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RESUMO

A obesidade é uma doenca crénica decorrente da associacdo de multiplos fatores que resultam
no acumulo excessivo de gordura corporal. Representa atualmente um grande problema de
salde publica pela sua abrangéncia epidemioldgica e a associacdo com outros problemas
também muito prevalentes como a hipertensdo arterial e diabetes mellitus tipo 2. Relaciona se
também & obesidade o desenvolvimento da Sindrome Metabolica decorrente dentre outras
causas de um desequilibrio no Sistema Renina Angiotensina. O objetivo deste estudo foi
analisar os efeitos do Enalapril sobre a funcdo metabdlica e inflamacdo hepatica de
camundongos tratados com dieta hiperlipidica. O experimento foi realizado com 32
camundongos Swiss machos (8 semanas de idade) separados igual e aleatoriamente em 4
grupos (n = 8). Os grupos foram divididos em dieta padrdo (DP), dieta padrdo mais Enalapril
(DH+ENAL), dieta hiperlipidica (DH) e dieta hiperlipidica mais Enalapril (DH+ENAL).
Foram feitas mensuraces semanais do peso dos animais e consumo alimentar e testes de
tolerancia a glicose (TTG) e sensibilidade a insulina (TSI), e a ultrassonografia foi usada para
avaliag@o hepatica e do “epididymal fat pad”, os animais foram sacrificados por decapitacéo e
coletadas e armazenadas amostras de sangue e tecido. Amostras de figado foram submetidas a
histologia de HE e anélise da expressdo génica por RT-PCR. A anélise estatistica foi feita em
Graph Pad Prism Software e analisada sob confianga de 95% (P <0,05). Os dados sdo
expressos como a média £ DP. O significado estatistico das diferencas nos valores médios
entre os grupos foi avaliado por fator ANOVA ou Test T. Os resultados demonstram uma
diminuicdo do peso ap6s o tratamento com Enalapril, assim como do tamanho do tecido
adiposo epididimal (TAE) que foi menor nos grupos tratados com o medicamento. Houve
uma tendéncia para melhor perfil glicémico nos grupos tratados, com menor glicemia de
jejum e recuperacdo mais rapida aos TTG e TSI. A ecogenicidade hepatica e a medida de
esteatose foi menor nos grupos que receberam Enalapril. A expressao génica revelou maior

inflamacdo hepatica nos animais que receberam a medicagao.

Palavras-chave: Sistema renina-angiotensina; Enalapril; Obesidade; Resisténcia a insulina;

Figado gorduroso.



ABSTRACT

Obesity is a chronic disease caused by the association of multiple factors that result in
excessive accumulation of body fat. It currently represents a major public health problem due
to its epidemiological coverage and its association with other very prevalent problems, such
as arterial hypertension and type 2 diabetes mellitus. The development of Metabolic
Syndrome is also related to obesity, among other causes of an imbalance in the System Renin
Angiotensin. The objective of this study was to analyze the effects of Enalapril on the
metabolic function and hepatic inflammation of mice treated with high fat diet. The
experiment was performed with 32 male Swiss mice (8 weeks old) equally and randomly
divided into 4 groups (n = 8). The groups were divided into standard diet (DP), standard diet
plus Enalapril (DH + ENAL), high fat diet (DH) and high fat diet plus Enalapril (DH +
ENAL). Weekly measurements of animal weight and feed intake and glucose tolerance (TTG)
and insulin sensitivity (TSI) measurements were performed and ultrasound was used for liver
and epididymal fat pad evaluation, animals were sacrificed by decapitation and collected and
stored blood and tissue samples. Liver samples were submitted to HE histology and gene
expression analysis by RT-PCR. The statistical analysis was done in Graph Pad Prism
Software and analyzed under 95% confidence (P <0.05). Data are expressed as the mean +
SD. Statistical significance of differences in mean values between groups was assessed by
ANOVA or Test T factor. The results demonstrate a decrease in weight after treatment with
Enalapril, as well as the size of epididymal adipose tissue (EAT) which was lower in the
treated groups with the medicine. There was a tendency for a better glycemic profile in the
treated groups, with lower fasting glucose and faster recovery to TTG and TSI. Hepatic
echogenicity and steatosis measurement were lower in the groups receiving Enalapril. Gene

expression revealed increased hepatic inflammation in animals receiving the medication.

Keywords: Renin-angiotensin system; Enalapril; Obesity; Insulin resistance; Fatty liver.
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1 INTRODUCAO

O Enalapril ¢ um medicamento anti-hipertensivo da classe dos inibidores da enzima
conversora de angiotensina (ECA). Na década de 50, as pesquisas de dois médicos brasileiros,
Mauricio Rocha e Silva e Wilson Teixeira Beraldo, com o veneno obtido a partir da cobra
Bothrops jararaca levou ao isolamento da substancia bradicinina com propriedades
hipotensivas, mais tarde essa descoberta viabilizou a sintese do Captopril e demais inibidores
de ECA (1, 2). Os inibidores de ECA, além de seu potencial vasodilatador, sdo considerados o
padrdo para tratamento de doengas cardiovasculares em doentes renais cronicos.
Medicamentos como o Enalapril tém se provado eficientes na melhora da sobrevida de
pacientes, diminuicdo dos problemas causados por hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca
congestiva, infarto agudo do miocardio e interrompe a progressao de doengas renais cronicas
(3). E também desempenham um papel na prevencdo e tratamento do diabetes mellitus tipo 2
(DM2) e diminuir a resisténcia a insulina (R1) (4).

Os efeitos do Enalapril na melhora de parametros metabdlicos estdo associados com sua
interferéncia no sistema renina-angiotensina (SRA). Este sistema peptidico hormonal ¢ um
importante regulador da pressdo arterial e da homeostase eletrolitica renal, porém além do seu
papel fisioldgico alguns componentes de SRA também estdo envolvidos em alteracdes
patoldgicas da estrutura e funcdo de diversos 6rgdos através da sua expressdo génica e
deteccdo de resposta inflamatéria exacerbada (5, 6). Os efeitos do SRA estdo associados com
duas vias opostas deste mesmo sistema. Uma delas é a via tida como classica na qual o0s
principais componentes sdo o angiotensinogénio (AGT), a ECA, a angiotensina Il (Ang Il) e
0s receptores de angiotensina tipo 1 (AT1) que ao serem ativados induzem sinais como
vasoconstricdao, proliferagdo celular, retencdo de sédio e liberacdo de aldosterona. O eixo
contra regulatério também comecga com o AGT e outros componentes mais importantes sdo a
enzima conversora de angiotensina 2 (ECAZ2), a angiotensina-(1-7) (Ang (1-7)) e o receptor
Mas que apresenta propriedades vasodilatadoras, antiproliferativas, cardioprote¢do e melhora

da funcéo renal (7).

A expressdo tecidual do SRA tem impacto direto na patologia da sindrome metabolica (SM),
um grupo de achados clinicos que envolve hipertensdo arterial, obesidade abdominal,
hipertrigliceridemia, hiperglicemia e baixo colesterol de lipoproteina de alta densidade (LDL)

(8). O primeiro braco apresentado anteriormente do SRA tente a fortalecer alteragdes
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patoldgicas que levam ao surgimento e manutengdo da SM, enquanto que a segunda via tem
se comprovado benéfica na prevencéo dessas desordens, desempenhando um papel importante
na homeostase do metabolismo de glicose e balanco energético. Por sua associa¢do com a SM
e com diversas outras morbidades associadas a obesidade o SRA representa importante alvo
para intervencao farmacoldgica o que coloca o Enalapril em destaque justamente por bloquear

os efeitos deletérios da via (9, 10).

A maior relevancia clinica do Enalapril tem sido observada no tratamento da hipertenséo
artérial e alguns casos diabetes mellitus tipo 2 (DM2), porém como essas duas doencas
geralmente sempre vem acompanhadas de outras complica¢fes principalmente relacionadas a
obesidade e SM ¢ imperativo avaliar a relacdo desse bloqueio farmacoldgico do SRA no
metabolismo de carboidratos, lipideos e as possiveis alteracbes metabdlicas e estruturais em
6rgdos chave. Um 6rgdo protagonista no cenario metabolico do organismo é o figado, que
além de ser o principal desintoxicante de substancias circulantes, ele ainda é um importante
sitio de metabolismo, estoque e distribuicdo de carboidratos, proteinas e lipideos,
desempenhando um papel central na homeostase metabolica (11). A doenca hepatica
gordurosa ndo alcoolica (NAFLD) é a manifestacdo hepéatica da SM e pode ser observada por
diferentes tipos de danos no figado que vao desde esteatose hepatica difusa até cirrose e 0
mais comum a esteatohepatite ndo alcodlica (NASH) que afeta de 17% a 31% da populacéo

em geral (12).

E de primordial importancia a busca de estratégias terapéuticas para tratamento e manejo
desses agravos tendo em vista ainda que representam grande impacto para a saude publica. A
obesidade persistente desregula os processos metabdlicos incluindo a agdo da insulina sobre a
glicose e consequentemente 0 metabolismo de &cidos graxos livres, o controle da pressao
arterial, da glicemia e do nivel de gorduras no sangue entra em desequilibrio. O quadro de
obesidade logo levara a SM e esta combinacdo é um percursor para a DM2 e doengas
cardiovasculares (13-16). A epidemiologia e relevancia das doengas cronicas nao
transmissiveis é de grande prevaléncia no contexto de salde publica no Brasil. A sindrome
metabolica é doenca central envolvida na etiopatogénese de varias morbidades crénicas e tem
apresentado aumento da incidéncia no pais (17). As doencas cardiovasculares sdo uma
epidemia global, sendo responsaveis por 80% dos gastos em salde em paises pobres e

emergentes (18).
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O consumo de grandes quantidades de alimentos e nutrientes j& foi uma vantagem para a raga
humana em um contexto de sobrevivéncia em que eram comuns grandes periodos de escassez.
Porém nos dias atuais, a facilidade de acesso e a alta disponibilidade de alimentos palataveis e
com alto teor calorico, aliado a uma cultura de sedentarismo levaram a obesidade a alcancar
um status de epidemia mundial. A consequéncia é um aumento alarmante das condi¢des

patoldgicas anteriormente citadas (15).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Analisar os efeitos do inibidor de ECA (Enalapril) na funcdo metabdlica e inflamacéo
hepéatica em modelo in vivo.

2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a evolucdo no ganho de peso corporal e ingestdo caldrica dos animais durante
0 periodo experimental.

e Analisar a perfil glicémico.
e Analisar esteatose hepatica.

e Auvaliar a interacdo entre a via do inflamossoma hepatica com a sinalizacdo de ECA2 e
UCP2 levando a consequente impacto na inflamacéo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Sistema renina-angiotensina

Em 2016 a prevaléncia de sobrepeso entre adultos (indice de massa corporal (IMC) > 25) no
mundo inteiro foi de 39,1% para ambos os sexos (19), este dado justifica uma crescente
preocupacdo mundial com a salde de quase metade da populacdo por problemas decorrentes
do estado de obesidade. Na busca por alternativas de prevencdo e tratamento desses
problemas muitos pesquisadores tém, nos ultimos anos, se dedicado a investigacdo de
sistemas e vias metabdlicas do organismo. O Sistema renina-angiotensina é um sistema
peptidico-hormonal complexo ativado através de uma cascata enzimatica que tem controle
sobre a regulacdo da pressao arterial, homeosostasia cardiovascular e metabolismo (20). O
angiotensinogénio é o primeiro ponto a partir do qual se desdobrardo as diversas vias do SRA,
esta glicoproteina produzida principalmente pelo figado que o libera na circulagdo, também
pode ser sintetizado por outras células como neurdnios e adipocitos. O AGT é clivado pela
enzima renina, por sua vez sintetizada pelas células justaglomerulares das arteriolas aferentes
renais, esse processo pode ocorrer na circulacdo ou em alguns 6rgdos ou tecidos gerando
como produto, o decapeptideo Ang I. A enzima conversora de angiotensina, expressa em
varios tecidos, cataboliza a Ang | em um octapeptideo, a Ang Il, este processo ocorre
principalmente na rede vascular pulmonar (21). Ang Il € a principal molécula efetora de SRA
e pode atuar em nivel sistétmico ou tecidual agindo através de dois receptores especificos AT1
e AT2, sua acdo bésica é a de vasoconstricao (20, 22). A partir do AGT podem ser formadas
outras angiotensinas como a Ang 11, Ang IV, angiotensina-(1-9) e a angiotensina-(1-7), este
ultimo é um heptapeptideo que se destaca por sua fungdo metabolica, sendo responsavel por
um bragco do SRA que promove acles antagbnicas as da Ang Il. Sdo duas as formas de
obtencdo da Ang (1-7), sendo a principal através da hidrdlise de Ang Il pela ECA2 ou
diretamente a partir da Ang | por acdo das prolyl endopeptidases (PEP) e endopeptidases
neutras (NEP). A Ang (1-7) age pela ativacdo do receptor de proteina G acoplado Mas
causando vasodilatacdo, inibicdo do crescimento celular e contra regulacdo dos efeitos Ang
II/AT1. Pesquisas recentes tém apontado novos peptideos do SRA, Ang A e alamandine,
como responsaveis por efeitos semelhantes aos da Ang (1-7), atuando através da ativacdo de
receptores MrgD (21). A importéncia do braco Ang (1-7)/Mas do SRA pode ser observada
mediante a delecdo génica do receptor Mas em camundongos FVB/N o que levou a um grave

prejuizo no metabolismo de lipideos e glicose pela extrapolacdo dos efeitos causados pela
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Ang Il e total neutralidade da Ang (1-7), levando a aumento do tecido adiposo, altos niveis
séricos de colesterol, triglicerideos, lepitina e glicose, piora na sensibilidade a insulina e
menor assimilacdo de glicose pelos adipdcitos, esse cenario representa um modelo para a
sindrome metabolica (SM) (23).

3.2 Sindrome metabdlica

A SM ¢ uma condicdo clinica caracterizada pela coexisténcia dos principais fatores de risco
para doencas cardiovasculares apresentando uma prevaléncia mundial de 10% a 40% (24). A
hipertensdo arterial (> 130 mmHg sistolica e > 85 mmHg disastdlica); hipertrigliceridemia (>
150 mg/dL); colesterol HDL reduzido (< 40 mg/dL em homens e < 50 mg/dL em mulheres);
circunferéncia abdominal aumentada (especifica por populacdo ou pais); glicemia de jejum
aumentada (> 100 mg/dL) comp&em o grupo de sinais que definem a SM (25). Também pode
ser observado um estado pr6 trombotico nos individuos com SM resultante de anormalidades
nos fatores de coagulacdo e plaquetas e um estado pro inflamatério devido ao aumento de
mediadores inflamatorios em varios tecidos. Todos esses fatores isolados sdo riscos para
doengas cardiovasculares, quando combinados o risco torna se duas vezes maior (26). E na
interacdo entre fatores genéticos e ambientais que se encontra a origem da SM. Por um lado, o
desenvolvimento da diabetes tipo 2 e da dislipidemia, bem como a composigéo corporal
(massa muscular e de gordura) sdo fatores determinados, em partes, pela genética. Estima se
aproximadamente 30% - 40% de influéncia de fatores genéticos na determinacdo do indice de
massa corporal (IMC) e aproximadamente 70% na determinacgdo da distribuicdo de gordura
corporal (27). Por outro lado, o estilo de vida ocidental em que hd consumo em excesso de
alimentos com alto teor calorico e de acidos graxos associado ao sedentarismo compde um
estilo de vida que predispde ao ganho de peso (28). Dessa forma é possivel observar um

crescimento da prevaléncia de SM acompanhando o aumento da obesidade (29).

A obesidade € uma doenca crénica decorrente da associacdo de fatores culturais, psicologicos
e genéticos, caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal resultante do
desequilibrio entre consumo alimentar e gasto energético (30, 31). O estado de
obesidade/sobrepeso, assim como a SM, é um importante fator de risco para doencas cronicas
e esta envolvido na etiologia de muitas complica¢fes como hipertensdo arterial, dislipidemia,
DMZ2, osteoartrites, doencas cardiovasculares e varios tipos de neoplasias, além de por si s6

diminuir a qualidade de vida (32). A relacdo entre obesidade e SM vai além da simples
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associacdo de fatores de risco para doencgas cardiovasculares e metabolicas. Um ndmero
crescente de evidéncias tem demonstrado que a obesidade leva a um estado inflamatério
crénico com a elevacao tecidual e circulatéria de niveis de enzimas pré inflamatorias, fatores
pré coagulantes, citocinas e quimiocinas, o qual contribui para o desenvolvimento de
desordens metabdlicas (33). Na obesidade ocorre o consequente aumento dos adipécitos do
tecido adiposo branco (TAB) e evidéncias demonstram que este tecido funciona ndo apenas
como depdsito de gordura mas também como o6rgdo enddcrino secretando indmeras
substancias bioativas. O excesso de adiposidade e a disfuncionalidade dessas células leva a
um aumento da expressdo desses componentes que estdo associados com varias doencas e
com um processo inflamatério patoldgico (34, 35). A inflamacdo cronica tem um papel
fundamental na patogénese da obesidade e disfuncdes metabolicas associadas (33, 36). E a

obesidade, por sua vez, pode ser o elemento mais efetivo na origem e conducéo da SM (37).

3.3 Resisténcia a insulina

Sendo estabelecida a conexdo entre obesidade e SM, soma se a esta equacao a resisténcia a
insulina (RI) e como forga motriz e elo de intercesséo entre essas patologias encontra se o
SRA (38). A RI é definida como a ineficiéncia celular em reagir a sinalizacdo da insulina,
deste modo o pancreas secreta insulina normalmente porém as células musculares, adiposas e
hepéticas estdo resistentes a sensibilizacdo por este horménio e desta forma sdo incapazes de
assimilar a glicose o que leva a hiperglicemia (39). Niveis aumentados de Ang Il sdo
encontrados tanto em pacientes obesos quanto diabéticos (40). Vérias evidéncias apontam
para uma forte relacdo entre a Ang Il e a RI por diferentes vias, uma delas € que como agente
hipertensivo, a Ang Il leva a alteracdes no fluxo sanguineo que prejudica a assimilagdo de
glicose mediada por insulina (41). Além disso outros mecanismos sdo a reducdo da
adiponectina e adiponeogénesis (42, 43), inibicdo da translocacdo de GLUT4 (44, 45),
aumenta de espeécies reativas de oxigénio (ROX), inflamacdo (44), e aumento da deposi¢édo
ectépica de gordura (46). A maioria dos componentes de SRA sdo encontrados no tecido
adiposo, os efeitos da Ang Il neste tecido é um ponto chave para a SM, como a inducdo de
crescimento dos adipdcitos que pode explicar a alta prevaléncia de hipertensdo arterial nos
individuos obesos, ou a RI que tende a aumentar também com a obesidade (39, 46-48).

Percebe se neste ponto uma retroalimentacéo constante dos efeitos deletérios ao metabolismo

e saude cardiovascular causados pelo eixo ANG/ECA/Ang II/AT1 do SRA na medida em que
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a obesidade leva a uma exacerbacdo da expressao desses componentes em TAB e esses, por
sua vez, causam aumento dos adipdcitos, RI, hipertensdo arterial e SM pela soma dos fatores.

3.4 Figado

A SM possui ainda manifestacfes em outros 6rgdos, dentre eles o figado, principal érgéo
metabolico, que sofre com as doencas gordurosas hepaticas ndo alcoolicas. Esta morbidade é
a principal causa de doenca hepética ao redor do mundo com prevaléncia estimada de 25% a
45% na maioria dos estudos, aumentando em paralelo com a obesidade e diabetes, que, por
sua vez, apresentam prevaléncias de 70% a 80% dentro desses grupos (49-51). NAFLD inclui
basicamente duas categorias histologicamente definidas que sdo o figado gorduroso néo
alcoolico que é caracterizado por uma esteatose hepatica isolada com ou sem inflamacao
inespecifica moderada e esteatohepatite ndo alcodlica (NASH), que apresenta como agravante
a presenca de injuria hepatocelular com ou sem fibrose (52, 53). NASH é uma doenga
complexa modulada por véarios mecanismos metabdlicos, genéticos, ambientais e pela
microbiota intestinal, é caracterizada como uma infiltracdo de acidos graxos nos hepatécitos,
acompanhada de inflamac&o, estresse oxidativo e injaria celular (54, 55). As causas de NASH
estdo associadas com outras doengas metabdlicas (obesidade, DM2, SM). O TAB visceral
libera muitas substancias que desregulam o metabolismo de glicose e lipideos o que
sobrecarrega o figado e leva a deposicdo de gordura e surgimento de um ambiente pré
inflamatdrio (56, 57). NASH pode progredir para outras complicacdes hepaticas mais graves
como cirrose e cancer, sendo responsavel pela maioria dos transplantes hepéaticos e aumento
da mortalidade (56).

NAFLD é manifestacdo hepéatica da SM e tende a ser a principal causa de transplante hepéatico
nos Estados Unidos em 2020 (58). E de 10% a 25% das pessoas que apresentam NASH
tendem a evoluir para cirrose hepatica desenvolvendo um quadro semelhante a injuria causada
por alcool, porém em individuos que ndo consomem ou consomem poucas bebidas alcodlicas
(59-61). Um mecanismo de dois pontos é apontado na génese da formacdo de
NAFLD/NASH, primeiro a presenca de excesso de gordura no figado induz lipotoxicidade
que causa anormalidades mitocondriais e sensibilizam o figado para um estado pro-
inflamatorio adicional, que por consequéncia leva a maior peroxidagdo lipidica e aumento da
geragdo de ROX (62). Um mecanismo envolvido neste processo e que também esta associado

com a patogénese da obesidade e inducdo da RI é o inflamossoma, particularmente 0 NLRP3
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inflamossoma dominio de ligacdo a nucleotideos rico em leucina de repeticdo contendo
proteina (NLRP3). Os inflamossomas sdo multiproteinas citoplasméaticas complexas
compostas por proteinas NLR e PYHIN, incluem NLRP1, NLRP3, NLRC4 e AIM2. O
NLRP3 inflamossoma €é composto por um dominio de ligacdo e oligomerizacdo de
nucleotideos (NOD), rico em leucina contendo receptores (NLR), dominio de pirimidina 3,
um adaptador de proteinas associado a apoptose contendo um dominio de recrutamento de
caspase (ASC). NLRP3 inflamossoma age como uma plataforma de sinalizacdo de perigo
sendo sensivel a padrdes moléculaes enddgenas ou exogenos associadas a patdgenos
(PAMP’s) ou padrdes moleculares associados a perigo (DAMP’s) (62-66). ROX sdo uns dos
tipos de DAMP’s que ativam NLRP3 inflamossoma (62).

3.5 Enalapril

A influéncia causada pelo SRA na fisiopatologia da obesidade e etiologia da DM2 e SM faz
com que os bloqueadores de SRA sejam umas das classes de escolha para o tratamento
medicamentoso de hipertensdo arterial em pacientes obesos devido a sua ampla gama de
beneficios cardiovasculares e efeitos pleiotropicos (67). A resisténcia a insulina e o controle
da DM2 também séo observadas em medicamentos que reduzem a sintese ou ag¢do da Ang Il
(9). Um exemplo de inibidor de ECA é o Enalapril que apresenta resultados positivos nao
apenas no controle da pressdo arterial mais também no controle da resisténcia a insulina e

atenuacdo da sindrome metabdlica (68).

O Enalapril ja tem sido demonstrado como um reversor dos efeitos causados por dieta que
induz SM em camundongos. Em pesquisa que analisou as relagdes hepéticas e renais com
suas respectivas vias do citocromo P450 epoxigenase e citocromo P450 omega hidroxilase em
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, houve desequilibrio da via para a
formacgédo de acido 20-hidroxieicosatetraendico que tem uma acao desreguladora no ténus
vascular e na inflamacdo, o desequilibrio entre esses sistemas paralelos no figado e rim
contribui para a patogénese e progressdao da SM. O tratamento com enalapril restaura o
equilibrio ideal entre esses dois sistemas, efeito que ndo foi alcangado pela metilformina e
losartan (69).
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4 PRODUTOS

4.1 Produto 1: Efeito do Enalapril na funcdo metabolica e inflamacdo hepética de

camundongos obesos
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4.1 PRODUTO 1

Efeito do Enalapril na funcdo metabdlica e inflamacéo hepatica de camundongos obesos

Resumo: A obesidade ¢ uma doenga cronica decorrente da associacdo de multiplos fatores
que resultam no acumulo excessivo de gordura corporal. Representa atualmente um grande
problema de salde publica pela sua abrangéncia epidemiolégica e a associagdo com outros
problemas também muito prevalentes como a hipertenséo arterial e diabetes mellitus tipo 2.
Relaciona se também & obesidade o desenvolvimento da Sindrome Metabdlica decorrente
dentre outras causas de um desequilibrio no Sistema Renina Angiotensina. O objetivo deste
estudo foi analisar os efeitos do Enalapril sobre a funcdo metabdlica e inflamacgéo hepética de
camundongos tratados com dieta hiperlipidica. O experimento foi realizado com 32
camundongos Swiss machos (8 semanas de idade) separados igual e aleatoriamente em 4
grupos (n = 8). Os grupos foram divididos em dieta padrdo (DP), dieta padrdo mais Enalapril
(DH+ENAL), dieta hiperlipidica (DH) e dieta hiperlipidica mais Enalapril (DH+ENAL).
Foram feitas mensuraces semanais do peso dos animais e consumo alimentar e testes de
tolerancia a glicose (TTG) e sensibilidade a insulina (TSI), e a ultrassonografia foi usada para
avaliag¢do hepatica e do “epididymal fat pad”, os animais foram sacrificados por decapitacdo e
coletadas e armazenadas amostras de sangue e tecido. Amostras de figado foram submetidas a
histologia de HE e analise da expressao génica por RT-PCR. A analise estatistica foi feita em
Graph Pad Prism Software e analisada sob confianca de 95% (P <0,05). Os dados sdo
expressos como a média £ DP. O significado estatistico das diferencas nos valores médios
entre os grupos foi avaliado por fator ANOVA ou Test T. Os resultados demonstram uma
diminuicdo do peso ap6s o tratamento com Enalapril, assim como do tamanho do tecido
adiposo epididimal (TAE) que foi menor nos grupos tratados com o medicamento. Houve
uma tendéncia para melhor perfil glicémico nos grupos tratados, com menor glicemia de
jejum e recuperacdo mais rapida aos TTG e TSI. A ecogenicidade hepética e a medida de
esteatose foi menor nos grupos que receberam Enalapril. A expressdo génica revelou maior
inflamacéo hepética nos animais que receberam a medicacgao.

Palavras-chave: Sistema renina-angiotensina; Enalapril; Obesidade; Resisténcia a insulina;
Figado gorduroso.
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INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca crénica decorrente da associacdo de fatores culturais, psicoldgicos
e genéticos, caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura corporal (1). A obesidade e o
sobrepeso j& se configuram como um dos maiores problemas de salde publica em vérios
paises do mundo, apresentando prevaléncia mundial de mais de 50%, conforme dados de
2014 (2). O estado de obesidade/sobrepeso € um importante fator de risco para outras doencas
cronicas e estd envolvido na etiologia de muitas complicacbes como hipertensdo arterial,
dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), osteoartrites, doencas cardiovasculares e varios
tipos de neoplasias, além de por si s6 diminuir a qualidade de vida (3). A obesidade
abdominal esta ainda diretamente relacionada a Sindrome Metabdlica (SM), condicéo clinica
em que um estado pré-inflamatorio proporcionado pelo tecido adiposo levam ao
desenvolvimento de diabetes tipo 2 e consequente aumento do risco de doengas
cardiovasculares (4, 5).

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) é um sistema hormonal complexo ativado através de
uma cascata enzimatica que tem controle sobre a regulacdo da pressdo arterial e
homeosostasia cardiovascular (6). Seus principais componentes sdo 0 angiotensinogénio
(AGT), a renina, as angiotensinas (Ang), as enzimas conversoras de angiotensina (ECA 1 e 2)
e 0s receptores AT1, AT2 e Mas, juntos estes elementos tem acdo ndo apenas circulante mais
também apresentam secrecdo e expressao tecidual (7, 8). A Ang Il é o principal componente
do SRA, em sua atuacdo via receptor AT1 destaca se a inducdo de vasoconstricdo
(especialmente renal, cerebral e coronariana); retencdo renal de sodio e agua; hipertrofia do
masculo liso e cardiomidcitos; ativacdo do sistema nervoso simpatico; supressdo de renina e
estimulagdo da formacéo de espécies reativas de oxigénio (9). A Ang (1-7), outro peptideo do
SRA, é ativado via receptor Mas e geralmente promove ac¢des antagbnicas as induzidas pela
Ang Il. O aumento dos niveis plasmaticos de Ang (1-7) estdo associados a uma atenuacgéo do
estado proé-inflamatorio do tecido adiposo e melhora nos parametros lipidicos e glicidicos
(10). O tecido adiposo € um dos que apresentam expressao do SRA, sendo esta tdo
significativa a ponto de ser considerado um sistema enddcrino pois sua influéncia se estende a
outros orgaos e tecidos pela circulacdo (11). Um problema se encontra na extrapolacdo dos
efeitos do SRA do tecido adiposo resultantes da obesidade, visto que a hipertrofia dos
adipdcitos leva a uma maior secrecdo dos componentes do SRA, levando a efeitos patologicos
como a SM, hipertensdo arterial e doencas cardiovasculares (12). O aumento da atividade da

renina plasmatica, assim como um maior nivel de angiotensinogénio, aldosterona e atividade
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da ECA sdo descritos em associacdo a Sindrome Metabdlica demostrando a contribui¢do do
SRA, principalmente via Ang Il, na etiologia das alteragbes cardiovasculares e renais
associadas a obesidade, além disso alteracdes em diferentes niveis desse sistema com a
insulina estdo ligadas ao desenvolvimento da diabetes mellitus tipo I1 (13).

A influéncia causada pelo SRA na fisiopatologia da obesidade e etiologia da DM2 e SM faz
com que os bloqueadores de SRA sejam umas das classes de escolha para o tratamento
medicamentoso de hipertensdo arterial em pacientes obesos devido a sua ampla gama de
beneficios cardiovasculares e efeitos pleiotropicos (14). A resisténcia a insulina e o controle
da DM2 também séo observadas em medicamentos que reduzem a sintese ou agdo da Ang Il
(10). Um exemplo de inibidor de ECA é o Enalapril que apresenta resultados positivos ndo
apenas no controle da pressdo arterial mais também no controle da resisténcia a insulina e
atenuacdo da sindrome metabolica (15). Na avaliacdo da expressdo hepatica e renal do
marcador metabdlico citocromo P450 que serve de parametro para patogéneses relacionadas a
SM foi constatado que o Enalapril teve efeito positivo na diminui¢do deste através da inibicéo
de Ang Il e degradacdo de bradiquinina, revertendo os danos causados por dieta rica em
lipideos em modelo animal (16).

A obesidade e os consequentes problemas originados como a Sindrome Metabdlica e a DM2
acabam por criar uma condicdo crénica em que o SRA tem papel fundamental, a soma desses
desajustes tem consequéncias danosas para 0 organismo, 0 que tornam os farmacos
bloqueadores de SRA uma alternativa de tratamento que atua em multiplos fatores do
problema. O objetivo deste trabalho é avaliar a funcdo metabolica e inflamacgédo hepética de

camundongos obesos tratados com Enalapril.

METODOS

Animais

Para este experimento foram utilizados 32 camundongos machos Swiss com 8 semanas de
idade provenientes e alocados no biotério da Universidade Estadual de Montes Claros. Os
camundongos foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos, dentre os quais dois foram
alimentados com dieta padrédo (DP) ad libitum e os outros dois com dieta hiperlipidica 60%
(DH) ad libitum por 17 semanas para inducdo da SM. Apoés este periodo iniciou se o
tratamento com 0s seguintes grupos, cada um com 8 animais: dieta padrdo sem Enalapril

(DP); dieta padrdo mais Enalapril (DP+Enal); dieta hiperlipidica sem Enalapril (DH) e dieta



24

hiperlipidica mais Enalapril (DH+Enal). Foram mantidos em condi¢des controladas de luz
(ciclo de 12 horas claro e escuro) e temperatura (21°C).

Dieta

A dieta padréo é (Purina — Labina®) € composta por 66% de carboidratos, 23% de proteinas e
11% de gordura, com um total de 3,95 Kcal por 1g. A dieta hiperlipidica é produzida com
40,57% de amido de milho, 14% de caseina, 15,5% de amido dextrinizado, 10% de sacarose,
10% de 6leo de soja, 5% de celulose e fibra, 3,5% de mix mineral AIN-93 M, 1% de mix
vitaminico AIN-93, 0,18% de L-cisteina, 0,25% de bitartarato de colina e 0,0008% de terc-
butilhidroquinona, tendo uma composi¢do de 24% de carboidratos, 15% de proteinas e 61%
de gordura, representando um total de 5,28 Kcal por 1g de dieta. DH foi preparada e
acondicionada de acordo com as determinacGes da Associacdo Oficial de Quimica Analitica
(17, 18) e todos os componentes foram adquiridos pela Rhoster® LTDA (Séo Paulo, SP,
Brasil). Ambas as dietas foram disponibilizadas ad libitum durante todo o periodo de indugédo

de SM e tratamento.

Droga e administragéo

O Enalapril (Farmécia de manipulagdo Minas Brasil, Montes Claros, Brasil) foi diluido em
agua filtrada e administrado por via oral através do uso da técnica de gavagem, na dose de
30mg/kg/dia, todos os dias. Os animais dos grupos de controle sem Enalapril receberam agua

por gavagem também todos os dias.

Teste de sensibilidade a insulina (TSI) e teste de tolerancia a glicose (TTG)

Para TSI foi administrada insulina exdgena a 0,75U/kg de peso do animal na regido
intraperitoneal e em seguida avaliado a os niveis de glicose plasmatica por amostras de
sangue da cauda dos camundongos nos periodos de tempo de 0, 15, 30 e 60 minutos apos a
administracdo. Neste teste os animais foram avaliados em estado alimentado. Para TTG 0s
animais foram mantidos em jejum durante a noite e foi administrado na regido intraperitoneal
D-glicose na proporcdo de 2mg/g de peso do animal e avaliados os niveis de glicose nos
tempos de 0, 15, 30, 60 e 120 minutos ap6s a administracdo. Na afericdo da glicemia foi

usado glicosimetro padréo.
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Mensuracéo do peso corporal, ingestéo alimentar e coleta de tecidos

Os animais foram pesados a cada trés dias durante todo o periodo de indugdo da SM e
tratamento e a ingestdo alimentar foi avaliada diariamente. Apos o término do tratamento 0s
animais foram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina, foram coletadas amostras de
sangue, tecido adiposo branco (epididimal, subcutaneo, mesentérico e retroperitonial), tecido
adiposo marrom e figado. Os tecidos foram pesados e imediatamente congelados em
nitrogenio liquido e posteriormente armazenados em freezer a -80°C, um fragmento do figado

foi fixado em solucao de formaldeido a 10%.

Coloracao histoldgica por hematoxilina e eosina

O tecido hepatico fixado em formaldeido a 10% foi desidratado através de uma série de alcool
graduada e xileno, em seguida incorporado em parafina. Sec¢des de 5um foram cortadas e
preparadas para coloragdo de hematoxilina e eosina. Imagens foram obtidas a partir de
microscopia 6ptica, microscopio FSX100 Olympus® (Life Science, USA), com aumento de
200X. De cada lamina corada obteve se cinco fotos tiradas de campos aleatérios. As imagens
foram analisadas com auxilio do software de dominio publico Java image processing program
Image-J (Wayne Rasband, Research Services Branch, National Institute of Mental Health,
Bethesda, Maryland, USA). A érea de gordura dos hepatdcitos (esteatose) foi determinada
pela area das goticulas de gordura dividida pela area total da foto em pumz2.

Ultrassonografia

Uma semana antes da eutanasia dos animais, os mesmos foram avaliados por ultrassonografia
para avaliagdo hepatica e do “epididymal fat pad”. Os animais foram imobilizados e avaliados
na posicdo ventral por radiologista treinado, todas as imagens foram realizadas em modo de
brilho fundamental (modo B), com otimizacdo do ganho e as configuragfes de compensacao
de ganhos de tempo, que foram mantidas constantes durante todo o procedimento, foi usado
equipamento de ultrassonografia Medison® (Seoul, South Korea), com transdutor
multifrequéncia linear (7.0 to 12 MHz). O foco acustico foi direcionado para o centro do
6rgéo alvo para mensuracao do tamanho (eixo longitudinal) e da ecogenicidade do figado e da
espessura do “epididymal fat pad” (19, 20). Apos registradas as imagens do figado foram
salvas em computador e analisadas usando o software de dominio publico Java image
processing program Image-J (Wayne Rasband, Research Services Branch, National Institute
of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA) com o qual se determinou, arbitrariamente, uma

regido de interesse (ROI) no parénquima hepatico, cobrindo uma area ampla e excluindo se
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vasos grandes, na medida do possivel. A intensidade média no ROI foi medida e os valores

relativos foram comparados (21, 22).

Transcricdo reversa e Real Time PCR

O RNA total das amostras de figado congeladas foi isolado utilizando TRIzol reagente
(Invitrogen Corp.®, San Diego, California, USA), tratadas com DNAse e transcriptase
reversa com M-MLYV (Invitrogen Corp.®) e usando random hexamer primers. O gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi usado como enddgeno e os alvos ECA2, UCP2,
NLRP3 e IL-1B foram amplificados a partir de cDNA das amostras usando primers
especificos e SYBR green reagent (Appllied Biosystems®, USA) em uma Plus One platform
(Appllied Biosystems®). O método comparativo de CT foi aplicado para analisar os niveis de

expressao génica entre os grupos, usando a equagao 2-AaCT.

Anélise estatistica

Todos os dados foram organizados em planilhas do software Microsoft Excel (2010)
(Microsoft®, Redmond, Washington, USA) e em seguida transcritos para GraphPad Prism
software (Version 5.0®, San Diego, California, USA) e analisados com 95% de confianca
(p<0,05). Foi aplicada a média e desvio padrdo para os valores dos cinco animais de cada
grupo. One-Way ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni ou Test T para amostras ndo
paramétricas seguido de pds teste de Mann-Whitney avaliou a significancia estatistica das
médias entre os grupos do estudo. Para os TSI e TTG foi aplicado Two-Way ANOVA
seguido de pos teste de Bonferroni e anélise da area sob a curva por One-Way ANOVA ou
Test T para amostras ndo paramétricas seguido de pds teste de Mann-Whitney. Para calculo
da adiposidade foram somados os pesos de todos os TAB e o mesmo corrigido dividindo se

pelo peso do animal.

Aprovacao ética

Todos os procedimentos e protocolos usados no manejo dos animais seguiram as
determinagOes da Resolugcdo N°879 de 15 de fevereiro de 2008 que dispde sobre o uso de
animais em pesquisas (23). Este trabalho foi analisado como Processo N° 126 pelo comité de

ética em pesquisa animal da Universidade Estadual de Montes Claros e aprovado.
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RESULTADOS

As 17 semanas do periodo de inducdo da obesidade proporcionaram um aumento das médias
de peso de 78,25% no grupo alimentado com DH, neste mesmo periodo 0s animais
alimentados com DP ganharam uma media de 39,11% do seu peso inicial. Apo6s 12 dias de
tratamento houve uma reducdo de 13,2% no peso dos animais DH+ENAL. Durante as 18
semanas de tratamento o peso do grupo DH manteve se maior durante todo o periodo, ndo
foram verificadas diferencas estatisticamente significativas durante o periodo entre 0s grupos
com e sem tratamento porém a andlise da area sob a curva demonstrou diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo DH e DH+ENAL (p = 0,0028) (Figura 1.2). Na
pesagem dos animais no ultimo dia de tratamento o peso de DH estava 18,9% maior quando
comparado ao grupo DH+ENAL, 25,57%, quando comparado ao grupo DP e 30,58% quando
comparado ao grupo DP+ENAL. A média de peso dos animais alimentados com dieta
hiperlipidica tratados com Enalapril manteve se aproximadamente semelhante aos dos
alimentados com dieta padrdo durante o tratamento. O consumo alimentar foi maior nos
grupos tratados com Enalapril, sendo que entre os grupos DH e DH+ENAL essa diferenca foi
estatisticamente significativa (p = 0,0305) (Figura 1.4). A adiposidade foi superior no grupo
DH e ndo houve diferenca estatisticamente comprovada entre 0s grupos tratados e néo
tratados (Figura 1.5), 0 mesmo ocorreu para o peso de TAE (Figura 1.6). A afericdo do
tamanho de TAE por ultrassonografia revelou uma média de tamanho menor para 0s grupos

tratados com
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Figura 2: Média da espessura de
TAE dos camundongos de cada
grupo. **p<0,05

Figura 2.1: Foto da ultrassonografia do “epididymal fat pad”

de um animal de cada grupo. DP: canto superior esquerdo,

TAE = 0,50 cm. DP+ENAL: Canto inferior esquerdo, TAE =
DHYENALS o nfrior ieio, TAE =088 om.

Enalapril, havendo diferenca estatisticamente comprovada entre os grupos DH e DH+ENAL
(P <0,05) (Figura 2, 2.1).

A média de glicemia de jejum dos animais dos grupos tratados com Enalapril foi menor que
nos ndo tratados 111,2 mmg/dL (£ 25,29) e 139,6 mmg/dL (£ 25,06) respectivamente para 0S
grupos DP+ENAL e DH+ENAL contra 156,2 mmg/dL (£ 23,22) e 169,2 mmg/dL (+ 33,71)
respectivamente para os grupos DP e DH (Figura 5), esta diferenga ndo foi sensivel a analise
estatistica entre grupos tratados e nédo tratados, porém entre os grupos DP+ENAL e DH houve
confirmagdo com p = 0,0371. No TTG o grupo DP+ENAL manteve os menores valores de
glicemia durante todo o teste, o grupo DH+ENAL alcangou o maior valor dentre as médias
dos outros grupos no pico apos a administracdo de glicose peritoneal, porém a partir deste
ponto sua curva se manteve em decrescente até se igualar ao grupo DP+ENAL no final do
teste (Figura 3; 3.1). No TSI os grupos tratados com Enalapril obtiveram os menores niveis de

glicemia mantendo se abaixo dos grupos néo tratados ao final do teste (Figura 4; 4.1).
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O tamanho do eixo longitudinal do figado avaliado por ultrassonografia ndo apresentou
diferengas consideraveis entre os grupos (Figura 6; 6.1). A ecogenicidade hepéatica também
avaliada por ultrassonografia mostrou maiores médias de escala cinza nos grupos nao tratados
com Enalapril quando comparados com os grupos tratados que receberam o mesmo tipo de
dieta (DP: 34 £ 16,26; DP+ENAL.: 25,16 + 7,92; DH: 51,24 + 10,57; DH+ENAL.: 42,92 +
4,43) (Figura 7; 7.1). O Enalapril foi eficiente na diminui¢do da esteatose nos camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica, a observacdo histologica do tecido hepatico demonstrou
um aumento consideravel de goticulas de gordura dispersas no figado dos animais de DH e
uma média estatisticamente significativa menor no grupo DH+ENAL (DH: 2,208um? +
0,923; DH+ENAL: 0,572um? + 0,227; p = 0,0123) (Figura 8; 8.1).

A expressdo génica de ECAZ2 foi inferior no grupo DH e o Enalapril aumentou a expressdo
deste gene no grupo DH+ENAL, as diferencas encontradas ndo foram estatisticamente
significativas (Figura 9.1). O gene UCP2 teve expressdo maior no grupo padrdo e minima
expressao no grupo DH (Figura 9.2). A expressdo de NLRP3 entre os grupos foi a Unica que
apresentou diferencas sensiveis a analise estatistica sendo superior no grupo DH+ENAL (p =
0,0043 para DP; p = 0,0173 para DH) (Figura 9.3). As médias de expressdo para IL-1p foram
superiores nos grupos DP e DH+ENAL sem diferenca estatistica (Figura 9.4).
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Figura 6.1: Foto da ultrassonografia hepética de um animal de
cada grupo. DP: canto superior esquerdo, eixo = 1,39 cm.
DP+ENAL: Canto inferior esquerdo, eixo = 1,23 cm. DH:
canto superior direito, eixo = 1,66 cm. DH+ENAL: canto
inferior direito, eixo = 1,18 cm.
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Figura 8.1: Micrografia

Hepatic Steatosis hepética de animal do

4~ grupo DH+ENAL
* . acima e do grupo DH

3- —_— 1 abaixo. Coloragdo de

Hematoxilina e Eosina.

Area of steatosis

Groups

Figura 8: Média das areas de goticulas de gordura
contas a partir da microscopia dos animais dos
grupos DH e DH+ENAL. *p=0,0123

ACE2 ucpP2

ACE2
(Arbitrary Unit)
ucrP2
(Arbitrary Unit)

1

L) L
& v
> @‘\Y
Qx
X
Groups Groups
Figura 9.1: Expressio génica de ECA2 nas  Figura 9.2 Expressdo génica de UCP2 nas
amostras de figado dos animais dos grupos DP, amostras de figado dos animais dos grupos DP,
DH e DH+ENAL. DH e DH+ENAL.
. NLRP3 ) IL-1B
10- ) * . 40-
—_—
—_
—a -y
5 5
© 6
o o
=5 . 5§ !
ZE 4 =%
£ Sttt s
< <
A < % %
) RS é?‘ e?’
r K2
& &
Groups Groups
Figura 9.3: Expressdo génica de NLRP3 nas Figura 9.4: Expressdo génica de IL-1B nas
amostras de figado dos animais dos grupos DP, amostras de figado dos animais dos grupos DP,

DH e DH+ENAL. *p=0,0173; **0,0043. DH e DH+ENAL.

31



32

DISCUSSAO

O modelo animal usado neste estudo reagiu com ganho de peso ao consumir DH e o grupo
ndo tratado com Enalapril manteve o peso superior durante o tratamento. O grupo DH
também apresentou uma reacdo negativa aos TSI e TTG e maior glicemia de jejum quando
comparado aos outros grupos. A obesidade e a RI estdo quase sempre associadas e existem
evidéncias que as ligam ao SRA. A expressdo genica de ANG e dos outros componentes do
SRA é efetivamente presente no tecido adiposo fazendo com que exista uma atividade
especifica e local deste sistema no tecido. O SRA localmente expresso no tecido adiposo esta
fortemente associado com a fisiopatologia dos sistemas metabdlicos (24). Com a obesidade e
0 consequente aumento do volume de tecido adiposo pode ocorrer a super expressdo de
alguns componentes do SRA como a Ang Il. Altos valores de Ang Il plasmaticos estdo
associados com a obesidade em humanos e uma maior ativacdo dos receptores AT1 por este
peptideo é apontada como uma das causas da resisténcia a insulina associada com obesidade
(25, 26). Além disso a Ang II: prejudica a secregdo de insulina pelas células B pancreaticas e
reduz a sensibilidade a insulina em tecidos periféricos (27); aumenta a sintese de acidos
graxos e triglicerideos enquanto inibe a lipélise no tecido adiposo e musculo esquelético (28);
induz a sintese de fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina hidrogenase (NADPH)
nas células B pancredticas, o que provoca o aumento do estresse oxidativo nessas células
levando as a apoptose (29); induz resposta inflamatoria através da ativacao do fator nuclear —
kB (NF-kB) no tecido cardiaco (30).

Existe uma associacdo entre a obesidade e um estado inflamatdrio crénico. Em pessoas nao
obesas 0s adipdcitos secretam substancias anti-inflamatdrias como a interleucina (IL)-10 ou
IL-13, ou ainda fatores de sensibilizacdo da insulina (31). No estado de obesidade um
aumento de fatores pré-inflamatérios sdo secretados pelo tecido adiposo e os adipdcitos
passam a acumular macréfagos levando a uma inflamacéo local. Nos individuos obesos existe
uma expresséo alta de proteinas pro inflamatorias, como IL-1p, IL-6, fator de necrose tumoral
(TNFa) e a proteina quimiotatica de monacitos - 1 (MCP-1). Este processo inflamatério
crénico tende a resultar em resisténcia a insulina nos adipécitos o que compromete o
metabolismo da glicose e os niveis glicémicos (32). Além disso, é frequente a ocorréncia de
doencas cardiovasculares em individuos obesos, uma relacao estabelecida por diversos fatores
dentre eles a associagdo negativa entre 0 TNFa e niveis aumentados de colesterol HDL, a

hemoglobina glicada e insulina plasmatica (33).
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Os camundongos tratados com Enalapril reverteram o ganho de peso adquirido com DH
mesmo apresentando consumo alimentar superior ao do grupo néo tratado e o medicamento
também se mostrou efetivo na diminuicdo dos parametros glicémicos. Ja é bem descrito que
as acoes dos inibidores de ECA néo se restringem apenas a diminuigcdo da pressao sanguinea
mas também possuem outras acbes metabolicas benéficas como a melhora na RI (34, 35),
reducdo do peso e da gordura corporal (36, 37) e da inflamacéo no tecido adiposo (38).

A afericdo do eixo longitudinal hepatico ndo apresentou diferencas consideraveis entre 0s
grupos apesar de um discreto aumento no tamanho do figado dos camundongos do grupo DH.
Porém a avaliacdo da ecogenicidade hepética que reflete o acimulo de lipideos neste 6rgéao e
também a medida histologica das goticulas de gordura mostraram uma diminuicado
consideravel da esteatose ap6s o tratamento com Enalapril. A efetividade do medicamento
neste proposito se explica em partes pelos efeitos benéficos relatados pela melhor ativacédo da
via ECA2/Ang (1-7)/Mas sobre as NAFLD e outros transtornos metabolicos, como a Rl e a
perda de peso, melhorando a sensibilidade a insulina, a tolerancia a glicose e 0 DM2,
aumentando a producdo de adiponectina e revertendo a hiperleptinemia (10, 39-45). O
principal problema envolvido na origem da esteatose hepética se relaciona com a RI que
causa um desequilibrio entre a importacdo e a exportacdo de gordura para o figado (46-48).
Somam se ainda os fatores pro inflamatdrios e pro oxidantes que influenciam na progressao
de NAFLD para NASH e cirrose (46, 49, 50). Estudos apontam que o desequilibrio causado
no SRA por condices da obesidade tem sido um fator fundamental nas alteracdes
metabolicas hepaticas de lipideos observadas em NAFLD pois influenciam, por diversos
mecanismos, na sinalizagdo de insulina pelas células causando RI (39, 51). A Ang Il também
se manifesta como componente negativo deste problema pois ela induz a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) iniciando e propagando a dispersdo de mediadores pro
inflamatorios como o TNF-a, a IL-6 € o inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI-1)
resultando em inflamagdo e comprometimento adicional da RI. Todo esse processo gera um
ciclo de realimentacdo que inclui a esteatose, inflamacéo necrotica e fibrose (52, 53).

Outra explicacdo a condicdo hepatica que se associa com as alteragdes de excesso de peso e
hiperglicemia apresentadas pelo grupo DH, pois a obesidade e a Rl aumentam a taxa de
lipolise no tecido adiposo e o transporte de acidos graxos livres para o figado (54). O aumento
da esteatose pode ser resultante do aumento da expressdo da proteina 1c ligadora do elemento
regulatorio de esterol (SREBP-1c), FAS e PPAR-y, favorecendo a lipogénese de novo (55).

O ECAZ2 é um peptideo muito expresso em orgaos e tecidos de importancia metabdlica como

o figado, péancreas, tecido adiposo e musculo esquelético (56, 57), consequentemente
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apresenta efeitos protetores tanto pela redugcdo da Ang Il quanto pela producdo de Ang (1-7)
desviando o SRA para a via com resultados metabolicamente benéficos. De fato, a delecéo
génica desse eixo por nocaute do receptor Mas leva a um estado semelhante ao da SM em
camundongos (40), o que justifica a menor expressdo de ECA2 nos animais alimentados com
DH nesta pesquisa e sua pior resposta ao metabolismo de glicose. De fato jA é bem
estabelecido que 0 SRA apresenta dois eixos com fungdes contra regulatérias de modo que a
via ECA/Ang II/AT1 apresenta acOGes deletérias principalmente em condi¢des patoldgicas
enquanto que a via ECA2/Ang (1-7)/Mas tende a reestabelecer a condi¢cdo de homeostase (40,
58-60).

A expressdo génica de UCP2 e NLRP3 seguiram padrdes distintos nas analises realizadas,
enquanto neste primeiro o grupo padrdo manteve superior quando comparado aos outros, no
segundo o grupo DH+ENAL foi significativamente superior quando comparado a DH e DP.
Ja a expressdo do IL-1B foi menor no DH quando comparada aos dois outros grupos, porém
sem confirmacdo estatistica. O inflamossoma NLRP3 é o Unico em sua categoria capaz de
identificar padrdes moleculares associados a metabolitos do préprio hospedeiro como glicose
ou acidos graxos saturados (61-65). A obesidade pode ser a origem de formacédo de sinais de
perigo, como o aumento de acidos graxos livres, e por consequéncia ativar o inflamossoma
NLRP3 levando a liberacdo de sinais inflamatérios como o IL-1 em pacientes com DM2 ou
em modelos animais alimentados com DH (66, 67). Estresse metabdlico nas mitocondriais
pode gerar disfuncdes que causam o aumento de ROS e liberacdo de DNA mitocondrial no
citosol (64, 65). Esses sdo eventos criticos associados a ativacdo do inflamossoma NLRP3.
Apesar de haver vias de ativacdo independentes da injuria mitocondrial (68, 69). O UCP2
desempenha um importante papel no metabolismo celular como regulador da homeostase e do
metabolismo de glicose (70-72) e foi observado que ele afeta a resposta metabdlica de
camundongos em jejum, influenciando na expressdo de enzimas reguladoras de lipideos e

fatores de transcricdo (73).
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5 CONCLUSOES

O uso do inibidor de ECA Enalapril nesta pesquisa demonstrou ser eficiente na reducdo do
peso e gordura corporal e também foi responsavel por uma tendéncia a melhora do perfil
glicémico dos animais que apresentaram alteracdes metabdlicas induzidas por dieta
hiperlipidica. O perfil hepatico também foi alterado pelo medicamento com a reversdo do
quadro de NASH também induzido pela dieta. A expressdo reduzida de ECA2 no grupo DH
demonstrou uma menor atividade do eixo benéfico do SRA no figado desses animais
enquanto que no grupo DH+ENAL esta atividade foi mais efetiva justamente pelo bloqueio
de ECA, entretanto essa sinalizagdo metabdlica ndo se refletiu na expressdo do inflamossoma
NLRP3 tendo em vista que este gene foi menos expresso no grupo nao tratado e
consequentemente este também foi o que apresentou menor expressao do marcador

inflamatorio IL-1p.
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