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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO

Raquel Rangel Silvares

A doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) afeta um terco da
populacdo adulta e €& definida como o acumulo de gordura no figado de
individuos que ndo consomem excessiva quantidade de &lcool. No entanto, os
mecanismos moleculares responsaveis pela progressdo da doenca ainda nao
foram completamente elucidados. Estudos anteriores do noSso grupo e outros
autores demonstraram que 0 aumento nos niveis de produtos finais de glicacao
avancada (AGEs) e disturbios da microcirculacao estao presentes na DHGNA,
mas nenhuma evidéncia direta da ligacdo entre os niveis de AGEs, estresse
oxidativo, inflamacao e alterac6es microcirculatérias hepéticas foi demonstrada.
No presente trabalho, nés investigamos os efeitos protetores da piridoxamina
(PirPM), um inibidor da formacdo de AGEs, nas complicagbes metabdlicas e
microcirculatérias na DHGNA. A DHGNA foi induzida por uma dieta
hiperlipidica (HFD) em ratos Wistar durante 28 semanas. O tratamento com Pir
(60 mg/Kg/dia, i.p.) foi administrado entre as semanas 20 e 28. Na
microcirculacdo do figado, o recrutamento de leucocitos e o numero de células
estreladas hepéaticas (HSC’s) ativadas foram examinados por microscopia
intravital. A perfusdo tecidual foi acessada por fluxometria utilizando o laser
speckle. O estresse oxidativo e o marcador de inflamacéo foram avaliados pela
dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e RT-PCR,
respectivamente. Os AGEs no figado foram avaliados por espectroscopia de
fluorescéncia. Foi observado que a alteracdo no metabolismo da glicose e
aumento do peso corporal, hepatico e de tecido adiposo e esteatose no grupo
DHGNA foi revertido pelo tratamento com Pir. Em relacdo aos parametros
microcirculatorios hepaticos, ratos com DHGNA apresentaram aumento do
rolamento e adesdo de leucdcitos, da ativacdo de HSCs e diminuicdo da
perfusdo tecidual. A Pir mostrou um efeito vasoprotetor nas alteragbes da
microcirculacdo hepatica induzidas pela DHGNA. O figado de grupo DHGNA
apresentou niveis elevados de peroxidagdo lipidica, que foram parcialmente
revertidos pelo tratamento com Pir. Em concluséo, a Pir apresenta importante
efeito vasoprotetor e antioxidante, além de modular os distirbios metabdlicos,
sendo, portanto, um potencial tratamento para complicacbes microcirculatorias
e metabdlicas associadas a DHGNA.
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ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO

Raquel Rangel Silvares

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) affect one-third of the adult
population, and is defined as the accumulation of fat in the liver of patients who
do not consume excessive alcohol. However, the molecular mechanisms that
account for disease progression remains unclear. Previous studies have
demonstrated that the increase in liver advanced glycation end-products
(AGEs) levels and microcirculatory disturbances are present in NAFLD
however no direct evidence of the link between AGE levels, oxidative stress,
inflammatory pathways and hepatic microcirculatory alterations have been
demonstrated. We investigated the protective effects of pyridoxamine (1)
against metabolic and microcirculatory complications in NAFLD. NAFLD was
induced by a high-fat diet (HFD) administration over 28 weeks. Pir treatment
was administered between weeks 20 and 28. In the liver microcirculation, the
recruitment of leukocytes and the number of vitamin A positive hepatic stellate
cells (HSCs) were examined by in vivo microscopic observations. Tissue
perfusion was accessed by laser speckle contrast imaging (LSCI). Oxidative
stress and inflammatory parameters were assessed by thiobarbituric acid
reactive substances measurement (TBARs) and RT-PCR. AGEs in the liver
were evaluated by fluorescence spectroscopy. The increase in body, liver, and
fat weight observed in the NAFLD group was reverted by Pir treatment. High-fat
diet administration induced steatosis and impairment in glucose metabolism,
which were attenuated by Pir treatment. Regarding the hepatic microcirculatory
parameters, rats with HFD-induced NAFLD showed increased rolling and
adhesion of leukocytes, increased HSC activation and decreased tissue
perfusion. Pir showed a vasoprotective effect in the hepatic microcirculation of
HFD-induced NAFLD. Livers of NAFLD group of rats had elevated levels of lipid
peroxidation, which were partially reverted by the Pir treatment. Pir modulates
oxidative stress, AGEs, and/or other metabolic disturbances, thus providing
important vasoprotective effects. Therefore, Pir may be a potential treatment for
microcirculatory and metabolic complications associated with NAFLD.
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1. Introducéo

1.1. Sindrome Metabdlica

1.1.1. Definicdes:

A sindrome metabolica (SMet) € definida como um conjunto de sinais e
sintomas para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV) e
diabetes mellitus do tipo 2 (DMT2) e tornou-se um dos principais desafios de
salude publica em todo o mundo. Os pacientes com sindrome metabdlica tém
um risco trés vezes maior de desenvolver DCV e cinco vezes maior de
desenvolver DMT2 (2-5). A SMet é definida como a presencga de trés ou mais
dentre as seguintes anormalidades enddcrinas e bioquimicas: (a) Adiposidade
visceral, (b) dislipidemia, (c) hipertensédo arterial, (d) altos niveis de glicose
plasmatica e resisténcia a insulina (6-9). Destes, a resisténcia a insulina e

obesidade s&o os principais fatores influenciadores no fenétipo da SMet (10).

Duas definicbes de SMet predominam na literatura: a do National
Cholesterol Education Programme Adult Treatment Panel 1l (NCEP ATP Ill) e
da Organizacdo Mundial da Satde (OMS). E um requisito absoluto na definigdo
da OMS ter resisténcia a insulina (com comprometimento da tolerancia a
glicose e glicemia em jejum, DMT2, ou outra evidéncias de resisténcia a
insulina) e além da resisténcia a insulina ter mais dois dos cincos critérios (Ver
tabela 1.1) (11). A definicdo do NCEP ATPIIlI é o critério mais utilizados para
definicdo da SMet e estipula que para o enquadramento na SMet o individuo
precisa ter trés dos cinco critérios descritos na Tabela 1.1 (5, 7). Ambas as
definicdes irdo prever a mortalidade cardiovascular, enquanto a definicdo do
NCEP ATP lll pode prever a mortalidade por todas as causas (12). No entanto,
h& um grande problema com as definicbes da OMS e do NCEP ATP Il em
relacdo a sua aplicabilidade aos diferentes grupos étnicos, especialmente ao
tentar definir limites de obesidade. Tendo em vista essa problematica, em 2005
a Federacao Internacional de Diabetes (IDF — do inglés International Diabetes
Foundation) publicou novos critérios para a SMet, incluindo os mesmos
critérios gerais que as outras definicbes, porém a obesidade como requisito

absoluto e ndo a resisténcia a insulina como na OMS (13) (Tabela 1.1).



Tabela 1.1. Componentes da sindrome metabdlica segundo: OMS, NCEP-ATP Il e IDF.

OMS

NCEP ATPIII

IDF

Absolutamente
necessario

Critério

Obesidade

Hiperglicemia

Dislipidemia

Dislipidemia
(segundo
critério
separado)

Hipertensdo

Resisténciaa insulina *(IGT,
IFG, DMT2 ou outras
evidénciasde Rl)

Resisténcia a insulinaou
diabetes, mais dois dos cinco
critérios abaixo

Relagdo cintura/quadril:>
0,90 (M),> 0,85 (F); ou IMC>
30 kg/m?

Resisténciaa insulinaja
necessaria

Triglicerideos 2150 mg/dl ou
HDL-C: <35 mg/d| (M), <39
mg/dl (F)

>140/ 90 mmHg

Nenhum

Quaisquer trés dos cinco
critérios abaixo

Circunferéncia da cintura:>
40 polegadas (M),> 35
polegadas (F)

Glicose em jejum 100
mg/dl ou em terapia

Triglicerideos 2150 mg/dl
ou em terapia

Colesterol HDL: <40 mg/dI
(M), <50 mg/dl (F) ouem
Terapia

> 130 mmHg sistélicaou >
85 mmHg diastdlicaou em
terapia

Obesidade *[Perimetro da
cintura=94 cm (M) e =2 80
cm (F)]

Obesidade e mais dois dos
cinco critérios abaixo

Perimetro da cintura = 94
cm (M) e 2 80 cm (F)

Glicose em jejum 100
mg/dl ou em terapia

Triglicerideos 2 150 mg/dl
ou em terapia

Colesterol HDL: <40 mg/dI
(M), <50 mg/dl (F) ou em
Terapia

> 130 mmHg sistélicaou >
85 mmHg diastdlica ou em
terapia

*|GT, intoler&ncia a glicose; IFG, glicemia de jejum alterada; DMT2, Diabetes tipo 2; RI,

resisténcia a insulina; IMC — indice de massa corporal, M, masculino e F, feminino.

Todas as definicbes estabelecidas de SMet reconhecem que sao fatores

de riscos para o desenvolvimento das condi¢des fisiopatologicas metabdlicas e

cardiovasculares, e seu uso € de grande valor na avaliacdo clinica diaria dos

pacientes, identificando pacientes com maior risco de desenvolver tanto DCV
guanto DMT2 (10).

1.1.2. Epidemiologia:

Segundo a IDF, um quarto da populacdo mundial é afetada pela SMet

(14). A prevaléncia mundial da SMet varia entre <10% até 84% em relagéo a

2



populacdo estudada e a definicdo de SMet utilizada (6, 15). Gorter P. (2004)
relatou que a prevaléncia da SMet usando a definicdo da NCEP ATP Il é de
41% em pacientes com doenca arterial coronariana (DAC), 43% em pacientes
com doenca cerebrovascular, 58% em pacientes com doenca arterial periférica
e 47% em pacientes com aneurisma da aorta abdominal (16). Utilizando os
critérios da OMS, a SMet esta presente em 80% dos pacientes com DMT2 (17).
Um estudo epidemioldgico realizado no Brasil com 1369 adultos avaliou a
prevaléncia de SMet de acordo com idade, sexo, nivel socioecondmico, niveis
educacionais, indice de massa corporal (IMC), indice de avaliacdo do modelo

homeostéatico para resisténcia a insulina (HOMA-IR) e atividade fisica; e a
prevaléncia estimada é de 22,7%, semelhante a dos paises desenvolvidos (18).

1.1.3. Fisiopatologia:

A SMet é a consequéncia da interacdo entre fatores genéticos e
ambientais que causa um estado de inflamacgdo cronica de baixo grau (19).

Destacaremos 0s mais importantes deles:

Adiposidade visceral: com a obesidade e o aumento progressivo no

volume dos adipdcitos, os suprimentos sanguineos aos adipocitos
podem ser reduzidos levando a hipdxia (20), essa hipdxia induz uma
necrose e atrai infiltrado de macréfagos no tecido adiposo que resulta
uma producdo excessiva de adipocinas, glicerol, adiponectina, acidos
graxos livres [AGLs] e mediadores inflamatérios. Dentre esses
mediadores podemos citar: fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa),
interleucina 6 (IL-6), inibidor de ativador de plasminogénio 1 (PAI-1),
resistina, leptina, angiotensina Il e proteina C reativa (PRC) (21). Juntos
esses fatores causam uma inflamagcao no tecido adiposo que propaga
sistemicamente e leva ao desenvolvimento de comorbidades
relacionadas a obesidade (22). A adiponectina € uma proteina com
propriedades antiaterogénica secretada pelos adipdcitos e cujos niveis
plasmaticos estdo diminuidos nos estados de resisténcia a insulina,
obesidade e diabetes. A resistina € um biomarcador inflamatério putativo

e mediador potencial de doencas metabdlicas ligadas a obesidade. A
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leptina € um horménio supressor do apetite, que apresenta acdes
metabdlicas sistémicas (23-25). A secre¢do do angiotensinogénio pelo
tecido adiposo pode contribuir para a hipertensao sistémica e a secrecéo
de PAI-1 pode promover um estado pro-trombotico (26). Sabe-se que a
expressdo de mRNA de angiotensinogénio estd aumentada no tecido
adiposo visceral, o que explica em parte a relagdo entre hipertensdo
arterial sistémica e obesidade na SMet (27).

bY

Resisténcia a insulina: A inflamacao crbnica junto com a obesidade

visceral induz a resisténcia a insulina (28). Devido a inflamacédo croénica
decorrente do aumento na producdo de adipocitocinas e citocinas, ha
inibicdo na sinalizacdo da insulina causando prejuizo na entrada de
glicose mediada pela insulina nos tecidos alvos periféricos como o tecido
adiposo, musculo e figado, levando a hiperglicemia e DMT2 (29). De
acordo com essa condicdo, a célula beta pancreatica secreta mais
insulina  (hiperinsulinemia) para superar a hiperglicemia. A
hiperinsulinemia tenta compensar a resisténcia a insulina para a
manutencdo da normoglicemia, no entanto, causa uma superexpressao
da atividade da insulina em alguns tecidos que séo sensiveis. Essa acéo
da insulina aliada a resisténcia, resulta nas manifestacdes clinicas da
SMet (30). A sinalizagéo fisiologica da insulina ocorre através da ligagédo
da insulina ao seu receptor, uma tirosina quinase ativada por ligante, que
ativa duas vias paralelas: a via fosfotidelinositol 3-quinase (PI3K) e a via
da proteina quinase ativada por mitégeno (MAP). A via PI3K-Akt é
afetada e a via da MAP quinase funciona normalmente nessa
condicdo. A inibicdo da via PI3K-Akt leva a uma reducao na producao de
oxido nitrico endotelial (eNOS), provocando uma série de alteracdes no
interior dos vasos que incluem a disfuncao endotelial, proliferagao celular
e uma reducdo na translocacdo de GLUT4 (19). Além disso, a
resisténcia a insulina promove (a) producdo de PRC e PAI-1, (b)
aumento de marcadores inflamatorios, (c) alteracdo do metabolismo dos
glicocorticoides, (d) a ativagdo da via do sorbitol e (e) formacéo de

produtos finais de glicacdo avancada (AGESs) (12).
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Dislipidemia: A resisténcia a insulina e a obesidade visceral estédo
associadas a dislipidemia aterogénica (31), que é caracterizada por
anormalidades lipidicas que refletem na estrutura, metabolismo e
atividade biolégica de ambas as lipoproteinas aterogénicas e da
lipoproteina antiaterogénicas, assim como dos triglicerideos. Na SMet,
séao observadas elevacbes
nos triglicérides plasmaticos e apolipoproteina B (apoB) e reduc¢bes nas
lipoproteinas de alta densidade (HDL) (28). Ja foi visto, que tanto a
obesidade visceral quanto a inflamacéo cronica levam a resisténcia
hepéatica a insulina, o que por sua vez altera 0 metabolismo lipoprotéico
de véarias maneiras (32). Primeiramente, com o prejuizo da sinalizacdo
de insulina, ha um aumento da lipGlise nos adipdcitos, que
consequentemente aumenta os niveis de acidos graxos livres (13), que
servem como substrato para sintese de triglicerideos e diminuem o
catabolismo da lipoproteinas contendo apoB. ApoB é a principal
lipoproteina da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). VLDL é
metabolizado em lipoproteinas remanescentes e lipoproteina de baixa
densidade (LDL) (subtipo pequeno e denso), e ambas aumentam as
chances de formacao de placa de ateroma (33). A dislipidemia esta
intimamente associada ao aumento do estresse oxidativo e a disfungéo
endotelial, instalando a natureza pré-inflamatoria da doenca

ateroscleroticas (34).

Disfuncdo endotelial: Macrofagos residentes e adipécitos que estdo

presente no tecido adiposo em conjunto com a hiperglicemia,
dislipidemia e hiperinsulinemia na vasculatura e na microcircurlagao
induzem uma disfuncdo endotelial e um estado pro-inflamatério na SMet
(35). A disfuncdo endotelial € caracterizada por uma vasodilatacdo
dependente de endotélio prejudicada, uma elastancia arterial reduzida e
um processo acelerado de aterosclerose (36). A deficiéncia de oxido
nitrico (ON), um regulador chave da homeostase endotelial, é o principal
defeito que liga a resisténcia a insulina e a disfuncdo endotelial (37).
Essa deficiéncia resulta da diminuicdo da sintese e/ou liberacdo de ON e

0 consumo exagerado nos tecidos por altos niveis de espécies reativas
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de oxigénio (7), causados por disturbios celulares no metabolismo da
glicose e lipideos. Espécies reativas de oxigénio s&o moléculas de vida
curta que exercem efeitos locais, atacando os acidos graxos
poliinsaturados (PUFASs) iniciando a peroxidacao lipidica dentro da
célula, o que resulta na formacdo de subprodutos de aldeido,
como trans -4-hidroxi-2-nonenal (HNE) e malondialdeido (MDA). Essas
moléculas tém meia-vida mais longa que as EROs e tém o potencial de
se difundir de seu local de origem para alcancar alvos intracelulares e
extracelulares distantes, amplificando assim os efeitos do estresse
oxidativo (38). E uma vez instalada a disfuncao endotelial, h4 prejuizo da
acao da insulina, por alterar a passagem transcapilar da insulina para os
tecidos-alvo (19). A resisténcia a insulina leva a disfuncdo endotelial pela
diminuicdo da atividade da Akt quinase, resultando em diminuicdo da
fosforilagdo e atividade da eNOS. Como a fosforilagdo da eNOS é
necessaria para as a¢des hemodindmicas da insulina, isso resulta em
diminuicdo do fluxo sangiiineo para o masculo esquelético, criando um
ciclo vicioso em que a disfuncéo endotelial piora a resisténcia a insulina.
Além disso, outros processos fisiopatoldgicos causam uma incapacidade
de o endotélio exercer seus mecanismos fisiologicos e protetores
normais, dentre eles podemos citar a hiperglicemia, AGEs, AGLs,
citocinas inflamatorias ou as adipocinas (39). Sabe-se gque altos picos de
glicose plasmatica sdo capazes de ativar plaquetas, e glicose plasmatica
cronicamente elevada pode levar a formacdo de AGEs, que sdao
funcionalmente ligados a disfuncéo endotelial (39). Os AGL podem ativar
diretamente a via inflamatoria do fator de transcricdo nuclear kappa B
(NF-kB) através do receptor do tipo Toll-4 (TLR4), estabelecendo uma
cadeia de disturbios endoteliais e eventos hemostaticos causados pelo
aumento de EROs e moléculas de ades&o vascular e celular incluindo
molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1) e molécula de adeséo
celular vascular 1 (VCAM-1) (40, 41). Além disso, a adiposidade visceral
causa disfuncdo endotelial através dos efeitos da resistina, IL-6 e TNF-
alfa na fosforilagdo da eNOS (10).



Hipertensdo: € um fator complexo, multifatorial e mensuravel, associada
a diversas anormalidades metabdlicas, das quais a obesidade, a
resisténcia a insulina e a dislipidemia sado as mais comuns (42). Estudos
sugerem, que a hiperglicemia junto com a hiperinsulinemia, ativam o
sistema Renina-angiotensina (SRA) que consequentemente aumentam a
expressdo do angiotensinogénio, da Angiotensina Il (AT II) e o receptor
AT1, que em conjunto podem contribuir para o desenvolvimento da
hipertensdo em pacientes com resisténcia a insulina (43). Além disso, a
ativacdo do SRA aumenta a reabsorcédo de sédio nos rins, pela ativacao
do sistema nervoso simpdatico, aumenta o débito cardiaco e causa uma

vasoconstricdo nas artérias resultando em hipertenséo (44).

Coagulacao: A disfuncéo na coagulagéo, eleva o risco de doenca arterial
coronariana em individuos com SMet (45). Um estado pré-trombético
resulta de anomalias nos fatores pré-coagulantes com um aumento no
fibrinogénio, fator VII e fator VIIl, além de um aumento no fator
antifibrinolitico (PAI-1), agregacéo plaquetarias e disfuncdo endotelial. A
ativacdo de trombdcitos pela producdo de adipocinas (leptina e
adiponectina) no tecido adiposo interfere diretamente na funcao
plaquetéaria, assim como o aumento da massa no tecido adiposo induz
resisténcia a insulina e inflamacgéo sistémica de baixo grau. Segundo
Aso, Y. 2007, através da producdo de PAI-1, o tecido adiposo altera
diretamente a fibrindlise pelo inibidor de fibrinélise ativado pela trombina
(46). Sendo assim, a disfuncéo do tecido adiposo desempenha um papel
importante no estado pro-trombotico observado na obesidade, afetando
direta e indiretamente a hemostasia, a coagulagéo e a fibrindlise (47). Na
DMT2, pode ocorrer trombose, pela formacdo de coagulos através do
aumento de niveis de fibrinogénio e PAI-1, as plaquetas que aderem ao
endotélio vascular e se agregam mais facilmente pela perda de
sensibilidade as restricbes homeostaticas normais que sdo executadas
pela prostaciclina e pelo ON. Essa desordem causada na DMT2 leva a
eventos macro e microvasculares (48). O PAI-1 é um inibidor do ativador
do plasminogénio tecidual e do ativador do plasminogénio tipo

uroquinase atravées da sua funcdo inibidora da protease serinica,



induzindo um estado pro-trombdético e sua expressao € controlada pelo

fator de transformacao do crescimento beta (TGF-beta) (49) (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Mecanismos fisiopatoldgicos propostos para o agrupamento de caracteristicas da
sindrome metabdlica e o aumento do risco de diabetes melittus do tipo 2 e doenca
cardiovasculares. Com uma ingestéo calorica extra e um estilo de vida sedentério, 0 excesso
de energia é armazenado como gordura. O tecido adiposo visceral, comparada com o tecido
adiposo subcutaneo, tem padrdes distintos de expressdo génica e esta associada a maior
resisténcia a insulina, menor tamanho de particula lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e
lipoproteina de alta densidade (HDL-C) e aumento de LDL-C e numeros de particulas
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL). Em individuos suscetiveis, a incapacidade para
a célula beta compensar a resisténcia a insulina resulta em relativa hipoinsulinemia,
promovendo aumento da atividade da lipase sensivel a hormdnios e excesso de lipolise de
triglicerideos armazenados a partir de adipdcitos, especialmente de depdsitos de gordura
abdominal, com liberagdo excessiva de acidos graxos livres [FFA]. Na teoria da sindrome
metabdlica (SMet) prevé que os FFA derivados do tecido adiposo visceral sejam liberados na
circulagdo portal e transportados para o figado para serem armazenados como ftriglicérides. O
fluxo de FFA estimula a producdo hepatica de VLDL, resultando em hipertrigliceridemia. O

aumento do fluxo de FFA nos tecidos periféricos também inibe a sinalizagdo da insulina. Com
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resisténcia hepatica a insulina e abundéancia de substratos de FFA, a gliconeogénese é
aumentada, contribuindo para a hiperglicemia. A resisténcia a insulina também resulta na
diminuicdo da liberacdo de glicose perifericamente. O desenvolvimento da hipertensao é
provavelmente multifatorial, parcialmente mediada por disfuncdo endotelial causada pela
geracdo de espécies reativas de oxigénio mediada por FFA, ativacdo do sistema nervoso
simpético induzido pela hiperinsulinemia e inibicdo da 6xido nitrico sintase e os efeitos das
citocinas derivadas do tecido adiposo. H& também hiperatividade do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) na obesidade. Adipocinas s&8o secretadas pelo tecido
adiposo com efeitos metabdlicos de longo alcance. H4 também uma estreita relacdo com
células derivadas da medula Ossea, especificamente macrofagos, no tecido adiposo de
individuos obesos, que provavelmente sdo responsaveis pelo aumento de citocinas, como a
interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa). PAI-1 - fator antifibrinolitico e
PRC - proteina C reativa. Fonte: (50).

1.2. Doenca hepéatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA):

1.2.1. Definicao:

A doenca hepatica gordurosa ndo alcéolica (DHGNA) é a doenca
hepatica mais comum em todo mundo, € considerada o componente hepatico
da SMet e compreende varias condicdes patoldgicas variando de um aumento
no conteudo de triglicerideos intra-hepéticos (esteatose simples) a esteato-
hepatite ndo alcoolica (EHNA), que leva a fibrose avancada, cirrose e hepato
carcinoma. (51-53). O quadro estabelecido € semelhante ao da lesdo hepatica
induzida pelo alcool, porém ocorre em pacientes que ndo usam alcool e as
suas implicacbes clinicas sdo pautadas principalmente de sua ocorréncia
comum na populacdo em geral e seu potencial de progresséo. (54). Sabe-se
que além da esteatose, a EHNA coexiste com inflamagé&o, lesdo de células
hepéticas e deposicdo de fibras de colageno, podendo causar uma fibrose

progressiva que pode evoluir para cirrose ou hepato carcinoma. (55, 56).

Tabela 1.2. Fatores de Risco Associados a DHGNA



Condigdes Comuns Com Associagao
Estabelecida

Outras condigdes associadas com a
DHGNA

Obesidade
DMT2
Dislepidemia
Smet*

Sindrome dos ovarios policisticos

Hipotireoidismo

Apneia obstrutiva do sono
Hipopituitarismo
Hipogonadismo

Ressecgdo pancreatoduodenal

Psoriase

* De acordo com a NCEP ATPIII (2004). DMT2 — diabetes melittus do tipo 2 e Smet —
sindrome metabdlica.

A DHGNA estd intimamente associada a caracteristicas da SMet,
incluindo a obesidade e a resisténcia a insulina, doencas cardiovasculares e
indiretamente a sindrome dos ovarios policisticos (SOP) e apneia obstrutiva do
sono (AOS) (Tabela 1.2) (57). De acordo com os achados histopatologicos
categoriza a DHGNA em figado gorduroso ndo alcoodlico (FGNA) e esteato
hepatite ndo alcoodlica (EHNA). FGNA € definido como a presenca de esteatose
hepatica sem evidéncia de lesdo hepatocelular na forma de baldo dos
hepatocitos e risco de progressdo para cirrose e insuficiéncia hepatica €
minimo. A EHNA é definida como a presenca de esteatose hepatica e
inflamacé&o com lesdo de hepatocitos (balonismo) com ou sem fibrose podendo
evoluir para cirrose, insuficiéncia hepatica e raramente cancer de figado. (58).
A grande maioria dos individuos com obesidade, resisténcia a insulina e SMet
tera esteatose, porém apenas uma minoria ira desenvolver EHNA, fibrose e
cirrose. Dentre os fatores de risco para a progressdo da DHGNA para quadros
mais graves estdo as questdes genéticas e ambientais que influenciam a
gravidade da esteatose, do estresse oxidativo, aumento de citocinas pro-
inflamatorias, a magnitude da resposta imune e/ ou a gravidade da fibrose
hepatica (59). Estudo recente demonstrou que dietas ricas em gorduras
saturadas, refrigerantes e carnes pobres em antioxidantes estdo associadas a
um risco aumentado de DHGNA/EHNA (60) (Figura 1.2).
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Figura 1.2: Patogénese e curso clinico natural da doenca hepética gordurosa nado alcodlica
(DHGNA). A figura mostra as frequéncias dos estagios individuais da doenca. Patogénese:
uma parte importante na patogénese da DHGNA é desempenhada pela resisténcia a insulina,
pelo estresse oxidativo e pela cascata inflamatéria. De acordo com a teoria do “mudltiplo hit”, a
hiperinsulinemia no contexto da resisténcia a insulina leva, como primeiro passo, a uma
liberacdo aumentada de acidos graxos livres [FFA] de adipécitos e midcitos, que sao entdo
absorvidos pelo figado, onde se acumulam e resultam em esteatose. Este passo inicial é entdo
seguido por uma série de interacdes complexas entre hepatécitos, células de Kupffer,
adipécitos, mediadores inflamatérios e radicais de oxigénio. O resultado é esteato-hepatite
(EHNA). Os acidos graxos livres sao oxidados em mitocdndrias, peroxissomas e microssomas,
0 que leva a subprodutos reativos. A inflamacéo crénica contribui para a lesao hepatocelular e,
ao longo prazo, para o desenvolvimento de fibrose e cirrose. Os mediadores inflamatérios fator
de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e interleucina-1 beta (IL-1beta), bem como adiponectina (um
horménio dos adipdcitos que reduz a oxidagcdo dos &cidos graxos e inibe a gliconeogénese
hepatica) parecem ser de particular importancia nesta configuragdo. O carcinoma hepatocelular
(HCC) se desenvolve com uma incidéncia de cerca de 2% ao ano, e o cancer também pode se
desenvolver em um figado nédo cirrético. ER — Reticulo endoplasmético e VLDL - Lipoproteina

de particulas de apolipoproteina B. Fonte: (61).
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1.2.2. Epidemiologia:

A prevaléncia da DHGNA varia de 20 a 25%; no entanto, essas taxam
mudam de acordo com os fatores ambientais, genéticos e hormonais. Ja foi
visto, que pacientes que apresentam DHGNA aumentaram a mortalidade geral
em comparagcdo com populacbes sem DHGNA (62, 63). A prevaléncia de
DHGNA vem aumentando em escala mundial, ndo sendo apenas uma doenca
dos obesos, mas esta tipicamente associada a disfuncdo metabdlica (64). A
maior prevaléncia de DHGNA foi relatada no Oriente Médio e América do Sul,
enquanto a menor taxa foi relatada na Africa (53). De acordo com estimativas
atuais, cerca de 68% dos adultos americanos estdo obesos, 0 que significa
dizer que 75 milhdes de individuos nos Estados Unidos provavelmente tém
DHGNA (65). Um estudo pediatrico avaliou a prevaléncia baseada na histologia
do figado, e relatou que a maior taxa de esteatose hepatica (aproximadamente
38%) foi observada em criancas obesas (de 2 a 19 anos), e aumentou com a
idade (66). Além disso, o sexo masculino tem sido considerado um fator de
risco para a DHGNA e a prevaléncia nos homens € 2 vezes maior que nas
mulheres (67-69). Tendo em vista toda problematica relacionada a DHGNA e
SMet, um estudo de 2007 quantificou a quantidade de gordura no figado em
individuos com e sem a SMet e observou que a gordura hepética aumenta em
média quatro vezes em individuos nao diabéticos de meia idade com a
presenca de SMet, sendo assim 0s componentes da sindrome estdo
significativamente correlacionados com a gordura do figado, mesmo
independentemente da idade, sexo e IMC (18). Os pacientes com DHGNA que
tem EHNA s&o mais propensos a evoluir para cirrose quando comparados com

aqueles com esteatose apenas (70).

1.2.3. Diagnostico e tratamento:

A maioria dos individuos € assintomatica ou apresenta sintomas
inespecificos como fadiga; no entanto, alguns relatam dor no quadrante
superior direito. O diagnéstico da DHGNA muitas vezes € feito acidentalmente

em exames de imagem quando um paciente é submetido a testes para um
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sintoma ou condicdo ndo relacionado (71). O teste “padrédo ouro” com o
objetivo de detectar a DHGNA é a bidpsia hepética, sendo que para estudos
epidemioldgicos na populacdo saudavel e/ou assintomatica ndo é viavel nem
ético (56). Atualmente, os biomarcados séricos, como alanina aminotransferase
(ATL) e aspartato aminotransferase (AST); e a ultrassonografia hepatica e
ressonancia magnética, sdo as ferramentas mais utilizadas para o
rastreamento da DHGNA (70). Até o momento, ndo ha tratamento efetivo para
a DHGNA. Uma abordagem multidicisplinar é empregada e direcionado
principalmente para mudanca no habito de vida como perda de peso e
atividade fisica (72-77).

1.2.4. Fisiopatologia:

Na fisiologia normal do hepatdcito, a energia proveniente da circulagédo
de glicose, frutose e galactose é armazenada na forma de glicogénio, e os
lipideos e carboidratos em excesso séo redistribuidos para adipdocitos ou
usados na combustdo. Na DHGNA, as teorias iniciais para a patogénese foram
pautadas em uma hipoétese de “dois hits”. O "primeiro hit", é caracterizado pelo
acumulo de triglicerideos hepaticos ou a esteatose que aumentam a
suscetibilidade do figado a lesdo mediada pelo "segundo hit", como
citocinas/adipocinas inflamatérias, disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, e
produtos finais de glicacdo avancada, que por sua vez levam a EHNA (78, 79).
Sabe-se que na DHGNA, ha uma desregulacdo nos processos de trafego
lipidico, com um aumento de lipideos intra-hepacelulares, como lipideos
saturados (80, 81). Esse armazenamento excessivo de lipidios nos hepatdcitos,
contribui diretamente para a faléncia de organelas, incluindo disfuncao
mitocondrial e reticulo endoplasmatico e outros estresses de organelas, e pode
ter um papel na resisténcia a insulina hepéatica (82, 83). A resisténcia a insulina
€ o fator mais reprodutivel no desenvolvimento da DHGNA e leva o acumulo de
gordura nos hepatdcitos por dois mecanismos principais: lipdlise e
hiperinsulinemia (84). A resisténcia a insulina periférica é caracterizada pela
reducdo da captacdo de glicose do sangue para o musculo esquelético e pela
diminuicdo da supressdo da lipolise no tecido adiposo. Por outro lado,

hY

resisténcia a insulina hepatica estad associada ao comprometimento da

13



glicogénese e ao aumento da gliconeogénese e glicogendlise (85, 86). Foi
visto que, os altos niveis de ALT entre pacientes com DHGNA podem
correlacionar-se com resisténcia a insulina e conteudo de gordura intra-
hepatica; no entanto, pacientes com nivel ALT normal apresentam risco
consideravel de progressdo da doenca (87). Além disso, no hepatécito

quantidades clinicamente significativas de acidos dicarboxilicos, que tem um
potencial citotdxico, sdo formados a partir da ®-oxidagdo microssomal. Essa

via do metabolismo dos acidos graxos esta intimamente relacionada a beta-
oxidacdo mitocondrial e a beta-oxidacdo peroxisomal. A deficiéncia das
enzimas da beta-oxidacdo peroxisomal tem sido reconhecida como uma
importante causa de esteatose e esteato-hepatite microvesicular (54). No
entanto, a principal teoria de “dois hits” tem sido questionada, dado o
conhecimento da interagdo entre a resisténcia a insulina, as adipocinas, a
inflamacé&o do tecido adiposo e outros fatores patogénicos como os AGEs. Em
particular, tem sido sugerido que a esteatose hepatica representa um
fenbmeno de varios mecanismos lesivos distintos que devido a habitos
alimentares, fatores ambientais e genéticos, afetam o contetdo de gordura dos
hepatocitos e o ambiente inflamatorio hepético, levando a um estado de
inflamacé&o hepética crbénica. Por essa razao, a teoria inicial de “dois hits”, que
explica a progressdao da DHGNA para a EHNA, evoluiu para a hipotese dos
“‘multiplos hits” (88-90).

1.3. Microcirculagéo e a DHGNA:

1.3.1. Fung¢des da microcirculagao

A funcdo mais representativa da microcirculagdo esta relacionada ao
transporte de nutrientes para os tecidos e a remocéo dos produtos da excrecéo
celular. As pequenas arteriolas controlam o fluxo sanguineo para cada tecido, e
as condicdes locais nos tecidos, por sua vez, controlam o diametro das
arteriolas. As paredes dos capilares sao delgadas, formadas por camada Unica
de células endoteliais muito permeaveis. Desse modo, pode ocorrer
intercAmbio rapido e facil de agua, nutrientes e excretas celulares entre os

tecidos e o0 sangue circulante. Em geral, cada artéria nutriente que penetra em
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um Orgao se ramifica por seis e oito vezes dando origem as arteriolas que, tém
didmetros internos de apenas 10 a 15 micrdmetros. As arteriolas, entdo, se
ramificam de novo por mais duas a cinco vezes, atingindo didmetros de 5 a 9
micrémetros em suas porc¢oes terminais, de onde suprem 0 sangue para 0S
capilares. As vénulas e veias servem primariamente como canais coletores e
vasos de armazenamento (91, 92) (Figura 1.3). Os capilares verdadeiros nao
tém musculo liso, sendo incapazes de constricdo ativa; porém as células
endoteliais que formam a parede capilar contém actina e miosina que alteram

sua forma em resposta a certos estimulos quimicos (91).

Arteriola Vénula

Esfincteres
pré-capilares Capilares

] ‘>

lll'

Células ‘
musculares 4
lisas
V WA { ' 'u

Metarteriola .

Bypass arteriovenoso

Figura 1.3: Estrutura da microcirulacdo, demonstrando a arteriola, metarteriolas, capilares e
vénulas. Fonte: (92)

Dentre as fun¢des da microcirculacdo, outra funcdo importante € evitar
grandes variacfes na pressao hidrostatica ao nivel dos capilares, que podem
causar distirbio nas trocas entre tecidos e capilares. Sendo assim, a
microcirculacdo € de extrema importancia na determinacdo da resisténcia
periférica total (91, 93). Ja foi visto que na hipertensdo arterial ocorrem

alteracdes microvasculares na resisténcia de vasos em quase todos os 6rgaos,
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contribuindo para o aumento da resisténcia vascular periférica, apos a reducéo
da densidade capilar (94, 95). Estudo demonstraram que altera¢des funcionais
no comprometimento do recrutamento capilar e estruturais na rarefagéo capilar
microcirculacdo, apresentam uma ligacao fisiopatolégica entre os componentes
da SMet, incluindo obesidade, resisténcia a insulina e hipertensao (96-98). De
acordo com isso, na Ultima década nosso grupo demonstrou que ratos Wistar
alimentados com uma dieta hiperlipidica (HFD — do inglés high fat diet)
desenvolvem caracteristicas da SMet (99-102). Nosso grupo demonstrou que
animais alimentados com uma dieta HFD por 20 semanas apresentam
alteracbes estruturais e funcionais na microcirculagdo cerebral, muscular,
hepética e renal (99-103).

1.3.2. Microcirculagéo hepaética:

A microcirculacdo hepatica tem uma importancia significativa para a
fisiologia e funcdo de todo o organismo, garantindo o fornecimento do tecido
parenquimatoso com oxigénio e nutrientes. Além disso serve como uma porta
de entrada de leucdcitos na inflamacdo hepatica e é responsavel pela
depuracdo de metabdlitos toxicos e corpos estranhos da corrente sanguinea.
(104). O figado constitui 2,5% do peso corporal e recebe aproximadamente
25% do débito cardiaco através de dois influxos, a veia porta e a artéria
hepatica. E organizado em unidades funcionais denominadas de I6bulos, que
contém uma estrutura hexagonal com caracteristica diferente de outros 6rgaos
em relacdo a microcirculacao sanguinea. (105). As placas de hepatdcitos estéo
dispostas radialmente ao redor da veia central. Os ramos da veia porta e da
artéria hepatica estao localizados na periferia do I6bulo e formam, juntamente
com o ducto biliar, a triade portal. O sangue proveniente da veia porta e da
artéria hepatica circula no interior dos sinusoides que se infiltram entre os
hepatdcitos, antes de drenar para a veia central que estdo posicionadas no
centro dos l6bulos. (106). A veia porta € um vaso aferente que drena o sangue
do sistema capilar do intestino, baco, pancreas, omento e vesicula biliar e é
responsavel por 75% a 80% do suprimento sanguineo do figado em sua

entrada total. Os restantes 20-25% sao provenientes da artéria hepatica (107,

16



108). Na circulacdo hepatica a dupla perfusdo tecidual e controlada por um

mecanismo de compensacéao, na qual a

artéria hepatica e capaz de mudar o aporte de sangue para o figado de acordo
com a resposta a alteragdes no fluxo na veia porta (mecanismo denominado de
HABR, do inglés Hepatic arterial buffer response) (109, 110) (Figura 1.4).

Figura 1.4: Microscopia eletrbnica de varredura de figados de camundongos magros
alimentados com dieta normal (A, C) em compara¢cdo com camundongos obesos alimentados
com uma dieta rica em carboidratos e gordura (B, D) por 12 meses. Observe os sinuséides e
seu padrao distorcidos pelas células parenquimatosas aumentadas, carregadas de gordura em
A e B e a perda de fenestras em C e D. A seta em D aponta para a compressao da sinuséide
causada por um hepatocito em baldo contendo uma grande goticula de gordura. A e B, 1.000x

ampliacéo original; C e D, ampliagdo original de 8.000x. Fonte: (111)

Cinco componentes especializados principais podem ser destacados na

rede sinusoidal microvascular hepatica, que séao: (a) as células hepéaticas
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sinusoidais_endoteliais (LSEC — do inglés: Liver sinusoidal endotelial cells),

que compdem a parede permeabilizada dos sinusoides e apresenta fenestras
que sao organizadas em aglomerados de 10 a 50 poros com um diametro de
150 a 175nm com auséncia da membrana basal (112). Em respostas as
alteracdes no fluxo sanguineo sinusoidal e da pressdo de perfusdo, as
fenestras se contraem e dilatam, por serem estruturas dindmicas. Além
disso, as fenestras funcionam como peneira para o controle da extensa troca
de material entre o sangue e as células do figado, contribuindo para o
controle homeostatico da microcirculacdo hepética e exercendo funcao de
limpeza devido sua alta capacidade endocitica mediada por receptores
(113); (b) as células estreladas hepéticas (HSC — do inglés: hepatic stellate

cells), sdo células perisinusoidal armazenadora de gordura e vitamina A que
estdo localizadas no espaco de Disse, esse espaco esta localizado entre as
superficies ricas em microvilosidades dos hepatocitos e as células de
revestimento sinusoidais. Tem uma distribuicdo quase que homogeneamente
pelas diferentes zonas do l6bulo hepatico. (114). E responsavel pelo
metabolismo do retinol e pela fibrose hepética em condic¢des patoldgicas (115);
(c) as Células de Kupffer (CKs), constitui um componente celular dos

sinusoides hepaticos estando ancorado ao limen do endotélio expondo-se a
corrente sanguinea, com cinética especifica de fagocitose, sendo o Unico
macrofago residente no figado responséavel pela regulacdo da inflamacéo
(116). Sao encontradas principalmente em regides periportais, onde sao
maiores e com maior atividade fagocitica do que as localizadas na regiao
perilobular (117, 118). As LSECs, HSCs e CKs sao células contrateis, e estao
envolvidas na regulacéo do fluxo sanguineo através dos sinusdides (115); (d)
os hepatdcitos sdo as células do parénquima que estdo ligadas a LSECs e
controlam o metabolismo do figado e (e) a matriz_extracelular (MEC),

considerado um arcabouco composto de moléculas secretadas que serve de
nicho para as células e pode influenciar seu fenétipo dependendo de sua

composicao.

A comunicagdo dinadmica entre esses cinco componentes da
microcirculacdo hepatica é responséavel pelas principais funcdes do figado,

como desintoxicacdo e armazenamento de energia (119). Apds a entrada do
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sangue nos sinusoides pela veia porta e artéria hepética, o oxigénio e as
macromoléculas atravessam a barreira endotelial através dos poros
transcelulares das LSECs até os hepatdcitos, as HSCs atuam juntamente
com as LSECs regulando o tbnus vascular com uma producédo e liberacao
equilibrada de vasoconstritores como ciclooxigenases 1 (COX1l) e
tromboxano A, (TXA;) e vasodilatores como ON (120, 121). O sistema
reticuloendotelial (SRE) é composto pelas CKs e LSECs, pertencentes ao
sistema fagocitico monuclear. Essas células (CKs) atuam como células
apresentadoras de antigenos ap6s uma lesdo e liberam mediadores
inflamatérios como, por exemplo, interleucina 10 (IL-10) e TGF-beta e
citocinas como TNF- alfa e interferon gama (IFN-gama). (122)

1.3.3. DHGNA e microcirculacao:

Na DHGNA, o acumulo de gordura no citoplasma dos hepatdcitos esta
associado ao aumento no volume celular que reduz o tamanho do espaco
sinusdide hepatico em 50% quando comparado com um figado normal
resultando em uma obstrucdo parcial ou completa do sinuséide hepatico,
causando importantes alteragfes no fluxo sanguineo hepatico. (102, 123). De
acordo com humanos, varios modelos animais de esteatose hepatica,
demonstraram também a presenca de anormalidades microvasculares em
modelos DHGNA, caracterizada pela presenca de perfuséo sinusoidal reduzida
e sinusoides disfuncionais (111, 124-130). Sun et al. mostraram que o figado
do rato Zucker obeso é esteatdtico e apresenta uma microcirculagdo anormal
manifestada por uma reducgéo na densidade sinusoidal. (131). De acordo com
isso, outras linhagens de ratos que receberam uma dieta rica em gordura
desenvolveram esteatose de grau 3 (0 qual ja apresenta > 66% de esteatose
de células do figado) e os resultados microcirculatorios revelaram que a
densidade sinusoidal foi afetada e o grau de esteatose correlaciona com a
reducdo da velocidade do fluxo sanguineo nas veias centrais, assim como nos
sinusoides. (128). Acredita-se que o alargamento das placas parenquimatosas,
estreita e distorce os lumens sinusoides, reduzindo o volume intra-sinusoidal,
bem como a arquitetura da rede sinusoidal; como consequéncia a reducédo do
suprimento de oxigénio aos hepatdcitos. Essa redugcdo na disponibilidade de

oxigénio pode prejudicar a oxidacdo dos acidos graxos, levando a um maior
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acumulo de gordura e exacerbacédo dos disturbios induzidos pela gordura na
perfusdo sinusoidal, o que gera um ciclo vicioso de progressao da
doenca (132). Além disso, sob condi¢cdes de hipoxia, pode alterar a via de
fosforilacdo oxidativa e aumentar a producdo de EROs. Assim uma alta
quantidade de EROs é produzida, causando dano celular e peroxidacdo
lipidica. Sabe-se também que a esteatose estd associada a uma ativacéo
aumentada de fatores de transcricdo indutiveis por hipdxia, que estimulam o
armazenamento de lipidios e inibem a degradacédo de lipidios (133-135). As
vesiculas extracelulares, sdo particulas revestidas de lipidios com um diametro
de até 1000 nm, que sao liberadas de diferentes tipos de células e demonstram
ter papéis fisiopatologicos em muitas doencas. Durante as doencgas
metabdlicas, o “crosstalk” do 6rgdo pode ser responsavel pela entrega de
lipidios do tecido adiposo para o figado ou de células ndo parenquimatosas do
figado para hepatocitos, sendo um fator determinante para a resposta
hipoxica/esteatética hepatica (124). Burnley et al. demonstrou uma relacéo
cruzada entre a ativacao do fator induzivel por hipoxia, a producdo de ON e a
modulacdo das vesiculas extracelulares, tendo uma resposta importante na
producdo dessas vesiculas extracelulares provenientes de células endoteliais e
com tudo, podendo ser um marcador precoce da DHGNA. (136, 137).

Os hepatocitos, CKs e HSCs, na presenca da esteatose, podem ser
estimuladas para produzir citocinas e quimiocinas. A producao desses fatores
pode ser aumentada através de vias intracelulares ou extracelulares, pela
ativacdo de quinase IkB e quinase N-terminal c-Jun ou receptores Toll-like,
respectivamente, atuando de maneira autécrina ou paracrina promovendo a
producdo de EROs, a morte celular e o recrutamento de leucocitos da
circulacdo. Figura 5 (138). O ON é uma molécula vasodilatadora essencial e
esta envolvido em varios processos que sao benéficos a homeostase vascular,
incluindo a reducédo da migracdo e do crescimento do musculo liso vascular,
agregagcédo plaquetaria e trombose, adesdo e inflamagcdo de mondcitos e
macrofagos (139). O ON é derivado da eNOS e a sua deficiéncia € importante
na etiologia da DHGNA. Disturbios no metabolismo e biodisponibilidade do ON
podem contribuir para a leséo tecidual na DHGNA assim como na obesidade e

diabetes. (140). ljaz et al. observaram uma diminui¢cdo da biodisponibilidade de
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ON em figados esteatoéticos de ratos apos a indugcdo com uma dieta rica em
colesterol por doze semanas e 0 metabolismo prejudicado do ON foi
relacionado com um menor fluxo sanguineo portal e a redugdo na
microcirculacdo hepatica (125). Aléem disso, a insulina é um dos principais
fatores possivelmente envolvidos em anormalidades microvasculares e,
especificamente, na prejudicada da eNOS observada na DHGNA (124). O
recrutamento de leucécitos pode ser ocasionado por substancias nocivas,
como endotoxina, as quais aumentam a expressao de moléculas de adeséao
como ICAM-1 e VCAM-1 nas LSECs que estimula a adeséo e transmigracao
inflamatéria de leucécitos (141, 142). As moléculas de adesdo sao
biomarcadores de inflamagao vascular e em combinagdo com as quimiocinas
secretadas pelas CK estimulam o recrutamento de neutréfilos e mondcitos
para o figado. Os neutréfilos sdo fagoécitos iniciais e ao chegar ao local
alteram seu fendtipo e tornam-se ativados, liberando moléculas citotoxicas
como EROs e citocinas que atraem mais neutréfilos e mondcitos. Ja os
mondcitos, apds 0 recrutamento para o tecido, sofrem diferenciacdo para
macroéfagos teciduais, e liberam mais TNF-alfa, IL-1beta, fator estimulador de
colénias de granulécitos (G-CSF), que por sua vez, prolongam e sustentam a
inflamacgéao local (143, 144-148).
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Figura 1.5: Mecanismos celulares da inflamag&o microvascular na lesdo hepatica. Estimulos
prejudiciais e sinais de estresse causam uma ativagédo de células endoteliais sinusoidais [SEC],
células de Kupffer (KC), leucécitos (PMN) e plaquetas (PLT) com liberacdo de um arsenal de
mediadores agressivos, aumentando o acumulo intra-hepético de células inflamatérias. O PMN,
0 PLT e o SEC podem interagir e se ligar uns aos outros, levando a uma maior aderéncia e
acentuagdo da liberagdo de mediadores. A regulacdo positiva das moléculas de adesao
permite a ligacéo firme dos PMN para migrar em dire¢do a sinais quimiotaticos (IL-8, CINC,
MIP-2 e KC), sendo liberados por hepatdcitos intactos, mas expostos ao estresse. Os PMN
infiltrantes de tecidos exercem hepatotoxicidade direta por espécies reativas de oxigénio (ROS)
e liberagdo de enzimas hidroliticas. Os hepatdcitos sofrem necrose, apoptose ou aponecrose
mista, dependendo da gravidade do insulto e seus armazenamentos de ATP intracelular. Os
hepatdcitos apoptoticos e necroticos podem atrair ainda PMN tanto pela exposi¢do superficial
da fosfatidilserina (PS) quanto pelo vazamento do grupo de alta mobilidade box-1 (HMGB-1).
PAF - fator de ativacao de plaquetas, PF-4 — fator de plaqueta — 4, LTs — leucotrienos, TXA
— Tramboxano A2, ET-1 Fator endotelina 1, NO — Oxido nitrico, IL-1 — Interleucina 1, IL-6 —
Interleucina 6, TNF — fator de necrose tumoral, HSC — células estreladas hepética, -, IL-8 -
Interleucina 8, INOS — Oxido nitrico sintase indutivel. HO 1 - heme oxigenase 1, HO 2 -
heme oxigenasse 2, CINC - quimioatraente de neutréfilos induzido por citocinas, MIP-2 -

proteina inflamatéria de macréfagos -2. Fonte: (104)

1.4. Via AGE-RAGE:
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Os produtos finais de glicacdo avancada (do inglés advanced glycation end
products - AGEs) modificam propriedades quimicas e biologicas de varias
moléculas através da ligagdo cruzada ou interagindo com proteinas de matriz e
receptores especializados, como 0s receptores para produtos finais de glicacao
avancada (RAGE) (149-151) contribuindo para o desenvolvimento de doencas
cronicas como DM, aterosclerose, doenca de Alzheimer, insuficiéncia renal,
esteatose hepética e cirrose hepatica (152-155). Os AGEs sao produzidos
endogenamente, mas também sdo consumidos através da dieta,

especialmente através de alimentos cozidos a calor seco (156).

Na rota de producdo de AGEs, a reacdo de Maillard também conhecida
como glicacéo, € a mais descrita. A glicagcdo comeca com a formacéo de bases
instaveis de Schiff geradas pela condensac¢éo do grupo carbonila de um agucar
redutor (glicose, frutose, galactose e ribose), intermediarios do metabolismo da
glicose (glicose-6-fosfato, frutose-6-fosfato, ribose- 5-fosfato, desoxirribose-5-
fosfato e gliceraldeido), ou metabdlitos do poliol (frutose ou frutose-3-fosfato) e
compostos dicarbonilicos provenientes da peroxidacado lipidica (glioxal, MDA)
com um grupo amina, originados, por exemplo, da amina lisina 4cida (ou outros
aminodcidos, acidos nucleicos e lipidios) (150, 157). Apos a formacéao, a base
de Schiff sofre rearranjos que tornam essa estrutura mais estavel, formando os
produtos Amadori, que sao produtos iniciais da reacao de Maillard. Os produtos
Amadori gerados possuem grupos carbonila reativos que se condensam com
grupos amino primarios, dando origem aos AGEs (Figura 6). Além disso,
produtos de Amadori podem ser fragmentados por glicoxidacdo na presenca de
ions de metais de transicdo como o ferro, formando o glioxal e metilglioxal, que

também séo gerados durante peroxidacéo lipidica (155, 158).

Na DHGNA, os niveis aumentados de estresse oxidativos e a
peroxidacao lipidica estimulam a formacdo de AGEs, tais como carboximetil
lisina (CML), que também é caracterizada como um produto de peroxidacdo
lipidica (153).
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Figura 1.6: Principais etapas que levam a formacgéo de produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs). A formacdo enddgena de produtos finais de glicacdo avancada foi descrita por trés
caminhos diferentes in vivo: a reacdo ndo enzimatica de Maillard, a via do Poliol e a
peroxidacao lipidica. Durante as trés reacgdes, a formacéo de AGEs ocorre sobre a formacéo de
compostos carbonilicos reativos, tais como glioxal, metilglioxal e 3-desoxiglucosona. Se a
desintoxicacéo é prejudicada, eles sédo capazes de reagir ainda mais até a formac¢éo de AGEs
irreversiveis. ROS — espécies reativas de oxigénio, GOLD - dimeros de lisina glioxal, MOLD -
dimeros de metilglioxal lisina, DOLD - dimero de lisina 3-desoxiglicose, CEL- carboxietilalisina

e CML- carboximetil lisina. Fonte: (159).

Os AGEs, além de alterar a estrutura e fungcdo de moléculas, exercem
seu efeito através da ligacdo a receptores, ativando uma cascata intracelular
que altera a expressédo de diversos genes (Figura 1.7). Varios receptores ja
foram descritos para AGEs, dentre eles 0 AGE-R1 homdlogo a um componente
de k50 kDa do complexo oligossacariltransferase (OST-48) (160); AGE-R2 com

homologia completa a uma proteina de 80 kDa, mostrou ser uma proteina
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contendo fosfo-tirosina (161); AGE-R3 também chamada de Galectina-3, Mac-
2, ou proteina de ligacdo a carboidrato-35, exibe ligacdo de alta afinidade para
ligantes de AGEs (162); o receptor scavenger de macrofagos-1l; CD-36 e
RAGE. AGE-R1 e R3 séo responsaveis pelo reconhecimento dos AGEs e pela
ligacdo de alta afinidade; e AGE-R2 esta sujeito a fosforilacdo induzida por
AGE, desempenhando um papel importante na transducdo de sinal e na
ativacdo celular associada a ligagdo do receptor de AGE. RAGE é uma
proteina de aproximadamente 45 kDa localizado no cromossomo 6 no
complexo principal de histocompatibilidade entre os genes para as classes Il e
[ll, membro da superfamilia das imunoglobulinas de superficie celular e a sua
expressao fisiolégica é detectada numa variedade de tecidos incluindo células
endoteliais, musculo liso vascular, células mononucleares do sangue periférico
e macrofagos, tecido neural, pulmédo e musculo esquelético (163). Ao contrario
de alguns receptores que frequentemente realizam apenas a limpeza e
depuracdo de AGEs dos tecidos e da circulacdo, RAGE media varias respostas
celulares (164, 165).
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Figura 1.7: Os efeitos extracelulares e intracelulares dos produtos finais de glicacédo

avancada (AGEs). Na matriz extracelular, os AGEs se formam em uma variedade de

moléculas diferentes, incluindo lipidios, coldgeno, laminina, elastina e vitronectina. A

formacdo de AGEs em moléculas dda matriz extracelular altera a constituicdo da matriz e

aumenta a rigidez. Os AGEs também ativam o receptor do fator de crescimento

transformador — beta (TGF-beta) que estimula o crescimento celular, levando ao aumento

da producéo da matriz extracelular. AGEs que se ligam a receptor de produtos finais de

glicacdo avancada (RAGE) na superficie da célula endotelial levam a uma cascata de

sinalizacdo, estimulando nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase e
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aumentando espécies reativas de oxigénio (7), proteinas proto-oncogénicas p21 (p21 RAS)
e proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKs). Um alvo chave da sinalizacdo RAGE
é o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB). O NF-kB é translocado para o nucleo,
onde aumenta a transcricdo de varias proteinas, incluindo endotelina-1, molécula de adeséo
intercelular 1 (ICAM-1), E-selectina e fator tecidual. AGE e ligantes para RAGE, como as
calgranulinas, proteina 1 do grupo de alta mobilidade (HMGB1) e S100, desencadeiam vias
inflamatérias. O AGE pode diminuir a disponibilidade de 6xido nitrico (ON) pela diminuicédo
da atividade da oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e pela inibicdo do ON . VCAM-1 -
molécula de adesao celular vascular 1, CML - carboximetil lisina, ROS — espécies reativas
de oxigénio, CDC-42 - proteina de controle da divisdo celular 42, RAC - substrato de toxina
botulinica C3 relacionado a Ras 1, MSR class A - receptor de sequestrador de macréfagos
classe A, CD36 - cluster de diferencia¢éo 36, LDL - lipoproteina de baixa densidade, VGEF -
fator de crescimento endotelial vascular, TNF - fator de necrose tumoral alfa, IL-6 —

interleucina 6, IL-alfa — interleucina alfa. Fonte: (166).

Na DHGNA, os AGEs podem contribuir para as complicacdes da doenca
através da formacdo de ligacdes cruzadas entre moléculas como colageno
tipol e elastina causando um espessamento da matriz extracelular e rigidez da
membrana (1, 167-169). Sua participacdo em eventos fisiopatolégicos esta
ligada a capacidade de reconhecer varios ligantes, sendo uma das
caracteristicas funcionais dessa molécula disseminando a disfuncdo celular
(163). Além disso, AGEs pode interagir com seu receptor RAGE nas
superficies das células alterando a funcao celular. O aumento da atividade
celular, do estresse ou da inflamacé&o induz o aumento da expressédo de RAGE
nas células afetadas, podendo atuar como um marcador de inflamacédo. (163)
Como observado em estudos com humanos e ratos, para expressao de RAGE
parece haver um padrdo especifico no figado, com maior expressdao em
hepatocitos e HSC e pouco ou nenhum em CKs e LSECs (149) (figura 5). A
ligacdo AGE/RAGE ativa uma cascata de sinalizagdo intracelular com a
regulacéo positiva NF-kB. Transduz sinais multiplos como nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH oxidase), proteinas quinases ativadas por
mitdogenos (MAPKs) e CDC42 resultando na ativacéo e translocagdo do NF-kB,
gue transcreve genes alvos. Entre os genes alvos podemos citar: endotelina-1,
VCAM-1, ICAM-1, E-selectina, fator tecidual, trombomodulina, fator de
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crescimento endotelial vascular (VEGF) e citocinas pro-inflamatorias, incluindo
IL-1alfa, IL-6 e TNF-alfa (166).
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Figura 1.8: Estresse oxidativo e expressdo de receptor de produtos finais de glicacdo
avancada (RAGE) no figado. Formacdo de EROs por etapa de reducdo de um elétron de
oxigénio (02). O2- é formado em grande parte através da respiracdo mitocondrial. Durante a
dismutacdo espontanea do O2-, forma-se o peroxido de hidrogénio H,O,. H,O, também
pode ser formado em peroxissomas. Se 6xido nitrico (ON) estiver presente, O2- reagira para
formar peroxinitrito (ONOO-) e acido peroxinitrito (ONOOH). O peroxinitrito pode entdo
reagir com o di6éxido de carbono para gerar as espécies de nitrificacdo a jusante. Nenhum
liquido extracelular, como células de Kupffer e os neutréfilos sdo fontes de O2- e os
neutréfilos liberam uma enzima para produzir hipoclorito de calcio (OCL-) a partir de
peréxido de hidrogénio e cloreto. A presenca de RAGE nos hepatécitos e HSCs aumenta o
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estresse oxidativo hepatico. KC, células de Kupffer; NT, neutréfilo; HSC, células estreladas

hepaticas; MPO, mieloperoxidase. Fonte (124)

Nos hepatocitos e nas LSECs, a interacdo de AGE/RAGE leva ao
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio através da ativacao
NADPH oxidase, aumentando a proliferacdo e ativacdo -celular. Essa
progressdo da fibrose hepética desempenha um papel fundamental na EHNA
(150, 170). Nossos estudos anteriores demonstraram que ratos diabéticos
induzidos com uma dieta HFD apresentaram importantes danos hepaticos e
paralelo a isso apresentaram um aumento na deposi¢cdo de AGEs no figado
(103). Gaens et al. avaliaram os niveis de AGEs e a expressao de RAGE no
figado de pacientes obesos e observaram um aumento significativos desses
parametros e correlacionaram esse achado ao grau de esteatose hepatica.
Este estudo aponta que o acumulo da AGEs é uma resposta inflamatoria
dependente de RAGE sobre o figado esteatéticos indicando um papel
importante na esteatose hepatica e na patogénese da DHGNA (153). Por outro
lado, ja foi descrito que a interacdo AGES/RAGE pode ter um efeito benéfico
em relacdo as atividades e ao destino dos AGEs pois alguns receptores podem
ajudar na remocao de AGEs da circulacéo e, assim, podem diminuir os efeitos
pré-oxidantes dos AGEs. De acordo com a Yilmaz et al., que analisou a relagéo
entre os niveis plasmaticos de RAGE soluvel (SRAGE), resisténcia a insulina,
parametros bioquimicos e histol6égicos, e estado pré-inflamatério de leséo
hepéatica em uma coorte de pacientes com DHGNA, as concentracdes de
SRAGE séo significativamente menores em pacientes com EHNA do que em
individuos controle. Esses achados sugerem que concentracbes menores de
SRAGE estdo associadas as formas mais graves de DHGNA (171). O sRAGE
pode atuar como um receptor atrativo de AGEs e outros ligantes proé-
inflamatorios, impedindo assim os AGEs de se ligar ao receptor RAGE (172,
173).

1.5. Piridoxamina;:

Recentemente, nosso grupo demonstrou que o aumento dos niveis de

AGES no figado e disturbios microcirculatérios estdo relacionados na leséo
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hepatica induzida por uma dieta HFD por 20 semanas e que o0 eixo AGE-
RAGE, o estresse oxidativo e a inflamagdo podem desempenhar um papel
importante nas alteragBes microcirculatorias hepaticas na DHGNA (102). A
terapia para DHGNA continua a ser um desafio ja que ndo existem terapias
licenciadas para a doenca. Portanto, novas abordagens farmacolégicas sao
necessérias. Estudos experimentais em animais e culturas de células indicam
que varias vitaminas e seus metabdlicos participam de um grande numero de
processos fisiologicos como na producdo de hormonios, antioxidantes,
reguladores de crescimento e diferenciacdo de tecidos; diminuindo o risco
associado a doencas cronicas e degenerativas (174). Recentemente, a
piridoxamina [Pir], um analogo estrutural da vitamina B6, surgiu como
promissor agente farmacologico para protecdo contra danos teciduais
progressivos que ocorrem na DM e outras doencas, como esquizofrenia,
hiperlipidemia e doencga renal cronica (175-180). A Pir foi identificada em 1944
no laboratorio de Esmond Snell durante o estudo de ensaios microbiolégicos
para vitamina Be, purificada a partir de tecidos animais, € uma das trés formas
naturais da vitamina B6 e sua estrutura € composta por um anel piridina, com
hidroxila, metil, substituintes aminometil e hidroximetil (181). Em relagéo ao seu
mecanismo de acdao, ja era descrito que a Pir possuia uma reatividade com os
grupos carbonila em rea¢des de transaminacao e levou a hip6tese de poderia
forma um aduto com o intermediario Amadori, bloqueando a formacéo de AGEs
(180). Diante disso, foi investigado o mecanismo de acao da Pir, através de um
intermediario proteina-Amadori formado a partir de concentracao fisiologica de
glicose, e demonstraram que a Pir ndo interage diretamente com a porc¢éo
carbonila do intermediario Amadori, mas interfere nas reacdes oxidativas pos-
Amadori por meio da ligacdo de ions de metal redox catalitico e sequestra
espécies de radicais livres por liberacéo do préton no ion fenolato (182) (Figura
1.9). A aminoguanidina, anteriormente, foi descrita como um dos principais
candidatos a terapia anti-AGE, porém foi visto que a aminoguanidina pode inibir
a oxidacado catalisada por metais do acido ascorbico, mas é completamente
inativa como um inibidor de reacdes oxidativas pds-Amadori que levam a
formacéao de AGEs (183, 184).
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Figura 1.9: Representacdo da estrutura quimica da piridoxamina (PM). Modificado de Fonte:
(185)

As espécies reativas de oxigénio estdo implicadas na patogénese de
diversas doencas com diabetes, aterosclerose, cancer e DHGNA (149, 150,
170, 186, 187), e a inibicdo da producdo ou eliminacdo dessas espécies
reativas de oxigénio podem ter efeito terapéutico significativo (182). A Pir atua
potencialmente na captura de radicais de oxigénio através da capacidade de
doacado de atomos de hidrogénio de seu grupo fendlico, embora essa atividade
de Pir possa ser fraca (180). Miyata et al. descreveu que a Pir reduziu o radical
hidroxila gerado pela reacdo de Fenton, em um estudo in vitro (188). Em
concordancia, Daumer et al. demonstraram que a Pir também pode reagir com
o0 acido hipocloroso, uma espécie altamente reativa produzidos por neutroéfilos e
mondcitos ativados nos locais da inflamacédo (189). Tendo em vista que as
reacOes oxidativas pos-Amadori geram EROs, inibicdo dessas reacgdes pelo Pir
também pode diminuir a producdo de espécies reativas de oxigénio (190). Além
disso, o tratamento com Pir resultou em niveis significativamente mais baixos
de glicolato na urina e excrecado de oxalato em comparagdo com animais néo
tratados, acompanhado por uma reducédo significativa na formacao de cristais
de oxalato de calcio nas areas papilar e medular do rim (191). O oxalato é um
produto do metabolismo de aminoacidos que é excretado na urina. Por sua
baixa solubilidade, ha um aumento na concentracdo urinaria provendo sua
cristalizacdo, que leva a formacdo de calculos renais (192). Oxalato é

sintetizado enzimaticamente, principalmente no figado, na via do glioxilato e
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dois intermediarios da biossintese de oxalato, o glicolaldeido e glioxilato, sé&o

compostos de carbonila (193).

Glucose : r== Carbonyl

precursors of

Protein — x g \ / blosynthesis

I
I
Protein-Amadori I > Reactive carbonyl
intermediate )/ compounds
|
[
I

>

PM
® M @ Protein

Y = ~ o | Reactive oxygen o
sSpecies
AGE-moditied proteins AGE/ALE-modified proteins
\- / Hyperoxaluria
Diabetic complications Kidney stone disease
Atherosclerosis
Newrodegenerative diseases
Ageing

Figura 1.10: Mecanismos propostos de acao farmacolégica de Piridoxamina. Em condi¢des
patogénicas caracterizadas por niveis elevados de glicose ou pelo aumento de compostos
carbonilicos toxicos, precursores carbonilicos metabélicos ou espécies reativas de oxigénio
(ROS), a piridoxamina (PM)tem potencial terapéutico. Os numeros indicam diferentes
mecanismos de acdo do MP: (1) inibicdo dos passos oxidativos pds-Amadori da reacdo de
Maillard por meio da ligacao de ions metalicos redox cataliticos; (2) eliminagdo de compostos
carbonilicos derivados da degradacdo de glicose e lipidios ou da biossintese de
oxalato; e (3) eliminacdo de ROS. Linhas tracejadas indicam caminhos da geracdo de ROS.
AGEs — produtos finais de glicacdo avancada, ALEs — produtos finais de lipoxidacdo avancada.
Fonte (190)

Levando em conta que a DHGNA é manifestacdo hepética da SMet, que a
via AGE/RAGE esta implicada nas alteracbes hepaticas presente na DHGNA,
causando danos microvasculares e a Pir € um inibidor da formacdo de AGEs,

no presente estudo, investigamos a hipotese de que a inibicdo da formacéo de
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AGEs usando Pir exerceria efeitos protetores sobre distlrbios microcirculatorios
associados a DHGNA.
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2. Objetivo:

Geral: Avaliar se os niveis de AGEs estéo relacionados com o grau de

esteatose e disfuncdo endotelial microvascular em animais com sindrome

metabdlica e se estes parametros sdo modulados pelo inibidor da formacéo de

AGEs, piridoxamina.

Especificos: Avaliar entre os grupos controle (CTL), sindrome

metabdlica (HFD) e sindrome metabdlica tratado com piridoxamina (HFD+PIR)

0S seguintes parametros:

1.

N o g kMo

Parametro metabdlicos como peso corporal, grau de adiposidade
visceral e glicemia em jejum,;

Parametros da homeostase glicémica como tolerancia a glicose e a
sensibilidade a insulina;

Niveis de AGEs no figado através de espectroscopia de fluorescéncia;
Marcadores bioquimicos séricos de funcéo hepatica

Colesterol e Triglicerideo hepatico;

Gravidade da esteatose hepatica através de histopatologia;

Expressdo génica de marcadores de inflamacdo no tecido hepatico
através de RT-PCR;

Estresse oxidativo no tecido hepético através de andlise de peroxidacao
lipidica por TBARS,;

Parametros microcirculatérios hepaticos: fluxo microvascular basal e em
resposta ao vasodilator acetilcolina, nimero de capilares perfundidos,

rolamento e adesao de leucocitos em vénulas pés-sinusoidais.
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3. Metodologia:

3.1. Animais e protocolo experimental: Ratos Wistar (n=50) do biotério central
da Fundacé&o Oswaldo Cruz foram usados no estudo. Os ratos (6 semanas,
com 120 g) foram mantidos em gaiolas padrdo com temperatura controlada (22
+ 1 °C) e com ciclos de luz/escuro de 12h (inicio do escuro as 18h). O modelo
experimental de DHGNA/SMet foi induzido em 40 animais por 28 semanas de
alimentacdo com dieta hiperlipidica, como previamente descrito pelo nosso
grupo (100). A dieta hipercalorica consistiu de racdo comum modificada para
conter 30% de gordura, 56% carboidrato e 14% proteina (%kcal). A principal
fonte de gordura da dieta rica em gordura foi a gordura saturada (banha). Os
animais de controle ndo-SMet (CTL) receberam uma dieta padrao para ratos (n
= 10) durante 28 semanas. Os animais DHGNA foram subdivididos em dois
grupos: animais nao tratados, que receberam o veiculo entre 20 a 28 semanas
(HFD, n = 20), e animais tratados que além da HFD também receberam
piridoxamina (60 mg/kg/dia) entre semanas 20-28 (HFD + Pir, n = 20)(Esquema
1)(194) . Tecidos e amostras foram coletados e as analises foram realizadas no
final do protocolo experimental. Apds avaliacdo por microscopia intravital e
imagem com contraste de laser speckle, os animais sob anestesia (quetamina
100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg, intraperitoneal, i.p.) foram sujeitos a puncao
cardiaca para colheita de sangue total. Figado, sangue e tecido adiposo foram
coletados ap6s a eutanadsia dos animais. Depdsitos de tecido adiposo
abdominal e epididimal foram dissecados e pesados e o somatorio dos dois
compartimentos foi expresso no grafico como tecido adiposo visceral. O soro
foi separado por centrifugacdo a 700xG durante 15 min a 4°C e as aliquotas de
soro foram armazenadas a -80°C para as analises posteriores. Todos 0s
procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com 0s principios
internacionalmente aceitos para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério e
foram aprovados pelo Comité de Bem-Estar Animal da Fundagcdo Oswaldo
Cruz (Licenca L-019/2016).
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Dieta Hiperlipidica

)
( \

Tratamento com Piridoxamina

)
( \

Tempo 0 20 semanas 28 semanas
CTL (n=10)
HFD (n=20)

HFD+PIR 8 sem (n=20)

Esquema 1: Desenho experimental do presente projeto.

3.2. Avaliacdo da pressao: Foi realizada através de medida da presséo
arterial ndo invasiva na cauda dos animais por técnica de fotopletismografia
com aquisi¢do automatica de dados (BP-2000, Visitech blood pressure analysis
system, EUA).

Figura 3.1: Sistema para registro indireto da presséo arterial caudal em ratos.

36



3.3. Medicéao glicemia de jejum: Aliquotas de sangue foram coletadas da
ponta da cauda dos animais em jejum de 12 horas para analise dos niveis de
glicose no sangue utilizando um glicometro (One Touch Ultra2, Buenos Aires
Argentina e Johnson Medical SA)(Mikus et al., 2010).

3.4. Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e resposta a insulina:
Foram realizados na semana anterior ao ensaio terminal com espaco de dois
dias entre um teste e outro. Para o TOTG ap6s 12 horas de jejum foi
administrada glicose por via oral na dose de 2g/Kg para todos os animais. As
medicdes de glicose foram realizadas nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos
apo0s administracdo oral da glicose usando um monitor automéatico de
glicose.(One Touch Ultra2, Johnson & Johnson Medical S.A., Buenos Aires,
Argentina) . Para avaliagdo da resposta hepatica a insulina animais em 6h de
jejum foram administrados com insulina na dose de 1U/Kg via i.p. para todos os
animais e a glicemia foi avaliada nos tempos 0, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos
apos a injecdo de insulina usando um monitor automatico de glicose (One

Touch Ultra2, Johnson & Johnson Medical S.A., Buenos Aires, Argentina).

3.5. Histopatologia: Os figados foram fixados em solucdo de formalina
tamponada com fosfato Millonig a pH 7,2, embebidos em parafina e
processados para microscopia de luz com ,coloracdo com hematoxilina e
eosina (HE). A gravidade da esteatose foi determinada pela percentagem de
hepatécitos esteatdticos e foi analisada por um patologista especializado
através de um estudo cego e classificada como esteatose leve, moderada ou
grave. A infiltracdo de polimorfonucleares foi avaliada em cortes corados pela
HE, com base na localizacdo das células e na morfologia dos nucleos das
células. O conteudo de colageno no figado foi quantificado histologicamente
usando coloracdo com picrosirius red. Quatro cortes histolégicos de quatro

animais por grupo foram analisados.

3.6. Niveis de AGEs no figado através de fluorescéncia: As
concentracbes hepaticas de AGEs fluorescentes foram determinadas pelo
método de Nakayama. (195). Resumidamente, a fluorescéncia das amostras
de AGEs foi medida num comprimento de onda de emisséo de 440 nm e um

comprimento de onda de excitagdo de 370 nm contra um branco de solucao
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NaOH 0,1N num Leitor de Microplacas SpectraMax M5 ELISA (Molecular
Devices, CA, EUA) (1). Uma preparacao de albumina de soro bovino (BSA)
nativa (Img/ml de NaOH 0,1N) foi usada como referéncia e a sua intensidade
de fluorescéncia foi definida como uma unidade de fluorescéncia. Os valores
de fluorescéncia das amostras foram medidos a uma concentracdo de proteina
de 1 mg/mL e foram expressos em unidades arbitraries (AU) em comparagao

com a preparacao de BSA nativa.

3.7. Marcadores bioquimicos: Os niveis séricos de colesterol total,
triglicerideos, bilirrubina total e as atividades das enzimas ALT, AST e 0s niveis
hepaticos de colesterol e triglicerideos foram medidas utilizando kit comerciais
(Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, EUA) e analisados por
espectrofotometria no sistema Cobas c¢ (Roche Molecular Biochemicals,
Indianapolis, EUA). Para determinacdo de colesterol e triglicerideos hepéticos,
foi realizada a extracao lipidica com 50mg de tecido hepéatico homogeneizado
em 1mL de isopropanol e centrifugado a 2000xG por 10 minutos. Apds a

centrifugacéo o sobrenadante foi separado e analisado.

3.8. RT-PCR: O RNA total foi isolado do lobo médio do figado dos
animais utilizando o RNeasy Mini Kit (Qiagen). A sintese de cDNA foi realizada
utiizando o kit high capacity cDNA reverse transcription Kit (Applied
Biosystems) a partir de 1 ug de RNA, em um volume final de 20 ul. Os primers
para a amplificacdo dos produtos estdo descritos na tabela 3. A RT-PCR foi
realizada com o power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) de
acordo com as indicacdes do fabricante e foram realizadas na plataforma do
7500 fast (Applied Biosystems). A expresséao relativa dos genes de interesse foi

calculada através do método de AACt e normalizada pela expressao de beta-

actina.
Tabela 3.3. Sequéncia dos primers que foram utilizados no presente estudo.
Alvo Sequéncia
IL-1beta F:5-GGCTTCCTTGTGCAAGTGT-3' R: 5-CGAGATGCTGCTGTGAGATT-3'
eNOS F: 5-GCACCCTTCCGGGGATTCT-3' R: 5-GGATCCCTGGAAAAGGCGGT-3'
Catalase F: 5 -ACTCAGGTGCGGACATTC-3 R: 5-GGAGTTGTACTGGTCCAGAAGAGC-3'

beta-actina  F: 5-CCACCCGCGAGTACAACCTTCTT-3' R:5-GAAGCCGGCCTTGCACATGCC-3'

F: Forward e R: Reverse
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3.9. Estresse oxidativo no tecido hepatico. O estresse oxidativo no figado foi
avaliado utilizando a quantificacdo de espécies reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS). O tecido foi homogenizado em tampé&o fosfato salino (PBS) gelado
(pH 7.4) em hidroxitolueno butilado (BHT) (concentracdo final 0,2%). As
amostras (0,5 mL) foram misturadas com o0 mesmo volume de acido
tiobarbittrico a 0,67% (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e aquecidas
a 96°C, por 30 min. As amostras foram lidas a 535 nm no leitor SpectraMax
Plus (Molecular Devices). Os resultados foram expressos em niveis de
malondialdeido (MDA, €=1.56x105M-1 cm-1).

3.10. Parametros microcirculatérios: fluxo microvascular, nimero de
capilares perfundidos e rolamento e adesdo de leucécitos: (a) Microscopia
intravital: Para microscopia intravital do figado (196, 197), os animais em jejum
overnight foram anestesiados via injecao intraperitoneal de cloridrato de
cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Uma linha média e uma incisdo
subcostal esquerda foram feitas para exteriorizar o figado. Os ligamentos
hepaticos foram dissecados e os intestinos foram cobertos com uma gaze
embebida em soro fisiolégico para minimizar a desidratagdo do tecido. O lobo
esquerdo do figado foi entdo exteriorizado e colocado em um disco de vidro e
coberto com uma lamina de vidro para analise da microcirculacdo. Com o uso
de uma objetiva 10X ocular e 10X (Olympus BX150WI; Center Valley, PA,
EUA), as imagens foram exibidas em um monitor de televisdo e gravadas com
um gravador de video digital (DP73; Olympus, MA, EUA) para posterior analise
off-line com o software Cellsens standard 1.9 (Olympus, MA, EUA). A interac&o
leucocito-endotelial foi avaliada pela contagem do numero de leucdcitos
marcados (0,3 mg/kg de rodamina 6G, i.v.), rodando ou aderindo a sinusoides
e vénulas poés-sinusoidais. Os leucécitos em rolamento foram definidos como
glébulos brancos com uma velocidade mais lenta do que os eritrGcitos e um
movimento de rotacdo detectavel. Os leucdcitos que permaneceram
estacionarios no endotélio sinusoidal ou venular por 30s ou mais foram

considerados células aderentes. Os numeros de células estreladas hepaticas
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positivas de vitamina A (HSCs) foram quantificados com base na fluorescéncia
enddgena de vitamina A, utilizando um sistema de filtro UV (198). O numero de
HSCs positivas para vitamina A, e os leucdcitos rolantes e aderentes foram
contados em uma area de 170 um? compreendendo sinusdides e vénulas pés-
sinusoidais; (b) Fluxometria por Laser Speckle: O fluxo sanglineo
microvascular hepético foi medido por meio de imagens de contraste com laser
speckle (LSCI) (Pericam PSI system, Perimed, Suécia), que fornece um indice
de perfusdo microcirculatorio proporcional a concentracdo e velocidade média
dos eritrécitos usados para avaliar o sangue microvascular fluxo em tempo real
(199, 200). O procedimento cirurgico realizado foi 0 mesmo da microscopia
intravital descrita acima. Os animais foram mantidos em uma superficie estavel,
em sala com temperatura constante de 25°C, e colocados sob um sistema de
luz laser com comprimento de onda de contraste de imagem de 785 nm para
mensuracao continua da perfusdo do tecido sanguineo. A distancia entre a
base de varredura e a superficie do figado foi de aproximadamente 10 cm. O
fluxo sanguineo hepatico relativo dos animais foi expresso em unidades

arbitrarias de perfusdo (APUS).

3.11. Andlises estatisticas: Os resultados foram expressos em medias *
desvio padrédo (DP) para cada grupo. A distribuicdo normal foi avaliada pelo
teste Shapiro-Wilk e as comparacgdes entre os grupos foram feitas utilizando o
ANOVA one way. Posteriormente foi utilizado o teste de comparagéo par a par
post hoc, seguido da correcdo de Bonferroni para comparacfes multiplas,
identificando qual grupo difere dos demais. (GraphPad InStat 5.0, GraphPad
Software Inc., La Jolla, EUA). Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.
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4. Resultados:

Os ratos foram alimentados com a racdo padrdo (CTL) ou com uma
dieta hiperlipidica (HFD) por 28 semanas, ap0s as 20 semanas um grupo
(n=10) de ratos com a dieta hiperlipidica foi tratado com a piridoxamina
(60mg/kg/dia) por 8 semanas. Primeiramente, confirmamos que o tratamento
com piridoxamina foi capaz de diminuir o teor de AGE no figado de ratos

alimentado com a dieta HFD. (Fig. 4.1).

HFD HFD+Pir

Conteudo de AGE hepatico
Unidade de Fluorescéncia Relativa (UFR)
N

Figura 4.1. Efeito do tratamento com piridoxamina por 8 semanas sobre o conteldo de AGE
fluorescente hepatico em ratos Wistar submetidos a dieta hiperlipidica. HFD: ratos alimentados
com dieta hiperlipidica por 28 semanas e HFD+Pir: ratos alimentados com dieta hiperlipidica

por 28 semanas e tratados com piridoxamina nas Ultimas 8 semanas. * P <0,05 vs. HFD

No final do tratamento os ratos HFD apresentaram um aumento
significativo do peso corporal quando comparado ao CTL e o tratamento com a
piridoxamina diminuiu o ganho de peso nos animais com dieta hipercaldrica
(Figura 4.2).
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Figura 4.2. Efeito do tratamento com piridoxamina por 8 semanas sobre 0 peso corporal em
ratos Wistar submetidos a dieta hiperlipidica. CTL: controle, HFD: ratos alimentados com dieta
hiperlipidica por 28 semanas, e HFD+Pir: ratos alimentados com dieta hiperlipidica por 28
semanas e tratados com piridoxamina nas Gltimas 8 semanas. ** P < 0,01 vs. CTL. ** P < 0,01
vs. HFD.

A dieta hiperlipidica induziu um aumento significativo tanto no depdsito
de tecido adiposo epididimal quanto de tecido adiposo abdominal quando
comparado ao grupo CTL, e o tratamento foi capaz de promover uma reducgéo
significativa dos depdsitos de gordura epididimal e abdominal quando
comparado ao grupo HFD (Figura 4.3A e 4.3B). E o0 mesmo se reproduz
gquando somado o tecido adiposo epididimal e o tecido adiposo abdominal
(Figura 4.3C).
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Figura 4.3. Efeito do tratamento com piridoxamina por 8 semanas sobre a massa do tecido
adiposo epididimal, abdominal e visceral em ratos Wistar submetidos a dieta hiperlipidica.
CTL: controle, HFD: ratos alimentados com dieta hiperlipidica por 28 semanas, e HFD+Pir:
ratos alimentados com dieta hiperlipidica por 28 semanas e tratados com piridoxamina nas
Gltimas 8 semanas. * P < 0,05 vs. CTL. ** P < 0,001 vs. CTL. # P <0,05vs. HFD. ## P <
0,01 vs. HFD.

Além disso, a dieta hiperlipidica provocou prejuizos no metabolismo da
glicose, como demonstrado pelos maiores niveis de glicose no sangue em
jejum quando comparado com ratos de dieta padrédo e o tratamento com a
piridoxamina foi capaz de reverter esse parametro (Figura 4.4B). Pode-se
observar um maior pico de glicose e um atraso ao retorno a linha de base apos
o desafio de uma sobrecarga de glicose nos animais HFD em relacdo ao CTL
(Figura 4.4 A). O tratamento com piridoxamina apresenta uma reducgdo
significativa destas alteragcdes (Figura 4.4A), assim como uma reducdo da

glicemia de jejum (Figura 4.4B)
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Figura 4.4. Efeito do tratamento com piridoxamina por 8 semanas sobre 0s niveis de glicose
plasmatica durante o teste oral de toleréncia a glicose e a glicemia de jejum em ratos Wistar
submetidos a dieta hiperlipidica. CTL: controle, HFD: ratos alimentados com dieta hiperlipidica
por 28 semanas, e HFD+Pir: ratos alimentados com dieta hiperlipidica por 28 semanas e
tratados com piridoxamina nas (ltimas 8 semanas. * P < 0,05 vs. CTL. * P < 0,05 vs. HFD.** P

< 0,01 vs. HFD. *P < 0,05 HFD+Pir vs. CTL.

Nado houve diferenca significativa no teste de tolerancia a insulina
intraperitoneal.(Figura 4.5).
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Figura 4.5. Efeito do tratamento com piridoxamina por 8 semanas sobre os niveis de glicose
plasmética durante o teste oral de tolerAncia & insulina intraperitoneal em ratos Wistar
submetidos a dieta hiperlipidica. CTL: controle, HFD: ratos alimentados com dieta hiperlipidica
por 28 semanas, e HFD+Pir: ratos alimentados com dieta hiperlipidica por 28 semanas e
tratados com piridoxamina nas Ultimas 8 semanas.
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Em relacdo ao metabolismo lipidico, os ratos com dieta hipercalérica
tiveram um aumento significativo de triglicerideos hepético, assim como do
colesterol hepatico quando comparado ao animal CTL e o tratamento foi capaz
de reverter parcialmente o aumento do triglicerideo hepatico, porém néao foi

capaz de diminuir os niveis de colesterol hepético (4.6A e B).
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Figura 4.6. Efeito do tratamento com piridoxamina por 8 semanas sobre os triglecerideos
hepatico e colesterol hepatico em ratos Wistar submetidos a dieta hiperlipidica. CTL: controle,
HFD: ratos alimentados com dieta hiperlipidica por 28 semanas, e HFD+Pir: ratos alimentados
com dieta hiperlipidica por 28 semanas e tratados com piridoxamina nas ultimas 8 semanas. *
P <0,05vs. CTL. * P < 0,01 vs. CTL. ** P < 0,001 vs. CTL. “*# P < 0,001 vs. HFD.

N&o houve diferenca significativa em relacdo a pressao arterial sistélica

(PAS) realizado através da pletismografia caudal (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Efeito do tratamento com piridoxamina por 8 semanas sobre a presséo arterial

sistélica em ratos Wistar submetidos a dieta hiperlipidica. CTL: controle, HFD: ratos
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alimentados com dieta hiperlipidica por 28 semanas, e HFD+Pir; ratos alimentados com dieta

hiperlipidica por 28 semanas e tratados com piridoxamina nas Ultimas 8 semanas.

Avaliando o estresse oxidativo no tecido hepatico através de TBARS,
observamos um aumento significativo de MDA nos animais com dieta
hipercalérica quando comparados com animais com racdo padrdo e o
tratamento com a piridoxamina foi capaz de reduzir parcialmente esse aumento
(Figura 4.8).
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Figura 4.8. Efeito do tratamento com piridoxamina por 8 semanas sobre a quantificacdo de
espécies reativas ao acido tiobarbitirico em ratos Wistar submetidos a dieta hiperlipidica. CTL:
controle, HFD: ratos alimentados com dieta hiperlipidica por 28 semanas, e HFD+Pir: ratos
alimentados com dieta hiperlipidica por 28 semanas e tratados com piridoxamina nas ultimas 8
semanas. ** P < 0,001 vs. CTL. “** P < 0,001 vs. HFD. MDA — Malondialdeido.

N&o observamos alteracdes significativas em relacdo aos marcadores
bioquimicos séricos quando analisados por espectrofotometria (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Parametros bioquimicos séricos em ratos alimentados com dieta controle (CTL), com
dieta

hiperlidipica (HFD) e com dieta hiperlipidica tratado com piridoxamina (HFD + Pir) por 28 semanas.

Parametros CTL HFD HFD+Pir

AST (U/L) 67,0+ 19.01 50,4 +6,38 73,2 +16,45
ALT (U/L) 277,6+101,38  214,5+47,41 335,1+92,72
Triglicerideos (mg/dL) 82,4 + 28,22 91,2 +21,74 109,8 + 38,18
Colesterol total (mg/dL) 73,74 + 18,92 65,14 + 6,37 63,16 + 2,50
Bilirrubina Total (mg/dL) 0,10+0,03 0,10+ 0,04 0,09 +0,03

AST - Aspartato aminotransferase e ALT - Alanina aminotransferase

As analises histologicas do figado mostraram a presenca de esteatose
em ratos Wistar alimentados com uma dieta hiperlipidica, dos quais 14%
apresentaram grau leve, 43% grau moderado e 43% grau grave de esteatose.
N&o foi observada a presenca de infiltrado inflamatério e fibrose nos grupos
estudados. Os ratos tratados com a piridoxamina apresentaram 60% grau leve

e 40% nao apresentaram esteatose (Figura 4.9).

CTL HFD HFD+Pir

Figura 4.9. Efeito do tratamento com piridoxamina por 8 semanas sobre a avaliagdo da
esteatose no figado de ratos Wistar submetidos a dieta hiperlipidica. CTL: controle, HFD: ratos
alimentados com dieta hiperlipidica por 28 semanas, e HFD+PIR: ratos alimentados com dieta
hiperlipidica por 28 semanas e tratados com piridoxamina nas Ultimas 8 semanas. Barra de

tamanho = 25um. A ampliagéo é de 40x.
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A microscopia intravital foi utilizada para avaliar o rolamento e a adeséo
de leucdcitos nos sinusoides e nas vénulas pos-sinusoidais. LSCI foi usado
para analisar o fluxo sanguineo hepético microvascular basal. Os ratos
submetidos a dieta HFD, apresentaram um aumento de cinco vezes no
rolamento e oito vezes na adesédo de leucocitos quando comparado ao grupo
CTL. O tratamento com a piridoxamina foi capaz de reverter esse aumento
(Figura 4.10D e E). Em relacdo as andlises de LSCI, observamos uma
diminuicdo de 21% no fluxo sanguineo hepatico microvascular em ratos
alimentados com HFD em comparacdo com ratos alimentados com uma dieta

CTL, e essa reducdo foi revertida pelo tratamento com a Pir (Figura 4.10F).
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Figura 4.10. Efeito do tratamento com piridoxamina por 8 semanas sobre as alteracfes da
microcirculacdo hepéticas em ratos Wistar submetidos a dieta hiperlipidica. Imagem
representativa da microcirculacdo hepética em ratos CTL (A), alimentados com HFD (B) e ratos
alimentados com HFD e tratamento com piridoxamina (C), avaliados por microscopia intravital;
quantificacao off-line de rolagem (D) e adesao (E) de leucdcitos nos sinusoides e nas vénulas
pos-sinusodides. O fluxo sanguineo microvascular hepético avaliado pelo contraste a laser
speckle (LSCI) é representado em F. * P <0,05 vs. CTL, *** P <0,001 vs. CTL, P <0,05 vs.
HFD, * P <0,01 vs. HFD e P <.001 vs. HFD. As setas indicam leucécitos rolantes/aderentes

em sinusodides e nas vénulas pés-sinusdides.
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O numero de células estreladas hepaticas positivas para vitamina A na
microcirculacdo hepatica, foi avaliada também através de microscopia intravital.
Os ratos alimentados com uma dieta hipercalérica mostraram uma reducao de

49% no numero de HSCs positivos para vitamina A na microcirculagcédo hepatica

em comparacdo com o0s controles, que foi prevenida pelo tratamento com Pir.
(Figura 4.11)
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Figura 4.11. Efeito do tratamento com piridoxamina por 8 semanas sobre o armazenamento de
vitamina A (retindide) em goticulas citopldsmicas de células estreladas hepéticas em ratos
Wistar submetidos a dieta hiperlipidica. A autofluorescéncia de vitamina A (verde pseudo-
colorido) indica goticulas de 6leo rico em vitamina A. (A-C) imagens de goticulas de éleo com
autofluorescéncia de vitamina A. A quantificacdo de células positivas para vitamina A é
mostrada na letra D. *** P <0,001 vs. CTL e ** P <0,001 vs. HFD.
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E por fim, ndo observamos diferengcas na expressao génica dos
marcadores de inflamacao e de estresse oxidativo avaliadas pelos genes: IL-

lbeta, catalase e eNOS entre os grupos estudados, por RT-PCR (Figura 4.12).
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Figura 4.12: Efeito do tratamento com piridoxamina por 8 semanas sobre os parametros
inflamatorios e estresse oxidativo através das andlises de PCR em tempo real dos niveis de
transcritos de mRNA dos genes que codificam eNOS, IL-1beta e catalase no figado de ratos
Wistar submetidos a dieta hiperlipidica. CTL: controle, HFD: ratos alimentados com dieta
hiperlipidica por 28 semanas, e HFD+PIR: ratos alimentados com dieta hiperlipidica por 28

semanas e tratados com piridoxamina nas Ultimas 8 semanas.
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5. Discussao:

No presente estudo, investigamos as alteracdes hepaticas induzidas
pela alimentacdo hipercalérica e o efeito da piridoxamina sobre essas
alteracdes. Como ja foi mostrado por nosso grupo recentemente, o figado de
animais que receberam uma dieta hiperlipidica por 20 semanas tem
caracteristicas da doenca hepatica gordurosa nao-alcodlica (DHGNA) com a
presenca de esteatose moderada a grave, sendo proposto como um modelo
animal para estudar a fisiopatologia da doenca (102). Esses animais
submetidos a uma dieta HFD apresentam um conjunto de alteracdes hepaticas
com ativacdo do estresse oxidativo, inflamacdo e aumento da area do figado
(102). Além de apresentarem um aumento na deposicdo de AGE e distarbios
na microcirculacdo, o que pode desempenhar um papel importante na
progressdo da DHGNA (102). HA um comprometimento na sinalizacdo da
insulina e diminuicdo da ativacdo de AMPK, que reduz lipogénese e estimula a
oxidacdo da gordura, contribuindo para a patogénese da DHGNA (102). Como
0 acumulo de AGEs devido a exposicao crbnica a dietas hiperlipidica contribui
significativamente para a progressao de doencas metabdlicas e degenerativas
(201-208), no presente trabalho testamos a hip6tese de que a inibicdo de AGEs
usando piridoxamina pode desempenhar um papel nos distlrbios metabdlicos e
microcirculatorios desencadeados pela alimentacdo com uma dieta
hiperlipidica. Para isso, apés o estabelecimento do modelo DHGNA induzido
pela alimentacdo com HFD durante 20 semanas (102), os animais foram
tratados por 2 meses com 60 mg/kg/dia de piridoxamina e, posteriormente,
realizadas avaliagGes funcionais in vivo da microcirculacdo, juntamente com

analises metabodlicas e moleculares.

Demonstramos que a administracdo da piridoxamina por via oral por 8
semanas foi capaz de reduzir significativamente as alteracdes metabdlicas,
melhorando a glicemia de jejum, o peso corporal, a deposi¢cdo de gordura
visceral e o perfil lipidico hepatico. Esses efeitos benéficos podem ser
explicados pela funcdo da piridoxamina como cofator essencial para as
enzimas envolvidas nas atividades bioldgicas e metabdlicas, que incluem o
metabolismo de aminoacidos, gorduras e glicose (209, 210). Maessen et al

mostraram que o tratamento prolongado com piridoxamina por 18 semanas,
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estd associada a melhora de varios aspectos da obesidade que incluem a
disfuncdo metabdlica, resisténcia a insulina e a inflamacdo no tecido (211).
Sabe-se que a obesidade estd associada a uma expressdo desregulada das
adipocitocinas, ja foi visto que a incubacdo de pré-adipocitos e adipdcitos com
o AGE CML aumentou a expressao de marcadores inflamatorios, RAGE, PAI-1
e interleucina-6, enquanto a expressdo de adiponectina foi diminuida na
presenca de CML (212). CML é considerada um AGEs tradicional formado pela
glicose, porém um numero crescente de relatos enfatizou que a CML é formada
principalmente por reacdes de peroxidacao lipidica e pode, portanto, ser
considerada um produto final de lipoxidacdo avancada. (213, 214). Um estudo
de Maessen et al, sugere que a reducdo da massa do tecido adiposo pela
piridoxamina € devida a inibicdo da adipogénese, como demonstrado in vitro
pela reducdo da coloracdo de 6leo Red O e do conteudo de triglicerideos na
cultura e diferenciacdo de pré-adipdcitos (211). Além disso, esses autores
demonstraram que a Pir limitou a inducdo de importantes genes de
diferenciacdo adipogénica, tais como receptor ativado por proliferador de
peroxissoma gama (PPARgama), proteina alfa de ligacdo a
potenciacdo/CCAAT (C/EBPalfa), SREBP-1C, acido graxo sintase (FASN),
lipase lipoprotéica (LPL) e CD36. O SREBP-1C é um fator de transcri¢cdo
conhecido por promover a sintese lipidica, pela expressdo de genes
adipogénicos como a LPL, o FASN e o PPARgama (215-217). PPARgama é
conhecida por aumentar ainda mais a expressdo génica adipogénica (215,
216). Como tanto a expressdo de SREBP-1C e PPARgama e a expressao de
seus genes-alvo estdo diminuidas, isso sugere um efeito inibitério da Pir na
adipogénese, possivelmente através da inibicdo do SREBP-1C. (199). Além
disso, Kim et al avaliaram o potencial hipoglicemiante do piridoxal e seus
derivados usando ratos Sprague-Dawley e o0s resultados indicam uma
diminuicdo do nivel de glicose no sangue dos ratos tratados e o0s autores
correlacionam essa descoberta a inibicdo de hidrélise de carboidratos e
enzimas ligadas a absorcdo de glicose, como as sacarase, maltase e
glicoamilase (218). De acordo com esses achados o tratamento com a Pir pode
ser um importante candidato a terapia farmacologica da disfuncdo metabdlica e

complica¢cBes associadas a obesidade. (212).
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A DHGNA esta frequentemente associada a outras condi¢cdes
metabdlicas como a obesidade, DMT2, SMet e aumenta o risco de DCV (219).
Na diabetes mellitus, a hiperglicemia cronica favorece o desenvolvimento de
condicbes metabdlicas e hemodinamicas incluindo aumento de sintese dos
produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) (220). Os AGEs estdo elevados
também em pacientes e em modelos experimentais de doenca hepatica,
apontando entdo seu possivel envolvimento na fisiopatologia da DHGNA (150,
170, 221), além de desempenhar um papel importante na formacéo de EROs e
aumentar a peroxidacédo lipidica. (213). Paul et al provaram que a Pir € um
potente inibidor da formacdo de AGEs em experimentos in vitro (182) e
segundo Nagai et al esse efeito da Pir € devido a mdultiplos mecanismos de
acdo como o bloqueio da oxidacdo do intermediario Amadori, a captura de
compostos carbonilo e dicarbonilo reativos derivados do composto de Amadori,
a quelacdo de catalisadores de ions metalicos de oxidagdo (222), além da
eliminacdo de EROs (190). Nosso grupo demonstrou anteriormente um
aumento significativo dos niveis de AGE nos figados de ratos com DHGNA
alimentados com uma dieta hipercaldrica por 20 semanas (102). No presente
estudo, demonstramos que houve uma diminuicdo nos niveis de AGEs nos
figados de ratos com DHGNA induzida por uma dieta hipercal6rica por 28
semanas e tratado com Pir. Os AGEs podem ser reconhecido por diversos
receptores e um dos principais € o RAGE, um membro da superfamilia de
imunoglobulinas (153). Os AGEs se ligam a RAGE na superficie da célula endotelial
e desencadeia uma cascata de sinalizagdo intracelular que estimula a NADPH
oxidase aumentando as espécies reativas de oxigénio (7) (223). Segundo Takeuchi
et al, a producdo de EROs desempenha um papel fundamental no
agravamento da patologia hepatica observada na esteatohepatite. (220).
Comprovando o papel central do estresse oxidativo no dano tecidual,
verificamos um aumento nos niveis de malondialdeido (MDA) no figado de
ratos submetidos a HFD e o tratamento com a piridoxamina foi capaz de
reverter esse aumento. De acordo com isso, uma diminuicdo sistémica nos
parametros de estresse oxidativo foi previamente demonstrada em
camundongos obesos C57BL6/J alimentados com uma dieta HFD tratados com
Pir (224). Kohei e at mostraram que a Pir em cultura de hepatécitos humanos

reduziu significativamente os niveis de proteinas celulares carboniladas e
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proteinas agregadas, além de melhorar a taxa de sobrevivéncia celular
sugerindo entdo que a Pir pode ter eficdcia potencial na melhora da disfungéo
celular mediada por EROs (225). Estudos anteriores mostraram que a Pir pode
inibir a producédo de radical hidroxila do peroxido de hidrogénio, assim como
eliminar os radicais hidroxila. O mecanismo de eliminacdo desses radicais esta
relacionado a doacdo de hidrogénio fendlico ou pela hidroxilacdo do anel
piridinico (188, 191, 223). Portanto, o efeito hepatoprotetor da piridoxamina
poderia ser, pelo menos em parte, devido a uma reducao significativa na
peroxidacao lipidica local/estresse oxidativo causado pela reducdo do acumulo
de AGEs.

Histopatologicamente, a DHGNA varia de esteatose isolada, que é
caracterizada por mais de 5% de acumulo de triglicerideos hepéticos; até a
EHNA na qual ja tem presenca da inflamacdo além do acumulo de gordura no
figado (226). O desenvolvimento da esteatose hepatica envolve varios
mecanismos e sabe-se que a entrega de acidos graxos livres no figado é
responsavel por quase dois tercos do acumulo lipidico (227). Em nossos
achados histoldgicos, notamos a presenca de esteatose em todos os ratos
alimentados com uma dieta hipercalérica, porém nenhuma lesdo
necroinflamatoéria ou fibrose. Além disso, o metabolismo lipidico hepéatico foi
alterado, apresentando aumento nos contetdos de triglicerideos e colesterol
hepéaticos. O tratamento com a Pir foi capaz de proteger 40% dos ratos e 60%
apresentaram o grau leve de esteatose, além de reverter o aumento do
triglicerideo hepéatico. Gaens et al. usando um modelo in vitro, evidenciaram
gue a esteatose hepatica esta associada ao acumulo de CML e relacionaram
ao aumento da formacdo enddgena de lipideos via peroxidacédo lipidica e da
expressao génica de citocinas pro-inflamatdrias. (153). A Pir, em um modelo de
rato diabético induzida por estreptozotocina, foi eficaz tanto na reducdo da
hipercolesterolemia quanto na hipertrigliceridemia e os autores associaram
essa melhora ao aumento do metabolismo oxidativo dos lipideos promovido
pela Pir (228).

A DHGNA esta ligada a alteragdes patoldgicas na estrutura do figado
correlacionando acumulo de gordura com a extensdo das alteracdes

microcirculatorias, como disfuncédo endotelial sinusoidal, prejuizo da perfusao
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tecidual e aumento do recrutamento leucocitario (127, 128, 229).
Recentemente, mostramos que o figado de ratos Wistar com DHGNA induzido
por 20 semanas com uma alimentacdo HFD apresentavam distUrbios
microcirculatorios e aumento nos niveis de AGEs sérico e hepatico (102).
Schleicher et al. desenvolveram um modelo matematico da dindmica lipidica
em hepatdécitos, dependendo do espaco sinusoidal e do suprimento de oxigénio
e mostraram que a progressao da esteatose é acompanhado por inchaco dos
hepatocitos, o que reduz o espaco sinusoidal e, assim, prejudica a
microcirculacdo hepética (132). Da mesma forma, Sun et al avaliaram por
microscopia de fluorescéncia intravital o potencial de membrana mitocondrial,
ndcleos de hepatdcitos e leucdcitos no figado de ratos Zucker apds isquemia e
reperfusdo e notaram que o figado do rato Zucker obeso é esteatético e
apresenta uma microcirculacdo anormal manifestada por uma reduzida
densidade sinusoidal dada a diminuicdo de namero de sinusoides funcionais e
maior aderéncia leucocitaria (131). As alteragBes microcirculatérias hepaticas
mostradas no presente estudo incluem diminuicdo substancial no fluxo
sanguineo através dos sinusoides hepéticos e aumento do rolamento e
ativagcdo de aderéncia sinusoidal nas vénulas sinusoidais e pos sinusoidais. Os
AGEs junto com a hiperglicemia ja foram implicados na patogénese da doenca
macrovascular e microvascular observadas nas doencas metabodlicas (149,
230-232). O tratamento com aminoguanidina; um composto hidralazina que
inibe a formacdo de AGE, através de um ataque nucleofilico para
intermediarios de carbonila (233); por 18 meses em ratos Sprague-Dawley e
Fischer ndo diabéticos preveniu o aumentos no contetdo de AGEs nos tecidos
analisados, inibiu a albuminudria e proteinuria, hipertrofia cardiaca e a fungéo
vascular dependente do endotélio e independente do endotélio (234). Em
relacéo a Pir, poucos estudos foram associados aos parametros vasculares. Foi
descrito recentemente que o tratamento Pir em camundongos C57BL/6J,
melhorou o vasorelaxamento aértico (211). Além disso, em ratos idosos, o
tratamento com a Pir por cinco meses preveniu 0 enrijecimento adrtico
relacionado a idade e resisténcia vascular em associacdo com a glicacdo do
colageno reduzida (235). Curiosamente, demostramos nesse trabalho que o
tratamento com a Pir foi capaz de aumentar o fluxo sanguineo e diminuir o

recrutamento de leucdcitos na microcirculagdo hepatica. Além disso,
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observamos uma diminuicdo no numero de células positivas para vitamina A na
microcirculacdo hepatica no grupo com a dieta HFD. Ja foi descrito que no
figado normal, as células estreladas hepéticas (HSCs) tém um fendétipo nao
proliferativo e quiescente, participando no armazenamento vitamina A
(retinbide), vasorregulacdo por meio de interacbes das células endoteliais,
homeostase da matriz extracelular, desintoxicacdo de drogas, imunotolerancia
e a preservacdo da massa de hepatoécitos através da secrecdo de mitdgenos
(236). A vitamina A é absorvida na dieta, armazenada no figado e as HSCs séo
o depadsito celular primario (237). Apés lesdo hepética, ocorre a ativacdo das
que se transdiferenciam de célula armazenadora de vitamina A quiescente
em miofibroblastos. Os miofibriblastos sdo células proliferativas, contrateis,
inflamatérias e quimiotaticas e tem como caracteristica a producdo
exacerbada de MEC, considerada um fator importante na fibrose hepatica.
(238). O processo de ativagdo das HSCs foi descrito em duas fases. Na
primeira fase - a fase de iniciacdo - os estimulos para a ativacdo de
HSCs derivam de hepatdécitos lesados, células endoteliais, células de Kupffer
vizinhas e mudanca na composicdo da MEC que promovem uma diferenciagéo
celular semelhante a miofibroblastos que envolve a perda de goticulas lipidicas
que contém retindides, e se tornam mais responsivas as citocinas proliferativas
e fibrogénicas pela regulacdo positiva dos receptores de membrana. JA na
segunda fase, a “fase de perpetuacdo”, envolve mudancas fenotipicas
fundamentais pelo aumento da expressao de receptores de membrana celular
e consequentemente o aumento dos efeitos das citocinas, remodelamento da
MEC com aumento da fibrogénese e a proliferacdo celular. E esse fenotipo
“ativado” € perpetuado por uma liberagéo continuada de mediadores de tecido
cronicamente inflamado e lesionado (237-239). Entretanto, como n&do houve
evidéncia de fibrose no figado de ratos alimentados com uma dieta
hipercaldrica, as alteragbes na perfusdo sinusoidal aqui observadas poderiam
ser devidas a ativacdo de HSC e liberagdo de substancias vasoativas, como
endotelina-1 e monoxido de carbono, e / ou regulacdo direta de fluxo
sanguineo sinusoidal devido as propriedades contrateis adquiridas de HSCs
ativadas (240, 241). Além disso, o acumulo de lipidios nas células
parenquimatosas pode diminuir o limen dos sinuséides; sendo agravado pelo

aumento de leucdcitos, que estdo aprisionados ou aderidos aos sinusoides
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estreitados, como resultado da ativacdo da resposta inflamatéria microvascular
hepética. A ativacdo de células de Kupffer e outros macréfagos hepaticos e o
aumento de radicais livres poderiam contribuir para a resposta inflamatéria,
estimular as células estreladas e exacerbar o estresse oxidativo (111).
Mostramos aqui, que o tratamento com a pirioxamina por 8 semanas foi capaz
de aumentar o nimero de células positivas para vitamina A. Os AGEs j& foram
implicados as HSCs e de acordo com isso; recentemente He et al, observaram
que os AGEs estimulam a proliferacdo de HSCs em cultura de células
primarias de ratos, o qual induziu expressdo génica e proteica alfa-actina de
musculo liso (alfa-SMA) e cadeia alfa de procoladgeno tipo 1 (proCOL1Alalfa)
(242). Além disso, revelaram que o bloqueio da sinalizagéo da via AGE-RAGE
por SRAGE atenuou a ativacdo das HSCs. (242). Um relato de caso recente
mostrou que uma crianca com deficiéncia da piridoxamina 5-fosfato oxidase,
que € responsavel por um fendétipo clinico de prematuridade, encefalopatia,
convulsBes responsivas a piridoxina, apresentou cirrose hepética na primeira
infancia e a deficiéncia dessa forma ativa da piridoxamina leva a ativacdo das
HSCs (243). Em vista disto, a diminuicdo na ativacdo de HSCs exercida pelo
tratamento com Pir pode ser devido a diminui¢do dos niveis de AGE hepatico,
que por sua vez € um conhecido ligante de RAGE e ativador de HSC. (242).
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6. Conclusao:

Em concluséo, o tratamento com a piridoxamina foi capaz de reduzir o
recrutamento de leucdcitos e a ativagdo de HSC, além de recuperar a perfusédo
normal no figado associada a diminuicdo da peroxidacdo lipidica, podem
explicar, pelo menos em parte, os efeitos protetores contra disturbios
microcirculatorios hepaticos. Nossos resultados indicam, assim, que a
piridoxamina pode ser um potencial tratamento para a disfuncdo
microcirculatoria e complicagbes metabdlicas associadas a DHGNA.
Caracterizacdo abrangente de modelos animais e novos alvos terapéuticos

podem elucidar novas estratégias para tratamentos de pacientes com DHGNA.
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