117), estando disponíveis no mercado os convencionais e aqueles 

seletivos para COX-2, podendo este último ser preferencial ou específico para COX-2 (118), 

já que os AINEs atuam sobre diferentes isoformas de cicloxigenasess, sendo duas, as mais 

conhecidas: COX-1 e COX-2. Registre-se que desde o início do presente século já se estuda 

também a COX-3 (119).  

A COX-1 é encontrada constitutivamente expressa em vários tecidos e exerce papéis 

importantes na proteção da mucosa gástrica, agregação plaquetária, regulação do fluxo 

sanguíneo renal e na homeostase vascular (120). Esta enzima é responsável pela formação dos 

prostanóides que, em condições fisiológicas, são responsáveis pela regulação da homeostasia, 

cuja concentração se encontra normalmente constantes. Porém, em alguns casos, pequenos 

aumentos podem ocorrer em resposta a estímulos por hormônios ou fatores de crescimento 

(121). 

Por outro lado, a COX-2 é indetectável na maioria dos tecidos normais (exceto para o 

sistema nervoso central, rins e vesículas seminais), mas é induzida por hormônios, fatores de 

crescimento e citocinas, após estímulo inflamatório, em vários tipos celulares desempenhando 

um relevante papel fisiológico (121), além de influenciar no desenvolvimento renal, secreção 

de renina, reprodução feminina, metabolismo ósseo, cicatrização de úlceras e feridas, 

inflamação, dor e febre, isquemia e promoção tumoral (122). 

A COX-3, descrita por Chandrasekharan et. al. (2003) (123), pode ser responsável 

pelo mecanismo central da dor e da febre. Há ainda, demonstração sobre a possibilidade de 
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uma quarta forma, a COX-4, cuja real existência e função ainda não foram completamente 

demonstradas (124). 

  As COXs são enzimas com dupla função e cada uma delas possui duas atividades 

catalíticas distintas: a de ciclooxigenase e a de peroxidase. Apesar da semelhança estrutural 

partilhada pelas duas isoformas principais, as COXs diferem na regulação da sua expressão e 

nas atividades que executam na biologia e patologia dos tecidos. A COX-2 localiza-se na 

membrana nuclear e no retículo endoplasmático, enquanto a COX-1 apenas nas membranas 

do retículo endoplasmático. Estas duas enzimas são codificadas por genes diferentes, 

localizados em cromossomos diferentes (COX-1 pelo cromossomo 9 e a COX-2 pelo 

cromossomo 1) (125). 

Estas enzimas agem sobre o AA liberado a partir da hidrólise de fosfolipídios da 

membrana plasmática realizada pela fosfolipase A2, que terá ação sequencial da sintases de 

prostanóides, as quais irão gerar a síntese das prostaglandinas que pode ser desencadeada por 

diversos estímulos fisiológicos e/ou patológicos, os quais ativam receptores de membrana, 

resultando na ativação da fosfolipase A2 (PLA2) (126). Estes prostanóides se difundem para 

fora da célula e exercem suas ações em vários tecidos por meio da ativação de receptores 

específicos. O AA liberado, metabolizado pelas ciclooxigenases (COXs) produz uma 

substância intermediária, prostaglandina G2 (PGG2), a qual rapidamente é convertida em 

prostaglandina H2 (PGH2) (127), cuja isomerização de PGH2 a PGE2 é catalisada por 

sintases específicas existentes em três isoformas sendo cada uma delas codificada por 

diferentes genes: a citosólica (cPGES), as microssomais PGES-1 (mPGES-1) e a PGES- 2 

(mPGES-2) (128). 

A mPGES-1 é uma proteína microssomal pertencente a superfamília MAPEG 

(proteína associada a membrana envolvida no metabolismo de eicosanóides e glutationa). Em 

condições basais a mPGES-1 é fracamente expressa na maioria das células e tecidos, sendo 

sua expressão regulada por estímulos inflamatórios, tais como LPS, IL-1β e TNF-α (129). 

Curiosamente, muitos estudos têm indicado que o aumento da expressão de mPGES-1 

está fortemente correlacionado com a indução de COX-2 e com a produção de PGE2. Além 

disso, mPGES-1 catalisa preferencialmente a síntese de PGE2 da COX-2 em vez de PGH2 

derivados de COX-1. Portanto, acoplamento funcional entre COX-2 e mPGES-1 parece ser 

essencial para a produção de PGE2 durante a inflamação (130), demonstrando mais uma vez a 

forte relação da COX-2 neste processo. 

No final dos anos 80 do século XX, o aumento de evidências de sérios eventos 

gastrointestinais adversos, como perfuração, ulceração e sangramento gastrointestinais com o 
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uso dos AINEs convencionais, levou a um progressivo declínio dos mesmos, especialmente 

no tratamento da osteoartrite. Porém, após 1998, a divulgação da nova classe de AINE com 

baixa toxicidade gastrointestinal, os inibidores seletivos de COX-2 (Coxibes) modificaram o 

padrão de recomendação de analgesia para o caso de osteoartrite (131), sendo alguns 

inibidores de Cicloxigenase-2 (COX-2) do tipo preferenciais (a exemplo do celocoxibe 

(Celebra®), do meloxicam, do carprofeno e do nimesulide) e outros de uma classe que 

compreende os inibidores específicos de COX-2 [como o rofecoxibe (Vioxx®), o valdecoxibe 

(Bextra®), o etoricoxibe (Arcoxia®) e o lumiracoxibe (Prexige®)] (132). Frise-se que o 

Celecoxibe foi o primeiro inibidor preferencial de COX-2 aprovado para tratar os sinais e 

sintomas de processos inflamatórios (133). 

 

 

 

Figura 9: Mecanismo de ação geral dos AINEs (134). 

 

Apesar da vantagem gastrointestinal, esse perfil seguro dos AINEs inibidores seletivos 

da COX-2 veio a deixar dúvidas depois que, em 2004, o rofecoxibe foi retirado do mercado 

devido ao aumentado risco de infarto do miocárdio (131). 

No entanto, os resultados para celecoxibe são um pouco diferentes. Embora um estudo 

tenha encontrado associação dos efeitos colaterais cardiovasculares, como infarto, derrame e 

insuficiência cardíaca, ao prolongado tratamento com este fármaco, outro estudo clínico 

semelhante - experimental para a prevenção de pólipos adenomatosos espontâneos - não 

encontrou a relação citada entre o uso de celecoxibe e o aumento do risco cardiovascular. 

Assim, o FDA permitiu que o celecoxibe permanecesse no mercado, mas exigiu que o 
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medicamento tivesse uma tarja modificada chamando a atenção para o possível risco 

cardiovascular, assim como os riscos para o trato gastrointestinal e para a pele (135).  

Diante disso, os antiinflamatórios não esteroidais, convencionais ou inibidores 

preferenciais ou seletivos COX-2, ainda são largamente utilizados como analgésicos nas dores 

agudas e para o alívio de dores crônicas músculo-esqueléticas e no tratamento das artrites 

(136). 

 Apesar de ser considerado que o principal mecanismo de ação desses medicamentos 

se dê pela diminuição da produção das protaglandinas (PGs), admite-se que atuem também 

induzindo a apoptose, ativando os PPAR-α e PPAR-γ (Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptors α and γ) e inibindo a agregação e a degranulação de neutrófilos (137, 138).  

Por outro lado, vários trabalhos mostram a relação da COX-2 em diversas situações 

patológicas. Segundo Huang et al. (2012), os ácidos graxos aumentam a expressão de COX-2 

e TNF-α em macrófagos (139) e o COX-2 parece ser capaz de intervir na ação das citocinas 

envolvidas na inflamação crônica. 

Em processos neoplásicos, também é descrito o envolvimento das COXs, em especial 

a isoforma COX-2, nos carcinomas colorretais, polipose adenomatosa familiar, carcinomas de 

mama e gástricos, mostrando que níveis elevados de COX-2 estão relacionados à proliferação 

celular, à supressão da apoptose, à indução da angiogênese e da metástase, ações que contam 

para a função oncogênica (140), estando o prognóstico dessas neoplasias diretamente 

relacionado com a expressão da COX-2. Da mesma maneira, em gliomas, a superexpressão da 

COX-2 está relacionada com o grau de malignidade do glioma e um pior prognóstico dos 

pacientes (141), refletindo um possível efeito terapêutico das drogas anti-COX-2 no 

tratamento do câncer, conforme demonstrado em estudos epidemiológicos que relacionam o 

uso prolongado de AINE com a redução de câncer colorretal, mama, pulmão, próstata e 

câncer gástrico (142). 

No entanto, ainda não foram totalmente elucidados os mecanismos anti-tumorais, mas 

sabe-se que envolvem o bloqueio da atividade não específica das enzimas COX-1 e COX-2, 

suprimindo a produção de prostaglandinas e assim afetando a proliferação celular, apoptose, 

angiogênese, migração e metástase (143), já que a atividade tumoral parece ser desencadeada 

pelo excesso de produção de PGE2 decorrente de uma super regulação da COX-2(144). 

Os níveis de COX-2, também foram descritos em vários estudos sobre obesidade, os 

quais encontram-se aumentados na obesidade, conforme visto por Berthou et al. (2015), em 

uma co-cultura entre adipócitos e macrófagos (145). Da mesma maneira, camundongos 

deficientes em COX-2 apresentaram adiposidade atenuada, estando associada com o 
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recrutamento de macrófagos, infiltração reduzida (9) e expressão aumentada de adiponectina 

no tecido adiposo (146).  A administração oral de Vioxx, um inibidor seletivo de COX-2, 

resultou em desenvolvimento reduzido do tecido adiposo, associado com uma ingestão 

alimentar reduzida e adipócitos menores (147). 

Assim, a obesidade modula a expressão das enzimas que sintetizam prostaglandinas 

(PG) e seus receptores, provavelmente, através de alterações induzidas por adipogênese na 

expressão destes transcritos (148).  A prostaglandina E2 (PGE2) têm emergido como um 

potente regulador da inflamação e funções dos adipócitos em obesos, sendo sintetizada 

através das ciclooxigenases, mas as vias de sinalização inflamatórias que controlam a 

expressão de COX-2 e a produção de PGE2 em adipócitos permanecem mal definidas (149). 

Estas proteínas parecem alterar a função do tecido adiposo, agindo como moduladores da 

função de PPAR-γ (150, 151).  

Contrariamente, outro grupo de pesquisadores encontrou um aumento de gastos 

energéticos sistêmicos por indução do tecido adiposo marron e proteção contra a obesidade 

induzida por dieta rica em gordura em animais na superexpressão de COX-2 (152). Assim 

como em hepatócitos, a expressão constitutiva de COX-2 humano (hCOX-2) protege contra a 

adiposidade e inflamação (153). 

Assim, sabendo dos efeitos dos antiinflamatórios inibidores seletivos da COX-2 

associado ao conhecimento das características fisiopatológicas da síndrome metabólica 

/obesidade e da esteatose hepática, torna-se instigador avaliar o possível efeito do celecoxibe 

nestas doenças. 
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4 PRODUTOS 

 

 

4.1 Produto 1: Renin-angiotensin system is modulated by celecoib in adipose tissue of obese 

mice, formatado segundo as normas para publicação do periódico Life Sciences, em processo 

de submissão. 

 

4.2 Produto 2: Celecoxib reduce liver  lipogenesis in high-fat fed mices formatado segundo as 

normas para publicação do periódico Digestive and Liver Diseases, em processo de 

submissão. 
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ABSTRACT 

 

The renin-angiotensin system (RAS) is a key contributing factor to obesity and related 

diseases. Several studies also have shown the relationship of obesity with cyclooxygenase -2. 

Based on these facts, this study aimed to investigate the effect of the oral administration of 

celecoxib, an anti-inflammatory selective inhibitor of cyclooxygenase-2 (ICOX-2), on the 

epididymal adipose tissue in mice with obesity induced by high-fat diet through the 

modulation of the renin-angiotensin system components and inflammatory markers.  Mice 

male FVB / N were divided in 3 groups were fed with the following experimental diets: 

standard with first (ST); the second high-fat diet (HFD), both for four months; and third, 

which was fed HFD during four months, and treated with COX-2 inhibitor (HFD + ICOX) for 

two months at a dosage of 100 mg / kg body weight. They evaluated the body weight and 

food intake. Blood parameters (glucose tolerance, insulin sensitivity, High Density 

Lipoprotein-C, total cholesterol, glucose, and triglyceride levels) were also assessed. Real-

time PCR was performed in epididymal adipose tissue samples to analyze the expression of 

angiotensinogen (AGT), angiotensin-converting enzyme (ACE), Interleukin-6 (IL-6) and 

tumor necrosis factor-α (TNF-α). The main findings of the study proposes that celecoxib 

treatment results in weight loss in obese animals and reduce food consumption. This work 

shows decreased expression levels of AGT, ECA, TNF-α and IL-6 in the group receiving 

treatment (HFD+ICOX), still decreasing triglycerides and glucose. In conclusion, ICOX-2 

may exhibit therapeutic potential in metabolic syndrome/obesity through the mechanisms of 

action on the renin-angiotensin system and components of inflammation. 

 

Keywords: renin-angiotensin system, cyclooxygenase-2, nonsteroidal anti-inflammatory 

drug, obesity, interleukin-6, metabolic disorder. 
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Introduction 

 

In obesity, the components of the renin-angiotensin system (RAS) have their production 

exacerbated by the adipocytes, affecting the systemic RAS and generating other 

consequences. Evidences demonstrate that genes associated with the RAS are overexpressed 

in the visceral adipose tissue of overweight human subjects (1). 

In addition, as the adipose tissue inflammation is related to insulin resistance, it is possible 

to suggest that the over expression of the RAS components, specifically in the adipose tissue, 

is associated with obesity and insulin resistance (2).  

Several papers describe the low-grade pro-inflammatory state as the pathogenesis of 

obesity (3, 4). There is evidence of a strong association between tissue arachidonic acid 

levels, precursor of several inflammatory mediators, and the prevalence of obesity in humans 

(5-7).  

The arachidonic acid is the substrate for enzyme cyclooxygenase (COX) which 

corresponds to a class of enzymes with two main isoforms: COX-1, which is produced in a 

constitutive manner and associated, in most cases, with physiological functions, and COX-2, 

which is normally associated with pathological conditions. Their byproducts are involved in 

the perception of pain and inflammation (8). 

Yet, the expansion of the white adipose tissue (WAT) stimulates the secretion of 

several proinflammatory cytokines such as TNF-α and IL-1β due to the tissue inflammation 

and consequent macrophage infiltration (9). Furthermore, the production of various 

inflammatory mediators to obesity related disorders have cyclooxygenase 2 as an important 

enzyme involved in this process. (10, 11). 

 Thus, the present study was conducted to investigate the effect of a selective inhibitor 

of COX-2, celecoxib, in the expression renin-angiotensin system components and 

inflammatory markers. 
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Materials and methods 

 

Animals and experimental diets 

 

Twenty-two FVB\N male mice, aged 8 weeks, were divided into 3 groups that were 

fed with the following experimental diets: Standard diet (ST) and high-fat diet (HFD) in a 

period of 180 days. The third group was fed for four months HFD and treated with COX-2 

inhibitor (DH + ICOX) orally for two months at a dosage of 100 mg / kg body weight, which 

were mixed with the diet. The mice were housed in individual cages, under 12h light-dark 

cycle (lights on from 7:00 to 19:00 h) and at a temperature of 25.0 ± 2.0ºC. Food and water 

were given ad libitum. This study was approved by the Ethics Committee of Experimentation 

and Animal Welfare of Unimontes, Montes Claros, Brazil, by the process nº 022/2012. 

 

Diets 

 

The high-fat diet, composed of 39.0% carbohydrate, 17.0% protein and 44.0% fat, 

representing a total of 4.27 kcal per 1 g of diet, was prepared according to the protocols 

previously reported (12). Standard diet (Purina – Labina®), which was used for the regular 

maintenance of our mice, was composed of 50.3% carbohydrate, 41.9% protein and 7.8% fat, 

representing a total of 2.18 kcal per 1g of diet (13). All of the high-fat diet components were 

purchased from Rhoster® LTDA (São Paulo, São Paulo, Brazil).  

The experimental groups were: ST, HFD and HFD+ICOX. The first group received 

standard diet (ST) and the second group was fed with high-fat diet (HFD) alone for 16 weeks. 

The third group of mice was fed with high-fat diet and treated with selective COX – 2 

inhibitors (Celebra®) (HFD+ICOX) at a dosage of 100mg/kg of body weight, for 8 weeks 

(the dosage was corrected every week according with the animals body weight). 
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Not added the group with standard diet and celecoxib because of previous studies do 

not show differences in this group compared to the group that received standard diet only  (14, 

15). 

 

Measurements of body weight, food intake and tissue collection  

 

The food intake was measured twice per week during the treatment to obtain food 

efficiency (food intake/body weight). Overnight fasted mice were killed by decapitation and 

samples of blood and epididymal, retroperitoneal, mesenteric white adipose tissue and brown 

adipose tissue were collected, weighed and immediately frozen in dry ice and stored at – 800C 

for subsequent analysis. 

 

Glucose tolerance and insulin sensitivity tests 

 

For the glucose tolerance test, d–glucose (2 mg/g body weight) was intraperitoneally 

injected into overnight fasted mice. Glucose levels from tail blood samples were monitored at 

0, 15, 30, 60, and 120 min after injection using an Accu-Check glucometer (Roche 

Diagnostics ® , Indianapolis, USA). 

The insulin sensitivity test was performed on overnight-fed mice, after intraperitoneal 

injection of Insulin (0.75 units/kg body weight; Sigma–Aldrich ®, St. Louis, USA). Tail 

blood samples were taken at 0, 15, 30, and 60 min after injection for measurement of blood 

glucose level. 

 

Determination of plasma parameters 
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Blood samples were centrifuged (3.200 rpm for 10 min) and the serum was separated 

for the determination of triglycerides, HDL, and total cholesterol, by enzymatic tests (Wiener 

Lab, Argentina).  

 

Reverse transcription and real-time PCR 

 

The total RNA from the tissue samples was  extracted using Trizol reagent (Invitrogen 

Corp. VR , San Diego, CA, USA) and treated with DNAse. Reverse transcription was carried 

out with M-MLV (Invitrogen Corp. VR ) using random hexamer primers. The gene 

expression levels were determined by Real Time PCR (SYBR Green reagent) in Step One 

Plus equipment (Applied Biosystems-EUA). 

Gene expression was normalized to the reference gene GAPDH (FW: 5’AAC GAC 

CCC TTC ATT GAC CTC 3’; RV: 5’ CTT CCC ATT CTC GGC CTT GAC 3’). The genes 

of interest and respective primers were: TNF-α (FW: 5’ CAT CTT CTC AAA ATT CGA 

GTG ACA A 3’; RV:  5’ TGG GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC 3’),  IL-6 (FW: 5’ TTG 

GGA GTG GTA TCC TCT GTG 3’; RV: 5’ TTC CAT CCA GTT GCC TTC TTG 3’), AGT 

(FW: 5’GAC GTG ACC CTG AGC AGT CC 3’; RV: 5’ TGA GTC CCG CTC GTA GAT 

GG 3’) and ACE (FW:  5’ CTC AGC CTG GGA CTT CTA CAA C 3’; RV: 5’CTC CAT 

GTT CAC AGA GGT ACA CT 3’).  

The relative comparative CT method of Livak and Schmittgen was applied to compare 

gene expression levels between groups. Normalization of the target genes to the reference 

gene was performed using the  2−ΔΔCT method, where ΔΔCT  =  (CT,target – CT,reference) treated 

sample – (CT,target – CT,reference) untreated sample (16).  

 

Statistical analysis 
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Data are expressed as the mean ± SEM. The statistical significance of differences in 

mean values between mice groups was assessed by one-way ANOVA followed by Bonferroni 

post-test. 

Data from the insulin sensitivity and glucose tolerance tests were evaluated by two-

way ANOVA; the other parameters were analyzed by one-way ANOVA. Statistical 

differences, considered at an error probability of 0.01 and 0.05, were contrasted by student’s 

t-test. 

 

Results 

 

ICOX-2 treatment lowered fat deposition in mice fed with HFD 
 

 

Analysis of the animals weight indicated that the group HFD+ICOX had a significant 

increased weight loss (28.92g ± 0.50) when compared to the HFD-fed group (30.83g ± 0.57). 

However, no difference between the HFD and HFD+ICOX when compared to the control 

group was found (29.82g ± 0.47) (Fig. 1A). 

Regarding the food intake average (per body weight), the animals fed with 

HFD+ICOX had a significantly lower food intake when compared to the ST and HFD groups.                 

The epididymal white adipose tissue mass was significantly higher in HFD-fed group 

(1.039 mg ± 0.39), when compared to the ST (0.47mg ± 0.12), while the HFD+ICOX group 

showed the  lowest epididymal white adipose tissue mass (0.4320 mg ± 0.36) (Fig. 1B). The 

retroperitoneal (Fig. 1C) and mesenteric (Fig. 1D) white adipose tissue mass were also 

significantly affected by the treatments. Concerning the retroperitoneal tissue, the HFD-fed 

group (0.44mg ± 0.09) showed a higher value when compared to the ST (0.19mg ± 0.02) and 

HFD+ICOX groups (0.11mg ± 0.05). The mesenteric tissue had a higher mass in the HFD 

group (0.58mg ± 0.14), when compared to the ST (0.18mg ± 0.02) and HFD+ICOX (0.11mg 

± 0.04) groups. Moreover, the brown adipose tissue showed a higher mass value in the HFD-

fed group (0.25 mg ± 0.01) in comparison to the HFD+ICOX group (0.12mg ± 0.03) (Fig. 

1E). 
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Fig. 1. Effect of the chronic administration of ICOX-2 on fat deposition in mice-fed standard 

(ST), high-fat diet (HFD), HFD plus cyclooxygenase inhibitor (HFD+ICOX). (A) Body 

weight (g) (B) epididymal adipose tissue (C) retroperitoneal adipose tissue (D) mesenteric 

adipose tissue  (E) brown adipose tissue.  *p < 0.05 (one-way ANOVA). 

 

 

ICOX-2 treatment changed blood parameters in mice fed with HFD 
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Mice from the HFD-fed group had significantly  higher glucose levels  (160.8 ±  42.7, 

in mg/dL) when compared to ST (115.5mg/dL ±17.1)  and HFD+ICOX groups (104.0mg/dL 

± 24.8) (Fig. 2A). 

In addition, the levels of triglyceride were higher in the ST group (139.4 ± 37.5, in mg/ 

dL) when compared to the HFD+ICOX (85.0 ± 6.1) (Fig. 2C), but similar to the HFD group 

(132.5mg/dL ± 18.9). The levels of total cholesterol (172.5mg/dL ± 30.5) and HDL-c 

(111.4mg/dL ± 19.4) were higher in the HFD+ICOX group when compared to the ST group 

(143.3mg/dL ± 12.0; 83.2mg/dL ± 8.8) (Fig. 2B e 2D). The total cholesterol was higher in the 

group treated with celecoxib reason for the high levels of HDL in this group.  
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Fig. 2. Blood parameters of mice-fed standard (ST), high-fat diet (HFD), HFD plus 

cyclooxygenase inhibitor (HFD-ICOX). (A) Glucose (mg/dL) (B) Total cholesterol (mg/dL) 

(C) Triglycerides (mg/dL) (D) HDL cholesterol (mg/dL). * p < 0.05; **p < 0.01 (one-way ANOVA). 

 

ICOX-2 treatment improves insulin sensitivity and glucose tolerance in mice fed HFD 
 
 

The glucose levels assessed during the insulin sensitivity (Fig. 3A) and glucose 

tolerance tests were significantly different between the groups. For the insulin sensitivity test, 
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the glucose levels were higher in the HFD (12643 ± 2411) when compared to the ST (8409 ± 

554.5) and also the HFD+ICOX group (7100 ± 1259). Additionally, the glucose levels were 

shown in the area under the curve and also in glucose tolerance test (Fig. 3B) to be higher in 

the HFD group (35411 ± 3014) when compared to the ST (26444 ± 2339) and HFD+ICOX 

(30853 ± 2077) groups. While the levels were higher in HFD+ICOX (30853± 2077) when 

compared to ST (26444 ± 2339). 
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Fig. 3. Insulin sensitivity and glucose tolerance tests in mice-fed standard (ST), high-fat diet 

(HFD) and HFD plus cyclooxygenase inhibitor (HFD-ICOX). (A) Insulin sensitivity test 

(mg/dL) (B) Glucose tolerance test (mg/dL). *p < 0.05; **p<  0.01 (Two-way ANOVA). 

 

ICOX-2 treatment can modify inflammatory response in HFD fed mice 
 

 

The real-time PCR analysis, evidenced that the expression of TNF-α in the epididymal 

adipose tissue show significant differences between the groups analyzed (Fig. 4A), it is higher 

in the HFD group (2.44±0.45) when compared to ST (1.00±0.00) and HFD+ICOX 

(0.46±0.02) groups. On the other hand, the expression of interleukin 6 was lower in the 

HFD+ICOX group (0.48±0.05) when compared to the group fed standard (1.00±0.00) high-fat 

diet (1.33±0.16) (Fig. 4B). 
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Fig. 4. Expression of components of the inflammatory system in epididymal adipose tissue of 

mice-fed standard (ST), high fat diet (HFD), HFD plus cyclooxygenase inhibitor (HFD-

ICOX). (A) Tumor necrosis factor - alpha (TNF- α) mRNA expression (B) Interleukin-6 (IL-

6) mRNA expression. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 (one-way ANOVA). 

 
ICOX-2 treatment modulates the renin-angiotensin system in HFD fed mice  
 
 

The mRNA expression of AGT was significantly higher in HFD (2.67 ± 1.22) when 

compared to ST (1.00) and  HFD-ICOX  (0.89 ± 0.59) (Fig. 5A). The expression of ACE was 

higher in HFD (2.47 ± 0.21) in comparison to HFD-ICOX  (1.22 ± 1.00) and ST (1.00±0.00) 

(Fig. 5B).  
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Fig. 5. Expression of components of the renin-angiotensin system in epididymal adipose 

tissue of mice-fed standard (ST), high-fat diet (HFD), HFD plus cyclooxygenase inhibitor 

(HFD-ICOX). (A) Angiotensinogen (AGT) (B) Angiotensin-converting enzyme (ACE). *p < 

0.05; ** p < 0.01 (one-way ANOVA). 

 

Discussion 
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The main findings of this study show that the treatment with an anti-inflammatory 

selective inhibitor of cyclooxygenase II, in HFD fed mice modulates RAS expression in 

adipose tissue, reversing various parameters of metabolic syndrome. Therefore, one of the 

anti-obesity effects of Celebra® may be mediated through the levels of interleukin 6 (IL-6), 

TNF-α, Agt and ACE, as described below. 

As shown in previous studies, it is observed that changes in adipose tissue could 

regulate the RAS. ACE may be a modulator of the body's response to high-fat diet (HFD) 

(17). It is known that high-fat diet increases the deleterious enzyme ACE (12), which is 

consistent with our findings that showed an increased expression of ACE in the HFD group 

when compared to ST and HFD+ICOX reinforcing the pro-inflammatory effects of this diet. 

In addition, our results showed significant differences in the mRNA levels of Agt and 

ACE gene among groups, since the expression levels of Agt in the white adipose tissue were 

higher in the HFD group and reduced in HFD+ICOX group, similar to the ST group. 

These data are consistent with those found by Kalupahana et al., who found data 

associating the Agt gene in the process of lipid metabolism in adipocytes (2) and that whole 

Agt body deficiency leads to a lean phenotype which is manifested with a decrease in fat mass 

and the engagement of the weight gain induced by high-fat diet in rodents (18, 19). 

Other studies show that the adipose tissue-secreted Agt, induces obesity and an 

associated inflammation, a major factor for the pathogenesis of metabolic disorders, and 

therefore is a potential target for obesity research (20-22), suggesting a pivotal role of the 

RAS in obesity. 

As in the study by Andrade et al. (2014) that shows that an increase in Ang- (1-7) 

levels at the beginning of the current treatment diet has a protective effect against the pro-

inflammatory state of adipose tissue in overweight mouse induced by HFD (13). In addition, 

transgenic rats  expressing an Ang-(1-7) showed a decrease in body weight, COX-2 and IL-1β 

expression in abdominal fat and increasing levels of HDL cholesterol (23). 

Lim et al. (2015) had demonstrated that COX-2 is induced by inflammatory 

stimulation (23-25). 

In the present work, ICOX-2 treatment improved body weight loss in obese mice after 

being fed with high-fat diet (HFD), justified by the high dietary fat content and the greater 

amount of calories in comparison to the standard diet.  

In our study, the treatment with the aforementioned anti-inflammatory drug 

(Celecoxib) was able to lower the adipose tissue mass of the epididymal, retroperitoneal, 

mesenteric and brown adipose tissue compared to the HFD group.  
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Hsieh et al. (2010) demonstrated that the inhibition of the COX-2 activation in rats 

with obesity induced by high-fat diet may be responsible for alleviating the inflammation in 

visceral and subcutaneous adipose tissue (11). 

Analyzing the lipid parameters, the triglyceride levels were higher in the HFD group, 

but when there was the addition of the COX2 inhibitor, a decrease was observed in the levels 

of triglycerides. This occurs because HFD is rich in high saturated fat, which is directly 

associated with increased triglyceride levels. 

In addition, we demonstrated that fat-rich diet affects the serum lipid profile of mice, 

reducing the expression of HDL-C, which was reverted by the treatment with the ICOX that 

increased the HDL-C levels and decreased the triglyceride levels.   

The levels of total cholesterol were found to be lower in the HFD group and increased 

in the HFD+ICOX2 group, which does not corroborate with the findings reported in the 

literature, as observed in a study where Vioxx administration,  another 

selective cyclooxygenase-2 inhibitor, resulted in decreased levels of HDL and total 

cholesterol (26).  

The insulin sensitivity and glucose tolerance tests allowed us to observe reduced 

circulating glucose levels in the HFD+ICOX group, which were similar to the glucose levels 

found in the ST group.  

Other studies show the indirect suppression of muscle insulin resistance, by decreasing 

systemic oxidative stress generated by COX-2 in mice with obesity induced by high-fat diet 

after inhibition of COX-2(27).  Still another recent study suggested that cyclooxygenase 

(COX) 2-mediated inflammation in adipose tissue could be heavily involved in insulin 

resistance associated with obesity and fatty liver (23), and visceral fat ignited in response to 

COX-2 activation, significantly deteriorated the pancreatic β-cell function in obesity (28-31). 

 In obesity, the adipose tissue has been described to present an inflammation of low 

intensity along with increased secretion of cytokines (32-34). It has been demonstrated in 

various types of cells, being able to stimulate COX-2 expression, particularly in obese patients 

(35-37) and to inhibit the secretion of insulin from murine islets promoters, and lines of 

insulin secreting cells (6, 21, 33). 

Furthermore, this work shows that the inhibition of COX2 decreases the mRNA 

expression of the tumor necrosis factor (TNF-α) and interlekin-6 (IL 6), in epididymal adipose 

tissue, when compared to the groups fed a diet with standard and high-fat diet without ICOX 

treatment.  
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Several studies reported that TNF-α and IL- 6 are increased in obesity and this 

increase is correlated with numerous metabolic disorders (38-40). 

 In this study we observed that the high-fat diet modulates the inflammatory and RAS 

profiles in adipose tissue pointing to a strong participation of RAS in related obesity diseases. 

Our study also highlights that the anti-inflammatory cyclooxygenase type 2 inhibitor alters 

these systems producing a reduction in body weight, blood glucose and triglycerides levels, 

which indicates a strong potential of this drug in the prevention or treatment of metabolic 

syndrome/obesity. 

 

Conclusion 

 

Concerning the mechanisms involved in the prevention of a proinflammatory profile 

and the improvement of metabolism in mice, despite the deleterious stimulus of high-fat diet, 

we hypothesize that decreased proinflammatory proteins in adipose tissue induced by 

selective inhibitor cycloxygenase type 2, celecoxib, is able to improve metabolism, through 

the modulation of the renin-angiotensin system. 
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4.2 PRODUTO 2 

 Celecoxib reduces liver lipogenesis in high-fat fed mice  
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ABSTRACT 

 

Non-alcoholic fatty liver disease is a lipid accumulation (mainly as triglyceride) in the hepatic 

tissue. The aim of this study was to investigate the role of celecoxib on hepatic triacylglycerol 

metabolism in non-alcoholic fatty liver and to explore the potential mechanism through 

expression of yours liver markers in mice treated with a high-fat diet. Males FVB/N mice 

were divided into 3 groups that were fed with experimental diets, standard and high-fat diet, 

for 180 days. The third group was treated with high-fat diet for 120 days and treated with 

cyclooxygenase-2 inhibitor for two months at a dose of 100mg / kg of body weight. The body 

weight, food intake, blood parameters and liver histology were analyzed. Expression of ACC, 

PPAR-γ, FAS, SREBP-1 c was evaluated by quantitative real-time reverse transcriptase. The 

main finding of the present study proposes that celecoxib treatment results in weight loss in 

obese animals, reduced food consumption and decreased triglycerides. The analyses of liver 

adipogenesis related genes indicated that ACC, FAS and SREBP1-c mRNA expression were 

significantly suppressed in high fat diet + cyclooxygenase-2 inhibitor mice. In conclusion, we 

observed that celecoxib improved lipid metabolism and decreased fat deposition in liver of 

mice with obesity-inducible diets.  

Keywords: Nonsteroidal anti-inflammatory drug. Obesity. Cyclooxygenase-2. Fatty Liver. 
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1. Introduction 

 

 Obesity is described as a major risk factor for nonalcoholic fatty liver disease 

(NAFLD), a disease spectrum that includes hepatic steatosis, steatohepatitis, fibrosis, and 

liver cirrhosis [1,2]. 

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is one of the most common manifestations 

of chronic liver disorders worldwide [3]. NAFLD represents a continuum of hepatic injuries, 

which progress from simple hepatic steatosis to nonalcoholic steatohepatitis, with some 

people even ultimately progressing to fibrosis, cirrhosis, and liver failure [4]. The mechanism 

leading to non-alcoholic fatty liver disease remains unclear. Actually, fatty liver disease is 

considered the most prevalent form of hepatosteatosis associated with obesity and metabolic 

syndrome [5]. 

Elevated insulin also leads to activation of the lipid biosynthetic pathway through 

activation of the expression and proteolytic maturation of the transcription factor sterol 

regulatory element binding protein 1c (SREBP-1c) [6], thereby leading to the increased 

expression of fatty acid synthase (FAS) and acetyl-CoA carboxylase (ACC) in the lipogenesis 

pathway, resulting in steatosis [7]. 

Several genes associated with lipid metabolism play important roles in regulation of 

lipogenesis-associated transcription fator [8], such as SREBP1, FAS, ACC and PPARγ,  this 

last one selectively induces expression of several adipogenic proteins [9]. 

The cyclooxygenase (COX) inhibitors are widely used worldwide. COX corresponds 

to a class of enzymes with two main isoforms: COX-1 is produced in a constitutive manner, is 

associated, in most cases, the physiological functions, and COX-2 is normally associated with 

pathological conditions. Their byproducts involved in the perception of pain and 

inflammation [10]. Celecoxib is a non-steroidal antiinflammatory drug (NSAID) and a highly 
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selective inhibitor of cyclo-oxygenase-2 (COX-2), which is a rate-limiting enzyme in the 

prostaglandin synthesis pathway [11], but the contribution of celecoxib in the liver steatosis 

via lipolysis/lipogenesis remains inconclusive. 

Thus, the present study aimed to investigate whether celecoxib treatment could 

improve NAFLD, and we explored the possible mechanisms associated with lipogenesis. A 

deeper understanding of the role of celecoxib in modulating the biological markers of NAFLD 

will substantiate its potential as a therapeutic candidate. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Animals  

 

Twenty-two FVB\N male mice, aged 8 weeks, were divided into 3 groups that were 

fed with the following experimental diets: Standard diet (ST) and high-fat diet (HFD) in a 

period of 180 days. The third group was fed HFD during four months, and treated with COX-

2 inhibitor (HFD + ICOX) for two months at a dosage of 100 mg / kg body weight. The mice 

were housed in individual cages, under 12h light-dark cycle (lights on from 7:00 to 19:00 h) 

and at a temperature of 25.0 ± 2.0ºC. Food and water were given ad libitum. This study was 

approved by the Ethics Committee of Experimentation and Animal Welfare of Unimontes, 

Montes Claros, Brazil, by the process nº 022/2012. 

 

2.2. Diets 

 

The high-fat diet, composed of 39.0% carbohydrate, 17.0% protein and 44.0% fat, 

representing a total of 4.27 kcal per 1 g of diet, was prepared according to the protocols 
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previously reported [12]. Standard diet (Purina – Labina®), which was used for the regular 

maintenance of our mice, was composed of 50.3% carbohydrate, 41.9% protein and 7.8% fat, 

representing a total of 2.18 kcal per 1g of diet [13]. All of the high-fat diet components were 

purchased from Rhoster® LTDA (São Paulo, São Paulo, Brazil).  

The experimental groups were: ST (n=9), HFD (n=7) and HFD+ICOX (n=6). The first 

group received standard diet (ST) and the second group was fed with high-fat diet (HFD) 

alone for 24 weeks. The third group of mice was fed with high-fat diet  for 16 weeks and 

treated with selective COX – 2 inhibitors (Celebra®) (HFD+ICOX) at a dosage of 100mg/kg 

of body weight, for 8 weeks (the dosage was corrected every week according with the animals 

body weight). 

Not added the group with standard diet and celecoxib because of previous studies do 

not show differences in this group compared to the group that received standard diet only 

 [14,15]. 

 

2.3. Measurements of body weight, food intake and tissue collection  

 

The mice were individually housed and the food intake was measured twice per week 

during the treatment to obtain food efficiency (food intake/body weight). Overnight fasted 

mice were killed by decapitation and samples of blood and liver were collected, weighed and 

immediately frozen in dry ice and stored at − 80 ◦C for subsequent analysis. 

 

2.4. Determination of plasma parameters 

 

Blood samples were centrifuged (3.200 rpm for 10 min) and the serum was separated 

for the determination of triglycerides and HDL, by enzymatic tests (Wiener Lab, Argentina).  
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2.5. Reverse transcription and real-time PCR 

The tissues were prepared in Trizol reagent (Invitrogen Corp. VR, San Diego, CA, 

USA) and treated with DNAse. Reverse transcription was carried out with M-MLV 

(Invitrogen Corp.VR) using random hexamer primers. The endogenous glyceraldehydes-3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH) (internal control), acetyl-CoA carboxylase (ACC), 

peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR-γ), sterol regulatory element-binding 

protein-1c (SREBP-1 c) and fatty acid synthase (FAS) mRNA were determined by 

quantitative real-time reverse transcriptase PCR (qRT-PCR) using SYBR Green reagent 

(Applied Biosystems, Grand Island, NY, USA) in Step One Plus equipment (Applied 

Biosystems-EUA). 

Gene expression was normalized to the endogenous GAPDH (FW:5’AAC GAC CCC 

TTC ATT GAC CTC 3’; RV: 5’CTT CCC ATT CTC GGC CTT GAC 3’). The genes of 

interest and respective primers were: PPAR- γ (FW:5’TTA  TGG  GTG  AAA CTC TGG G 

3’; RV: 5’CAA CCA TTG GGT CAG CTC 3’),  ACC (FW: 5’GAA CAT CCC CAC GCT 

AAA CAG A 3’; RV: 5’CTG ACA AGG TGG CGT GAA GG 3’), SREBP1-c (FW: 5’TGC 

GTG GTT TCC AAC ATG AC 3’; RV: 5’CCT CAT GTA GGA ATA CCC TCC TCA TA 

3’)  and FAS (FW: 5’CAT CCT AGG CAT CCG AGA CCT 3’; RV: 5’ATC GTG TTC TCG 

TTC CAG GAT C 3’). 

The relative comparative CT method of Livak and Schmittgen was applied to compare 

gene expression levels between groups. Normalization of the target genes to the reference 

gene was performed using the  2−ΔΔCT method, where ΔΔCT  =  (CT target – CT reference) treated 

sample – (CT target – CT reference) untreated sample [16].  

 

2.6. Hematoxylin and eosin staining  
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Liver samples were fixed in formaldehyde solution (10%) and embedded in paraffin 

serially sectioned at 5 mm, stained with hematoxylin and eosin (HE), and evaluated under a 

conventional light microscope using an Olympus BX50 microscope (Tokyo, Japan). Images 

of fat tissue areas (10 ocular and 40 objective lenses) were captured with Evolution LC color 

light camera (Media Cybernetics, Rockville, MD, USA).  

 

2.7. Statistical analysis 

 

All data were transferred to GraphPad Prism software (Version 5.0, GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, USA) and analyzed with confidence 95% (P < 0.05). Data are 

expressed as the mean ± SD. The statistical significance of differences in mean values among 

mice groups was assessed by one-way ANOVA followed by Bonferroni post-test. 

 

3. Results 

 

3.1. ICOX-2 treatment lowered food intake and weight gain in mice fed with the HF diet  

 

 During the experiments, analysis of the animal weight indicated that animals of the 

group receiving treatment with drugs inhibitory of cyclooxygenase (ICOX) had significant 

weight loss (28.92g ± 0.50) compared to the HF-fed group (30.83g ± 0.57). But no difference 

between these and control group (29.82g ± 0.47) (Fig. 1A). 

Food intake average (per body weight) (Fig. 1B) was lower significantly in the group 

of animals fed high-fat diet and treated with cyclooxygenase inhibitor when compared with 

both groups (mice-fed standard (ST) and  HF-fed group without treatment).  
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3.2. ICOX-2 treatment changed blood parameters in mice fed with the HF diet 

 

Triglyceride levels were higher in ST group (139.4 ± 37.5, in mg/ dL) when compared 

to the group fed HFD and treated with cyclooxygenase inhibitor (85.0 ± 6.1) (Fig. 2A), but 

was similar to the group  fed high-fat diet (132.5mg/dL ±  18.9). Levels HDL-c (111.4mg/dL 

± 19.4) was higher the group fed high-fat diet  and treated with cyclooxygenase inhibitor 

when compared to the ST group (83.2mg/dL ± 8.8) (Fig. 2B). 

 

3.3. ICOX-2 treatment lowered fat deposition and steatosis in mice fed with the HF diet 

 

Analysis indicated that the HFD + ICOX group had a substantial decrease in the total 

liver weight in relation to HFD mice (Fig. 3A).  

The liver histologic examinations in mice fed the HFD indicated prominent steatosis 

(Figura 3B). Hence, we performed a histologic analysis to examine the effect of celecoxib on 

the development of fatty liver. Large hepatic lipid droplets were diffusely present in the livers 

of the HFD group mice compared with the other groups (Fig. 3B). 

 

3.4. ICOX-2 treatment can modify adipogenesis in mice fed with the HF diet 

 

In real-time PCR analysis, mRNA expression of adipogenesis-related genes indicated 

that ACC (ST: 1.19 ± 0.61; HFD: 4.93 ± 0.24; HFD + ICOX: 0.73 ± 0.34), SREBP-1 c (ST: 

1.01 ± 0.01; HFD: 4.76 ± 0.22; HFD + ICOX: 1.57 ± 0.32)  and FAS (ST: 1.00 ± 0.00; HFD: 

1.22 ± 0.16; HFD + ICOX: 0.57 ± 0.18)  mRNA expression in the liver was significantly 

suppressed in HFD + ICOX (Fig. 4 A, C and D) when compared to HFD. However, the 

difference was not significant in the expression of PPAR-γ (ST: 1.00 ± 0.00; HFD: 2.19 ± 
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0.50; HFD + ICOX: 1.60 ± 0.18) in the treated group compared to the HFD, there is only one 

difference between groups ST and HFD (Fig. 4B). 

 

4. Discussion 

 

Liver is a complex and important organ and plays an essential role on lipid and 

glucose metabolic regulation [17]. 

Non-alcoholic fatty liver disease is an inflammation of the liver that is currently highly 

relevant because of its strong association with diseases such as obesity and type-2 diabetes 

mellitus [18]. 

We observed an important reduction in fat mass, liver weight, and hepatic steatosis 

associated with decreased circulating triglyceride and increase of HDL; improved lipid 

metabolism; and decreased expression lipogenesis markers. All of these effects of hepatic 

diseases were attenuated after treatment with celecoxib, a COX-2 inhibitor. 

In this context, recent studies suggested that COX-2 expression protects against 

obesity by an increase in thermogenic activity [19]. Moreover, this effect has been attributed 

principally to COX-2–derived PGE2 [20]. 

The present study shows that the administration of celecoxib in mice fed with high fat 

diet induced neuroendocrine obesity, which were accompanied by hepatic steatosis. These 

results are in agreement with the data obtained in previous studies [21-23]. 

 Other previous studies show that prolonged low-dose celecoxib treatment with 

ethanol enhances alcohol-induced steatosis and liver inflammatory reactions above that from 

ethanol or celecoxib alone, suggesting that reduction in PGE(2) by treatment 

with celecoxib removes the endogenous protective effect of this prostaglandin. [23]. 
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Moreover, studies have revealed that COX-2 activation in fat inflammation is crucial 

to the development of insulin resistance and fatty liver in high-fat-induced obese rats [24]. 

And that, the COX-2 inhibition (celecoxib) attenuates cardiovascular, liver steatosis and 

inflammatory aspects in monosodium glutamate-induced obese rats [25]. 

Other work has demonstrated that constitutive expression of COX-2 in hepatocytes 

protects against steatosis, adiposity, inflammation, and hepatic IR in mice under HFD, 

implicating the lack of COX-2 expression under these circumstances as a novel key player in 

the development of obesity-associated metabolic dysfunction. Furthermore, pharmacological 

inhibition of COX-2 reverts to the situation [26]. 

Several studies have documented the possible role of decreased liver fatty acid 

oxidation in the development and diet-induced obesity is largely caused by disorders of fat 

metabolism, resulting in a massive accumulation of fat in several tissues [27]. Lipid and 

energy metabolism are regulated by a complex network of signaling processes, and we, 

therefore, investigated mRNA expression of key genes regulating lipid metabolism [28]. 

The hepatic release of triacylglycerol to the bloodstream, fatty acid oxidation, and de 

novo lipogenesis are three key metabolic pathways that control hepatic triacylglycerol 

metabolism. They play a crucial role in the development of liver steatosis. 

Additionally, we showed a inhibition of the lipogenic pathway- ACC/FAS/ SREBP-

1c/ PPAR-γ, through mediators in the liver of obese mice, associated with celecoxib 

treatment.  

A possible explanation would be decreased levels of mRNA expression in genes 

encoding lipogenic proteins, such as SREBP-1c. The lipogenic transcription factor, SREBP-

1c, plays a crucial role in regulating fatty acid synthesis, and SREBP-1c–responsive major 

genes encode a rate-limiting enzyme in de novo fatty acid biosynthesis [29]. SREBP-1c is 

activator of the complete program of cholesterol and fatty acid synthesis in the liver [30].  
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Thus, celecoxib can have an effect on de novo lipogenesis and lipid metabolism in 

liver, as the results published by Hsieh et al.  [24,31]. 

It has been shown that the high-fat diet promoted lipogenesis and lipid storage by 

upregulating the lipid synthesis genes, such as ACC, FAS, SCD1, LXR, and ChREPB1, 

important for fatty acid uptake, transport, and metabolism in the liver [32]. 

  PPAR-γ is a nuclear receptor central to glucose and lipid homeostasis [33] and is 

upregulated in the liver of obese patients with NAFLD, representing an additional reinforcing 

lipogenic mechanism to SREBP-1 c induction in the development of hepatic steatosis [34]. 

In conclusion, the present study indicates that treatment with celecoxib offers a 

protective effect against the pro-inflammatory response profile in the liver and improves lipid 

metabolism in high-fat–fed mice, decreasing lipogenesis.  
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Figure legends 

 

Fig. 1.  Effect of chronic administration of ICOX on body weight and food intake in mice-fed 

standard (ST), high fat diet (HFD), HFD plus cyclooxygenase inhibitor (HFD+ICOX). (A) 

Body weight (g) (B) Triglycerides (mg/dL)..  *p < 0.05; **p < 0.01 (one-way ANOVA). 

 

Fig. 2. Hepatic parameters. Liver sample of mice-fed standard (ST), high fat diet (HFD), HFD 

plus cyclooxygenase inhibitor (HFD-ICOX). (A) Liver total weight (g/100 g body weight) (B) 

Lipid droplet (C) Hematoxylin and eosin (HE) staining. Scale bar, 50 µm. 40x. * p < 0.05; **p < 

0.01 (one-way ANOVA). 

 

Fig. 3. Analyses of mRNA expression of lipogenesis markers by qRT to PCR in liver of mice-

fed standard (ST), high fat diet (HFD), HFD plus cyclooxygenase inhibitor (HFD-ICOX). (A) 

ACC (B) PPAR- γ (C) SREBP-1 c (D) FAS. *p < 0.05; **p < 0.01 (one-way ANOVA). 
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Fig. 1 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Nos últimos anos, a obesidade/síndrome metabólicae a esteatose hepática tem 

emergido como um problema de saúde pública de relevância e em plena expansão. 

Por esta razão, estas enfermidades, conhecidas como doenças crônicas não 

transmissíveis, tem se tornado alvo constante de pesquisas, em busca de tratamento capaz de 

minorar os seus efeitos. 

Desta maneira, os resultados encontrados neste trabalho mostraram que o celecoxib foi 

eficaz na redução do peso corporal e da glicose de camundongos obesos, oferecendo um 

efeito protetor contra um perfil de resposta pró-inflamatória e modulando a atividade do 

sistema renina-angiotensina no tecido adiposo branco. Além de agir na esteatose hepática 

reduzindo fatores ligados à lipogênese. 

Diante disso, conclui-se que a administração oral de celecoxib foi eficaz no tratamento 

da síndrome metabólica/obesidade e da esteatose hepática, em modelo murino. 
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ANEXO C – Normas de formatação do produto 2 / Digestive and Liver Disease 

Guide for Authors 

INSTRUCTIONS TO AUTHORS 

Digestive and Liver Disease publishes papers reporting basic and clinical research in the 
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The Journal's format is in accordance with the International Committee of Medical Journal 
Editors (ICMJE) and the 2008 guidelines of the Council of Science Editors (CSE) to 
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see:http://www.icmje.org/ , http://www.councilscienceeditors.org 

CATEGORIES OF MANUSCRIPTS 
Original Papers 
The maximum length is 3,500 words, excluding the abstract, references, tables and figures. The abstract should 
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Randomized clinical trials must be registered and the CONSORT checklist included with the submission. 

PRESENTATION OF MANUSCRIPTS 
Manuscripts should have wide margins and double spacing throughout, i.e. also for abstracts, footnotes and 
references. Every page of the manuscript, including the title page, references, tables, etc., should be numbered. 
However, in the text no reference should be made to page numbers; if necessary, one may refer to sections. 
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Standard abbreviations may be used in the text; they are to be placed in parentheses after the full term is used for 
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All abbreviations contained in the Tables must be explained in a footnote below each table, even if already 
explained in the text. 

Each manuscript should be organized in the following order: 
1. Title page: 

• Title (this should be clear, descriptive and not exceed 160 characters, including spaces) 
• Name(s) of Author(s) with their highest earned degrees. Authorship should only be assumed by those 
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on: 
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code) and e-mail address to which the proofs should be sent 

• Source(s) of support in the form of grants, equipment, drugs, or all of the above 

2. Abstract: 
This should contain no more than 200 words. For original articles, the abstract should be structured (i.e., divided 
into six sections Background, Aims, Methods, Results, and Conclusion). Abstracts should briefly describe the 
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An abstract is often presented separate from the article, so it must be able to stand alone. References should 
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Non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first 
mention in the abstract itself. 
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4. Introduction: 
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summary of the results. 

5. Materials and Methods: 
Experimental/Materials and methods. Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods 
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research laws. 
6. Results:  
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7. Discussion:  
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include the conclusion in this section, unless it is a review article. 

8. Appendices:  
Identify appendices with capital letters: A, B, etc. Formulae and equations in appendices should be given 
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9. Acknowledgements:  
This section should acknowledge colleagues who have assisted or collaborated in the study who did not meet full 
authorship criteria (see Title Page). 

10. References:  
References should be numbered consecutively in the order in which they are cited in the text. The format of the 
references in the bibliography section should conform with the examples provided in New Engl J Med 
1997;336:309-15. 
References with four or more authors, the first three authors only must be listed, followed by et al. E 
 

11. Tables: 
Tables should be typed with double spacing each on a separate sheet, numbered consecutively with Arabic 
numerals, and contain only horizontal lines. Number tables consecutively in accordance with their appearance 
in the text. The text should include references to all tables. Each table should occupy a separate page of the 
manuscript. Tables should never be included in the text. Each table should have a brief and self-explanatory title. 
Place footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters, indicate each 
footnote in a table with a superscript lowercase letter. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and 
ensure that the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article. Authors should 
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take notice of the limitations set by the size and layout of the Journal. Large tables should be avoided, reversing 
columns and rows will often reduce the dimensions of a table. If many data are to be presented, an attempt 
should be made to divide them over two or more tables. Column headings should be brief, but sufficiently 
explanatory. Standard abbreviations of units of measurement should be added between parentheses. Vertical 
lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between the columns instead. 

• Tables must be uploaded separately 
• There must be no more than a total of 6 figures and tables 

12. Illustrations: 
All illustrations (line drawings and photographs) should be submitted as separate files, in TIFF, EPS, 
JPEG or PDF format. 

• Illustrations should be numbered according to their sequence in the text. References should be made in 
the text to each illustration. 

• Illustrations should be designed with the format of the page of the journal in mind. Illustrations should 
be of such a size as to allow a reduction of 50%. 

• Lettering should be big enough to allow a reduction of 50% without becoming illegible. Any lettering 
should be in English. Use the same kind of lettering throughout and follow the style of the journal. 

• If a scale should be given, use bar scales on all illustrations instead of numerical scales that must be 
changed with reduction. 

• Each illustration should have a legend. The legends to all illustrations should be typed on a separate 
sheet at the end of the manuscript. 

• Explanations should be given in the figure legend(s). Drawn text in the illustrations should be kept to a 
minimum. 

• Photographs are only acceptable if they have good contrast and intensity. 
• If you submit usable colour figures, Elsevier would ensure that these figures appeared free-of-charge in 

colour in the electronic version of your accepted paper, regardless of whether or not these illustrations 
are reproduced in colour in the printed version. Colour illustrations can only be included in print if the 
Author contributes the additional cost of reproduction: you would receive information regarding the 
costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please note that because of technical 
complications which may arise by converting colour figures to 'grey scale' (for the printed version, 
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• Advice on the preparation of electronic artwork can be found at the following 
URL: http://elsevier.com/artworkinstructions 

• There must be no more than a total of 6 figures and tables 

13. Figures and Photographs: 
Figures and photographs of good quality should be submitted online as a separate file. Please use a lettering that 
remains clearly readable even after reduction to about 66%. For every figure or photograph a legend should be 
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Arabic numerals. All Authors wishing to use illustrations already published must first obtain the permission of 
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14. Footnotes: 
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using superscript Arabic 
numbers. Many word processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be 
the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves on a separate sheet at 
the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list. 


