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RESUMO

BOCCO, B.M.L.C. O efeito do acido caféico e do acido ferulico sobre a sindrome
metabdlica em camundongos. 2013. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Medicina
Translacional, Universidade Federal de Sao Paulo, Sado Paulo, 2013.

A obesidade é uma epidemia mundial e pode levar ao desenvolvimento da sindrome
metabdlica (SM) que é caracterizada pelo conjunto de diversas alteragcfes, tais como
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hiperglicemia e hiperinsulinemia. Muitos estudos
mostram que o Acido Caféico (AC) e o Acido Ferllico (AF) apresentam propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias além de melhorar as anormalidades relacionadas a SM.
Assim, o objetivo deste estudo foi analisar os efeitos do acido caféico e acido ferulico
sobre a sindrome metabolica induzida pela dieta rica em gordura em camundongos. Para
tanto, camundongos C57 foram tratados com dieta rica em gordura (40%) e com o AC (0,9
mg/kg/dia e 1,8 mg/kg/dia) e AF (50 mg/kg/dia) combinados por 40 dias. Peso corporal e
consumo de ragdo foram registrados diariamente. Ao final do protocolo foi realizado teste
de tolerancia a glicose e insulina e determinaram-se 0s niveis de colesterol e triglicérides
plasmaticos, além da avaliacdo histoldgica do tecido hepatico e do tecido adiposo branco
(TAB). Também medimos a expressdo génica de fatores de transcricdo relacionados ao
metabolismo de glicose e metabolismo lipidico através dos métodos de PCR em tempo
real. Os resultados mostram que o tratamento de AC combinado com o AF melhorou a
obesidade induzida pela dieta hipercaldrica, o metabolismo de glicose, reduziu a sintese de
colesterol, de &cidos graxos e de triglicérides, assim como preveniu a esteatose hepatica.
Por outro lado, observou-se a infiltracdo de neutrofilos e macréfagos no TAB dos animais
tratados com o AC e AF. Em conclusdo a combinacdo do AC e do AF melhorou as
alteracdes observadas na SM induzida pela dieta hipercalorica e pode ser utilizada, no
futuro, como terapéutica para o tratamento da obesidade, mas mais estudos sdo necessarios

para se estabelecer seus efeitos sobre processos inflamatérios no TAB.

Palavra-chave: Obesidade, Sindrome X Metabélica, Acido Caféico, Acido Ferdulico.
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ABSTRACT

BOCCO, B.M.L.C. The effect of caffeic acid and ferulic acid in metabolic syndrome in
mice. 2013. Master’s Thesis in Science - Medicina Translacional, Universidade Federal de
Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Obesity is a worldwide epidemic and is associated with metabolic syndrome (MS)
development and its disorders such as hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia,
hyperglycemia and hyperinsulinemia. Several studies have been shown that Caffeic Acid
(CA) and Ferulic Acid (FA) present antioxidant and anti-inflammatory properties and
improve several abnormalities related to metabolic syndrome. The aim of this study was to
analyze the effect of the combined treatment with CA and FA on diet induced obesity in
mice. For that, C57 mice were fed with high fat diet (HFD) (40%) and CA (0,9 mg/kg/day
e 1,8 mg/kg/day) plus FA (50 mg/kg/day) concomitantly for 40 days. Body weight and
feed intake were measure daily. By the end of the protocol, glucose and insulin tolerance
test were performed. Serum cholesterol and triglyceride levels were measured and the
histology of the liver and white adipose tissue (WAT) was analyzed. The gene expression
of transcription factors and enzymes related to glucose and lipid metabolism were
evaluated using real time PCR method. Our results showed that CA and FA prevent the
body weight gain induced by high fat diet and improved the abnormalities related to diet-
induced obesity, such as hyperglycemia, hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia. They
reduced cholesterol synthesis, fatty acids and triglycerides synthesis in the liver and also
prevented hepatic steatosis. Moreover, infiltration of neutrophils and macrophages was
observed in WAT of animals treated with CA and FA. In conclusion the combined
treatment of CA and FA improved the alterations related to MS induced by high fat diet
and could be used as therapeutic for the treatment of obesity, but more studies are

necessary to establish its inflammatory effect on WAT.

Keywords: Obesity, Metabolic Syndrome X, Caffeic Acid, Ferulic Acid.
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1. INTRODUCAO
1.1. Obesidade e Sindrome Metabdlica

A obesidade, segundo definicdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), é o
acumulo excessivo de gordura que € considerado um fator de risco para doencas cronicas,
aumentando em 60% a chance de desenvolver diabetes mellitus tipo 2, em 20% de
desenvolver hipertensao arterial e em 10 a 30% de desenvolver cancer, representando 2/3 das
causas de morte da populagdo mundial (ABESO, <http://www.abeso.org.br>, acesso em
21/11/2012).

Com base em avaliacdo realizada em 194 paises, a OMS (2008) considera que 12%
da populacdo mundial é obesa (ABESO, <http://www.abeso.org.br>, acesso em 21/11/2012).
No Brasil, a estatistica de sobrepeso e obesidade chega a 19,5% entre ambos os sexos (WHO
<http://www.who.int/>, acesso em 21/11/2012) (Figural).

¢ :%:\\15 World Health oOverweightiobesity, 2008
\\\:.:, 2 Organlzatlon Prevalence of obesity™, ages 20+, age standardized: Both sexes

View static maps Help

View more indicators Filter by WHO region

Table

Country a

Bulgaria
Burkina Faso
Burundi

Cambeodia

Cape Verde
Central African Repu...
Chad

Chile

China
Colombia
Comoros
Congo

Cook Islands
Costa Rica
Croatia

Cuba

Cyprus

Czech Republic

Céte d'Ivoire

Data
19.5
7.9
21.4
2.4
3.3
2.3
11.1
24.3
11.5
3.7
3.1
29.1
5.6
18.1
4.4
5.3
64.1
24.6
21.3
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23.4
28.7
6.7

Map
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Bar Chart
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Figura 1: Quadro de estatisticas da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), 2008 da obesidade e do sobrepeso
da populacdo mundial e do Brasil
(http://gamapserver.who.int/gho/interactive_charts/ncd/risk_factors/overweight_obesity/atlas.html?indicator=il
&date=Both%20sexes>, acesso em 21/11/2012).

Devido ao grande nimero de pessoas obesas a OMS fez uma classificagdo
internacional caracterizando a obesidade de acordo com o indice de Massa Corpérea (IMC),
que é calculado pelo PESO/(ALTURAXALTURA), como podemos observar na Tabela 1
(IASO, <http://www.iaso.org>, acesso em 21/11/2012).


http://gamapserver.who.int/gho/interactive_charts/ncd/risk_factors/overweight_obesity/atlas.html?indicator=i1&date=Both%20sexes
http://gamapserver.who.int/gho/interactive_charts/ncd/risk_factors/overweight_obesity/atlas.html?indicator=i1&date=Both%20sexes

Tabela 1: Adaptacédo da classificacéo internacional de adultos abaixo do peso, acima do peso e obesos de acordo
com o IMC (MEDICONE, <http://www.medicone.com.br>, acesso em 12/03/12).

Tabela de IMC

Resultado Situacao

Abaix 17 Mto abaixo do peso
Entre 17 e 18,49 Abaixo do peso
Entre 18,5 e 24,99 Peso Normal
Entre 25 e 29,99 Acima do Peso
Enﬁé ébe 34,99 Obesidaae |
Entre 35 e 59,99 I Obesidade Il (s;;vera)
Acima de 40 Obesidade Ill (mérbida)

A obesidade esté relacionada ao desenvolvimento de diversas anormalidades, tais
como a resisténcia a insulina, hiperinsulemia, aumento nos niveis plasmaticos de triglicérides,
diminuicdo dos niveis plasméticos de HDL-colesterol (HDL-C), valores elevados de LDL e
VLDL plasmaticos, intolerancia a glicose, obesidade abdominal e hipertensdo arterial
sistémica, além dos estados pro-trombdtico e pro-inflamatério observados (SANTOS, et al.,
2006; ALBERTI, et al., 2006; HELLERSTEIN, et al., 2007; RODRIGUEZ-SUAREZ, et al.,
2010; DODSON, et al., 2011). Tomadas em conjunto, essa alteragfes configuram um quadro
classificado como Sindrome Metabdlica (SM) (figura 2) (SANTOS, et al., 2006; ALBERTI,
et al., 2006; HELLERSTEIN, et al., 2007; RODRIGUEZ-SUAREZ, et al., 2010; DODSON,
etal., 2011).


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=SANTOS,+CLAUDIA+ROBERTA+BOCCA
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=SANTOS,+CLAUDIA+ROBERTA+BOCCA
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Adoptado de Willioms G, Pickup JC, eds. Handiook of Diobemes. 3% edicdo. Ed, Moldan, Mossochusats: Blockwsl|
Publshing, 2004

Figura 2: Adaptado de Willians G, Pickup JC, eds. Handbook of diabetes. 32 edicdo. Ed. Molden, Massachusets:
Blockwell  Publishing, 2004. Quadro ilustrativo da sindrome metabdlica retirado do site
http://www.endocardio.med.br/sindrome-metabolica/.

Muitos autores consideram que a resisténcia a insulina seja a principal disfuncéo da
sindrome metabdlica. Essa alteragdo significa que a insulina circulante ndo tem funcdo normal

nos tecidos sensiveis a sua acdo (REAVEN, 1988).

A resisténcia a insulina caracteriza-se pela dessensibilizacdo dos receptores de
insulina (IR), com consequente reducdo na resposta dos tecidos alvo a acdo deste horménio.
Observa-se assim diminui¢do no transporte de glicose para dentro da célula devido a reducéo
da expressao do transportador de glicose (GLUT-4). Também se observa a menor expressao
de outros genes responsivos a insulina, tais como substratos do receptor da insulina 1 e 2
(IRS-1 e IRS-2) e a cinase do fosfatidilinositol 3 (PI3K) (KAHN, et al., 2000; CARNEIRO, et
al., 2011).

Nesse quadro, a diminuicdo da expressdao do GLUT-4 leva a inibi¢do da supressdo da
producdo da glicose hepatica (KAHN, et al., 2000; CARNEIRO, et al., 2011). Essa falha na
sinalizacdo da insulina resulta, portanto em hiperglicemia, levando ao aumento compensatorio
da secrecdo de insulina pelo pancreas na tentativa de manter a homesostase glicémica levando
a hiperinsulinemia (BERGMAN, et al., 2003).

E possivel observar também que no quadro de resisténcia a insulina esta envolvida

com o aumento na expressdo de fatores pro-inflamatdrios. Em obesos, ha um aumento nos
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niveis de &cidos graxos livres, fator de necrose tumoral — alpha (TNF-a), interleucina — 6 (IL-
6) e interleucina -1 beta (IL-1pB), e também uma diminuigdo nos niveis de adiponectina, fator
anti-inflamatdrios com funcdo de inibir os fatores pré-inflamatérios. Por conta disso, €
possivel explicar diversas alteracGes relacionadas a resisténcia a insulina. O TNF-o aumenta a
fosforilagdo da IRS-1 com consequente inibicdo da tirosina quinase prejudicando a
sinalizagdo na insulina, o que leva a menor expressdo do mRNA pra o GLUT-4. A IL-6 pode
reduzir a sensibilidade a insulina além de induzir a producdo da Proteina C Reativa que
também esta relacionado a inflamacdo. Por sua vez a IL-1p ¢ ativada por altas concentracdes
de glicose e &cidos graxos livres e parece estar envolvida na degradagdo das células p do
pancreas, que sdo responsaveis pela producéo e secrecdo deste hormoénio (CARNEIRO, et al.,
2011).

1.2. O Tecido Adiposo Como Centro Regulador do Metabolismo

O tecido adiposo é o principal reservatério energético do organismo. Os adip6citos
sdo células especializadas no armazenamento de triacilglicerol (TAG) em seu citoplasma.
Trata-se de um tecido que possui todas as enzimas e proteinas reguladoras fundamentais para
sintetizar acidos graxos, estocar TAG em periodos em que a oferta de energia é abundante e
mobiliza-los pela lipélise quando ha um déficit caldrico (GALIC, et al., 2010).

A quantidade de gordura armazenada nos adipdcitos é regulada pelo sistema nervoso
autbnomo através dos seus componentes parassimpatico e simpatico. O sistema nervoso
parassimpatico esta envolvido na execucdo de efeitos anabdlicos sobre os adipdcitos, tais
como a captacdo de glicose e de acidos graxos estimulados pela insulina (KREIER, et al.,
2002). Ja a inervacdo simpatica relaciona-se principalmente com agdes catabdlicas, como a
lipolise mediada pelos receptores adrenérgicos e dependentes da atividade da enzima lipase
hormadnio-sensivel (LHS) (PENICAUD, et al., 2000).

Existem dois tipos de tecido adiposo: o branco (TAB) e o marrom (TAM). O TAB
estoca 0s TAG em uma Unica e grande gota lipidica que ocupa cerca de 85% a 90% do
citoplasma e empurra o nucleo para a periferia da célula, sendo o restante da massa
representado por agua e proteinas (POND, 2001). O TAM é especializado em realizar a
termogénese, processo fundamental na regulagdo da temperatura corporal. Até recentemente,
considerava-se 0 TAM ausente em humanos adultos e presente em fetos e recém-nascidos

(CANNON, et al., 2004). No entanto, em 2007 Nedergaard e colaboradores mostraram que



este tecido é encontrado em humanos adultos, estando presente na regido supraclavicular,
pescoco, paravertebral, para-aortica e suprarrenais (CINTI, 2006; NEDERGAARD, et al.,
2007). O adipdcito marrom apresenta um grande nimero de mitocondrias que utilizam parte
da energia liberada pela oxidacdo de metabdlitos para liberar calor (CANNON, et al., 2004).
Tal processo ocorre através de uma proteina desacopladora (UCP-1), que atua como um canal
de prétons e descarrega a energia gerada pelo acimulo de prétons no espaco intramembranoso
das mitocondrias, desacoplando o gradiente de energia da sintese de ATP, dissipando a

energia estocada na mitocondria na forma de calor (CANNON, et al., 2004).

Ao contrario do TAM, o TAB apresenta fun¢Bes mais abrangentes oferecendo uma
protecdo mecanica contra choques e traumatismos externos, por estar infiltrado em érgaos e
estruturas internas. Além disso, o TAB apresenta uma maior distribuigdo estando presente na

derme e no tecido subcutaneo, sendo um 6timo isolante térmico (PRINS, 2002).

Em decorréncia de estudos recentes relacionados a propriedade do TAB em secretar
uma ampla gama de adipocinas, um novo conceito sobre a funcdo bioldgica deste tecido vem
crescendo, consolidando a idéia de este tecido ser um o6rgao dinamico envolvido em uma

variedade de desordens metabolicas como a SM e a resisténcia a insulina.

As adipocinas séo proteinas secretadas pelo TAB relacionadas a uma variedade de
processos metabdlicos. Suas fungdes bioldgicas sdo altamente variadas e compreendem
proteinas pré-inflamatérias e anti-inflamatorias. Compreendem as adipocinas pro-
inflamatorias o Fator de necrose tumoral — alpha (TNF-a), Interleucina-6 (IL-6), Fator nuclear
k-B (NF-kB), Interleucina-1-beta (IL-1p), Receptores ativados por proliferador de
peroxissomo (PPAR), Proteina quimioatrativa de mondcitos tipo 1 (MCP-1) e Resistina. Por
outro lado, ha também a classe de adipocinas anti-inflamatérias como, por exemplo, a
adiponectina, relacionado a homeostase glicémica e a inibicdo de fatores pro-inflamatérios
citados acima (FRUHBECK, et al., 2001).

A resistina € uma proteina encontrada na zona de inflamacdo secretada por
adipdcitos em camundongos e por mondcitos e macréfagos em humanos (REA, et al., 2004;
WOLF, 2004; BOKAREWA, et al., 2005). Diversos estudos descrevem a resistina como um
hormdnio secretado pelo TAB durante a adipogénese (WOLF, 2004). A resistina ganhou esse
nome pela sua capacidade em promover resisténcia a insulina (STEPPAN, et al., 2001). De

fato, observa-se um aumento nos niveis de resistina em modelos de obesidade induzida por



dieta (WOLF, 2004). A resistina modula o metabolismo de glicose por estar associada a
ativacdo do Supressor da Citocina Sinalizadora 3 (sOCs3), que tem funcdo de inibir a
sinalizacdo da insulina no adipécito (WOLF, 2004; STEPPAN, et al., 2005). Além disso, a
resistina potencializa a inducdo a producéo de citocinas pro-inflamatérias, como 0 TNF-q, IL-
6, IL-1p e MCP-1 (KASER, et al. 2003; NAGAEV, et al. 2006) e também regula a
diferenciacdo do adipocito (WOLF, 2004).

Assim como a resistina, 0 TNF-a € uma citocina imunomodulatéria e pro-
inflamatoria que aumenta o acumulo de gordura e interfere em diversos processos
dependentes de insulina, como a homeostase glicémica (SETHI, et al., 1999). Em animais
obesos observa-se um aumento na expressdao do TNF-o que se correlaciona positivamente
com o aumento do volume de adipécitos (MONTAGUE, et al., 1998). Em ratos obesos, a
neutralizacdo do TNF-a melhorou significativamente a captacdo de glicose em resposta a
insulina, demonstrando a relacdo entre resisténcia a insulina e obesidade (HOTAMISLIGLI,
et al., 1993). Em humanos obesos também se verificou uma relacdo inversa entre o
metabolismo de glicose e TNF-a. O TNF-a prejudica a sinalizagdo da insulina por reduzir a
fosforilacdo do substrato do receptor de insulina (IRS), com consequente reducdo da sintese
do transportador de glicose (GLUT-4), diminuindo a captacdo de glicose mediada pela
insulina (ARNER, 1995).

O TNF-a e a resistina também estdo envolvidos no processo de inflamacéo,
participando da migracdo de mondcitos que serdo convertidos em macrofagos na parede
endotelial pelo fator nuclear k-B (NF-kB) (LYON, et al., 2003). O NF-kB ¢ responsavel pela
acdo imune-inflamatoria a nivel transcricional e também um potencial indutor para a
resisténcia a insulina (BEZERRA, et al., 2012).

Estudos recentes mostraram que o tecido adiposo em obesos € caracterizado pelo
aumento de infiltragdo de macrofagos, que produzem diversas proteinas inflamatorias
(BOULOUMIE, et al., 2005; HEILBRONN, et al., 2008). O processo de inflamagdo esta
associado com a ativacdo de macrofagos e liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, como a
IL-1p, IL-6 e a proteina quimioatrativa de mondcitos tipo 1 (MCP -1) (ZEYDA, et al., 2007;
XIE, et al., 2010). Diversos estudos sugerem que a expressdo de MCP-1 tem o papel na
resposta inflamatéria do tecido adiposo induzindo a infiltracdo de macréfagos, causando a
progressdo da obesidade (TAKANASHI, et al., 2003; CHEN, et al., 2005). Ja a IL-6 é



conhecida como uma “citocina endocrina”. Ela apresenta um efeito pro-inflamatoria, ativando
a via da AMP-proteina quinase no tecido adiposo e no musculo esquelético, onde esta
relacionada com o aumento de oxidacao de gordura. Em alta concentracdo em obesos, o IL-6
também estd envolvido na inducdo da resisténcia a insulina e também por aumentar as
proteinas da fase aguda como os niveis de proteina C-reativa (CRP) (FANTUZZI, 2005;
CARVALHO, et al., 2006; TILG, et al., 2008; GREGOR, et al., 2011).

Sabendo que o aumento da obesidade visceral correlaciona-se positivamente com
processos inflamatérios e aumento da adipogénese, o receptor gama ativado por
proliferadores de peroxissomas (PPAR-y) recebe destaque desempenhando papel chave na
cascata transcricional que ocorre durante a adipogénese. Esse fator de transcricdo € ativado
pelas células de gordura e exercem um efeito na sensibilidade a insulina no tecido adiposo, no
musculo esquelético (TONTONOZ, et al., 1995; TILG, et al., 2008).

O PPAR-y faz parte de uma superfamilia de receptores nucleares apresentando um
papel critico na regulacdo da diferenciacdo do adipécito (TONTONOZ, et al., 1995; TILG, et

al., 2008) e também é chave no aumento do TNF-a que induz a resisténcia a insulina.

Em contrapartida, 0 PPAR-a apresenta uma agao anti-inflamatoria induzindo a beta-
oxidagéo de &cidos graxos, melhorando a sensibilidade a insulina e regulando a homeostase
energeética por atuar diretamente no TAB e no figado (VAN RAALTE, etal., 2004).

Outra adipocina anti-inflamatoria é a adiponectina, que € responsavel por aumentar a
sensibilidade tecidual a insulina e secretada exclusivamente pelo adipécito (RYO, et al.,
2004). Também conhecida como Acrp-30, a adiponectina age como fator protetor de doencas
cardiovasculares (BERG, et al., 2002). O seu efeito anti-inflamatorio e anti-aterogénico €
promovido a partir da inibicdo dos fatores pro-inflamatérios na expressdo de TNF-a, IL-6,
CRP e resistina (OUCHI, et al., 2003; BERG, et al., 2005; ARONNE et al., 2007). Em obesos
observa-se baixa secrecdo de adiponectina levando a uma estimulacéo exagerada do sistema
imune resultando em um quadro inflamatério crénico no paciente. Esse quadro inflamatorio
correlaciona-se com a resisténcia a insulina encontrada nesses individuos (OUCHI, et al.,
2003; BERG, et al., 2005; ARONNE et al., 2007).
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1.3. Metabolismo Lipidico no Figado

Na Sindrome Metabdlica observam-se alteragdes importantes no metabolismo
lipidico. Tem sido proposto que componentes individuais da SM influenciem o metabolismo
lipidico, aumentando o risco da doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA). A
resisténcia a insulina parece ser o principal fator envolvido na patogénese da DHGNA
(LONARDO, et al., 2005).

O figado exerce um papel fundamental no metabolismo de lipidios, promovendo a
sintese de triglicérides e colesterol e a oxidacdo dos &cidos graxos para o fornecimento de
energia aos diversos sistemas corporais (GUYTON & HALL, 2006). Um papel importante do
figado é manter a glicose do plasma dentro dos limites fisiologicos, independente do estado
nutricional do animal. Desta forma, caso haja ingestdo de carboidratos em quantidade superior
ao necessario para suprir as necessidades energéticas, ocorre conversdo destes em &cidos
graxos, processo conhecido como lipogénese de novo, e posteriormente em triglicérides, os
quais podem ser armazenados como goticulas lipidicas no interior dos hepatdcitos ou
incorporados dentro das lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e secretadas no
sangue (Figura 3) (TULENKO, et al., 2002).
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Figura 3: Adaptado de Fon Tacer e Rozman, Journal of Lipids, publicado em 2011. Figura ilustrativa das vias
de lipideos e lipoproteinas na patogénese da DHGNA. DHGNA ¢ considerado uma manifestacdo no figado da
obesidade e da sindrome metabolica. Em resposta a insulina e glicose, fatores de transcricdo SREBPs e ChREBP
sdo ativadas e induzidas na expressao de genes envolvidos na sintese de &cidos graxos e de colesterol no figado.
Lipogénese melhora & producdo de VLDL, sendo a grande perturbagdo metab6lica em DHGNA. O aumento da
secrecdo de VLDL no plasma resulta no aumento nos niveis de LDL através de CETP mediada por troca de
ésteres de colesterol e triglicérides entre LDL e VLDL, seguido por remocdo de triglicérides de LDL pela lipase
hepéatica (LH). O figado remove LDL da circulagdo por endocitose mediada LDL-R. LDL oxidada e &cidos
graxos livres sdo transportados para o figado, por CD-36, &cido graxo translocase, e receptor de captura. Em
Italico: genes metabolicos, linhas pretas: vias metabdlicas, linhas tracejadas pretas: saindo ou entrando no figado,
linhas brancas: regulacdo da transcri¢do, processo * na mitocondria. Contornadas em preto genes estudados na
tese.

Os fatores de transcricdo SREBP-1c (Proteina de Ligacdo Reguladora de Esterdis) e
ChREBP (Elemento de Ligacdo Responsivo a Carboidratos) se destacam nessa via, sendo eles
responsivos a insulina e glicose, respectivamente. (HORTON, et al., 2002; POLACOW, et
al., 2007). Ambos os fatores de transcricdo ativam genes lipogénicos tais como o Acido
Graxo Sintetase (FAS), responsavel por catalisar a ultima etapa da biossintese de &cidos
graxos no figado (FON TACER, et al., 2011).

Apos a formacdo dos acidos graxos pela via da lipogénese de novo, ocorre a sintese
de triglicérides pela acdo da enzima Diacilglicerol Aciltransferase 2 (DGAT 2), responsavel
por catalisar a etapa final da biossintese de triglicérides. Ao mesmo tempo o figado sofre acéo
da lipase TriacilGlicerol (ATGL), que atua na primeira etapa da lise de triacilglicerol,
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favorecendo o controle intracelular de triglicérides no figado, conferindo resisténcia a
formacdo de esteatose hepéatica (FON TACER, et al., 2011).

Além dos mecanismos relacionados a sintese de acidos graxos e triglicérides no
figado, o metabolismo hepatico de lipoproteinas exerce papel fundamental na manutencao da
homeostase lipidica. Dentre os elementos relacionados a producdo e exportacdo dos
triglicérides destaca-se a proteina de transferéncia de triglicérides microssomal (MTTP),
responsavel pela formacéo da lipoproteina VLDL e pela exportacdo do figado (FON TACER,
etal., 2011).

Apos a lipoproteina VLDL ser secretada para o plasma, ela sofre acdo de enzimas
denominadas lipases de lipoproteinas (LPL) que sdo responsaveis por remover 0S
triglicerideos nos tecidos, promovendo a formacdo de lipoproteinas de densidade
intermediaria (IDL) e, posteriormente, das moléculas de LDL (TULENKO, et al., 2002). Os
niveis plasmaticos de LDL, a maior lipoproteina carreadora de colesterol em humanos, é
determinado pela taxa relativa de producdo e remocao pelos receptores de LDL (LDL-R),
através de um feedback negativo transcricional mediado pelos niveis de colesterol intracelular
(GOLDSTEIN, et al., 2009). O receptor de LDL reconhecem dois ligantes: a apoB e a apoE,
que fazem com que este receptor consiga remover da circulagdo as LDL, VLDL e IDL
(GOLDSTEIN, et al., 1995).

A formacéo de colesterol é regulada pela concentracdo de colesterol nos hepatdcitos.
Em quantidades excessivas de colesterol intracelular, mecanismos reguladores da producao de
colesterol sdo ativados, tais como a inibicdo da HMG-Coa reductase, enzima chave da via de
sintese de colesterol. Além disso, ocorre um aumento da taxa de esterificacdo de colesterol
intracelular pela enzima ACAT (acyl-CoA: cholesterol acyltransferase) com consequente
aumento da incorporacdo do colesterol na molécula de VLDL que é exportada para o plasma
(BROWN, et al., 1997; RIFAI et al., 1999).

Dois grandes reguladores da via de colesterol sdo: SREBP-2 (Proteina de Ligacdo
Reguladora de Esterdis) e LXR (receptor X do figado). O SREBP-2 estd relacionado a
inducdo da biossintese e captura de colesterol (BROWN, et al., 1997; PEET, et al., 1998a).
Por outro lado, o LXR ¢é ativado quando ha um excesso de colesterol intracelular inibindo o
SREBP-2, assim promovendo a exportagéo e a elimina¢do do colesterol no figado, regulando
a homeostase de colesterol (BROWN, et al., 1997; PEET, et al., 1998b).
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O LXR exerce também um controle negativo sobre a LDL-R mediando a captura de
colesterol pela inducdo da expressdo da proteina IDOL (degradacdo induzida da LDL-R),
Onde o IDOL cataliza os pontos chaves para a degradacdo da LDL-R (ZELCER, et al., 2009).

1.4. Tratamentos Farmacologicos

A perda de peso e exercicios fisicos pode contribuir de maneira importante para
reduzir a obesidade e a resisténcia a insulina, porém, em alguns casos, Sd0 necessarias
intervencbes severas com drogas farmacoldgicas. Alguns medicamentos sdo considerados
coadjuvantes no emagrecimento, mas também podem provocar efeitos colaterais, como
dependéncia quimica e irritabilidade (JAMES, et al., 2002). As drogas mais antigas para a
perda de peso sdo as anfetaminas que agem nos neurdnios que estimulam a fome, bloqueando-
o0s. No entanto, é dificil a manutencéo do peso corporal quando se interrompe o tratamento. Ja
0s sacietdgenos, como a sibutramina, atuam interferindo no volume de comida necessario
para a pessoa se sentir saciada, sendo assim, mais indicado no tratamento da obesidade uma
vez que ndo leva a dependéncia e nem ilude o paciente a perder peso sem esforco (JUHASZ et
al., 2006). Em contrapartida, a sibutramina pode apresentar efeitos colaterais desde prisdo de
ventre, dor de cabeca e insdnia até doencas cardiovasculares como hipertensdo, taquicardia e
arritmias (KANG, et al., 2012; ARAUJO, et al., 2012). Em 2010 foi reportado pela SCOUT
(Sibutramine in Cardiovascular Outcomes Trial) em relatorio preliminar de um estudo de
pacientes obesos com doenca cardiovascular, hipertensos e com diabete mellitus 2, um
aumento nos riscos nao fatais de doencas cardiovasculares tais como infarto do miocardio e
acidente vascular cerebral (KANG, et al., 2012).

Como no tratamento da sindrome metabdlica € uma questdo de satde publica e tendo
em vista que as drogas disponiveis apresentam efeitos colaterais, tem se buscado novas
substancias que levem a perda de peso e a melhora das alteragdes observadas na sindrome

metabolica.
1.5. Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas nos vegetais de
forma livre ou ligados a agucares (glicosideos) e proteinas, assim com grande distribuicdo na

natureza, onde fazemos uso na alimentacdo e de sua acdo antioxidante (CROFT, 98). Os
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compostos fendlicos sdo os flavonoides e derivados, e os acidos fendlicos (acidos benzoicos,

acidos cindmicos e as cumarinas) (SEIFRIZ, 2004).

Os acidos fenolicos sdo compostos por um anel benzénico, um agrupamento
carboxilico e uma ou mais unidades de hidroxila e/ou metoxila, assim conferindo a
propriedade de efeito antioxidante para alimento ou para o organismo em si. (KERRY, et al.,
1997; BRAVO, 1998; CROFT, 1998; FERGUSON, et al., 1999).

O acido caféico apresenta acdo antioxidante aumentada por conta da segunda
hidroxila na posi¢do orto ou para, enquanto o &cido ferulico apresenta uma hidroxila na
posicdo orto ligado ao grupo metoxila (CUVELIER, et al., 1992; CHEN, et al., 1997).

Essas substancias sdo capazes de inibir a oxidacdo de substratos, desde moléculas
simples até polimeros e biossistemas complexos. O biossistema complexo apresenta duas
fases, sendo a primeira a etapa de iniciagdo que envolve a inibicdo e formacédo de radicais
livres, e a segunda é a etapa de propagagdo que relaciona a eliminacdo de radicais livres,
assim interrompendo a reacdo em cadeia (NAMIKI, 1990; SHAHIDI, et al., 1992; SIMIC, et
al., 1994).

Segundo Yanishlieva & Marinova (1995), utilizando triglicerideos em estudos
cinéticos, verifica que os acidos fendlicos participam mais efetivamente na fase de iniciacéo
da oxidacdo e os acidos ferulico, caféico e sinapico atuam também na reacdo de propagacao,
assim esclarecendo & acdo deles no processo oxidativo.

A indUstria farmacéutica tem dado especial atencdo devido a esses compostos pelos
seus efeitos benéficos nos sistemas bioldgicos (SEIFRIZ, 2004).

1.6. Acido Caféico

O acido caféico, como ja dito anteriormente, € um acido hidroxicinamico, que faz
parte da classe de &cidos fendlicos encontrados na natureza em sementes, frutas e vegetais
(CHO, et al. 2010).

Este acido apresenta diversos efeitos bioldgicos atuando como antioxidante e anti-
inflamatorio, além de demonstrar uma melhora na hipercolesterolemia e na diabete tipo 2
(KIM, et al., 2003; LEE, et al., 2003; JUNG, et al., 2006; PARK, et al., 2006).
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A sua acdo anti-inflamatéria ocorre por meio da inibicdo da atividade da
ciclooxigenase 1 (COX-1). Além disso, reduz a atividade e a expressdo génica da
ciclooxigenase 2 (COX-2), que estd envolvida no desenvolvimento da obesidade associado
com a resisténcia a insulina e esteatose hepatica em modelos de obesidade (LEE, et al. 2004;
JUG, et al., 2008; HSEIH, et al. 2009). Além disso, o acido caféico blogueia a expressdo
genética das citocinas pro-inflamatérias envolvidos na resisténcia a insulina tais como, o NF-
kB, TNF-a, IL-6, IL-1Bp, MCP-1 e na hipertrofia dos adip6citos (MARQUEZ, et al. 2004;
ZEYDA, et al., 2007; XIE, et al., 2010). Alguns trabalhos sugerem que o acido caféico inibe a
via de sinalizacdo molecular inflamatdria pela reducéo da translocacdo nuclear do NF-kB e da
expressdo da COX-2, restaurando parcialmente a sinalizacdo a insulina (HSEIH, et al., 2009;
BEZERRA, et al., 2012).

O efeito do &cido caféico sobre a reducdo do peso corporal ndo é claro. Alguns
estudos reportam que ha melhora no metabolismo de glicose sem reducdo no peso corporal
(BEZERRA, et al., 2012), enquanto outros mostram protecdo na obesidade induzida pela
dieta (CHO, et al., 2010).

O é&cido caféico também apresenta efeito importante no metabolismo de gorduras. O
tratamento desse &cido em camundongos com obesidade induzida pela dieta leva a reducéo
nos niveis de FAS, HMG-CoA reductase e ACAT no figado, levando a inibicdo da sintese de
colesterol e dos acidos graxos, assim melhorando a hipercolesterolamia (CHO, et al., 2010).
O é&cido caféico também estimula 0 PPAR-a, responsavel pelo aumento na oxidagdo de acidos
graxos no figado (WILSON, et al., 1997). O PPAR-o também reduzindo a adiposidade e
melhora a a¢do da insulina melhorando (GUERRE-MILLO, et al., 2000; KIM, et al., 2003), o

que pode justificar os efeitos benéficos do acido caféico.

Assim, fica claro que o &cido caféico exibe propriedades de anti-obesidade, reduz a

sintese de colesterol e de acidos graxos e melhora a sensibilidade a insulina.
1.7. Acido Ferulico

Assim como o acido caféico, o acido fertlico é um &cido hidroxicinamico e é
encontrado de forma abundante, como em banana, brécolis, e frutas citricas
(ADISAKWATTANA, et al., 2008).
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Este &cido possui diversos efeitos terapéutico tais como anti-inflamatério anti-
aterogénico, anti-diabético, hepatoproteror, entre outros (SRINIVASAN, et al., 2007).

O éacido ferulico esta diretamente relacionado com o metabolismo de glicose. O acido
ferulico protege da obesidade induzida pela dieta hipercalérica e melhora o metabolismo da
glicose. Nesses animais o0 tratamento com o acido ferdlico aumenta a atividade da
glicoquinase (GK), enzima envolvida no fosforilagdo inicial da glicose. Por outro lado, a
atividade da Glucose-6-fosfatase (G6pase) e da Fosfoenolpiruvato Carboxinase (PEPCK) é
diminuida pelo acido ferulico, resultando na menor exportacdo de glicose do hepatocito e na

reducdo da neoglicogénese (SON, et al., 2011).

Além disso, outros estudos demonstraram que suplementacdo de acido ferulico na
dieta experimental em ratos espontaneamente hipertensos ndo altera o consumo de racdo nem

o nivel de glicose plasmatico, mas reduz a pressdo sanguinea (ARDIANSY AH, et al., 2007).

Ja o seu potencial antioxidante se deve pela oxidagdo de moléculas de LDL pela
facilitacdo de captura e degradacdo pelo figado. Assim, é possivel que o &cido ferdlico
apresente efeitos benéficos na melhora de parametros da obesidade e da Sindrome Metabdlica
(SRINIVASAN, et al., 2007).

O acido caféico e o &cido fertlico sdo os compostos mais abundantes encontrados na
planta Baccharis sp. Em estudos anteriores do nosso laboratério com acido caféico e com o
acido feralico administrados isoladamente foi observado que o &cido caféico apresentou uma
reducdo no peso corporal dos animais e uma melhora na tolerancia a glicose nas doses de 0,9
mg/kg/dia e 1,8 mg/kg/dia. O triglicérides plasmaticos também foram corrigidos, mas com o
tratamento com &cido caféico, mas nenhuma das doses corrigiu a hipercolesterolemia
induzida pela dieta. Os animais tratados com acido caféico na dose 3,6 mg/kg/dia nédo
apresentaram nenhuma melhora nas anormalidades que constituem a SM. Por outro lado,
acido feralico 50 mg/kg/dia ndo preveniu o ganho de peso nos animais, mas reduziu os niveis
de colesterol e o triglicérides plasmaticos. Também apresentou efeito importante na correcédo

da intolerancia a glicose induzida pela dieta rica em gordura.

Assim, baseados nos dados anteriores, decidimos avaliar o efeito do tratamento
concomitante dos dois acidos sobre os parametros da SM. As doses de &cido caféico e ferdlico

utilizadas também se basearam nesses dados anteriores.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Principal

Analisar os efeitos do &cido caféico e ferdlico administrados em conjunto em
camundongos submetidos ao modelo de sindrome metabdlica induzida pela dieta rica em

gordura.

2.2. Objetivos Especificos

1) Awvaliar o papel do &cido caféico e do acido ferdlico na melhora das anormalidades
associadas com a sindrome metabolica.
2) Determinar os mecanismos envolvidos na melhora no metabolismo lipidico e de

glicose induzidos pelos acidos caféico e ferulico.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram usados camundongos machos C57/B6, com 2 meses de idade, pesando entre
20 e 25 g, obtidos da col6nia da Universidade Federal do Estado de S&o Paulo (UNIFESP).
Os animais foram mantidos em ciclo de 12 horas de claro e escuro, a 24°C e em gaiolas
coletivas com ndo mais que 5 animais por gaiola, tendo comida e agua ad libitum. Esse
tratamento foi realizado no biotério da Universidade Presbiteriana Mackenzie, apds a
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de animais da Universidade Presbiteriana Mackenzie
(CEAU/UPM n° 086/08/2011).

Os grupos estudados foram subdivididos da seguinte forma:
Controle (CTRL) (n=10): animais que receberam dieta padrao (1,8 Cal/g);

Dieta Hipercaldrica (DH) (n=10): animais que receberam dieta hiperlipidica rica em gordura
(7,52 Cal/g);

Dieta Hiper + acido caféico 0,9 + &cido ferulico 50 (DH+CO0,9+F50) (n=10): animais que
receberam a dieta hiperlipidica rica em gordura (7,52 Cal/g) e o extrato de acido caféico na
dose de 0,9mg/kg/dia por injecdo i.p. + o extrato de acido ferdlico 50mg/kg/dia por injecédo

i.p.

Dieta Hiper + &cido caféico 1,8 + acido feralico 50 (DH+C1,8+F50) (n=10): animais que
receberam a dieta hiperlipidica rica em gordura (7,52 Cal/g) e o extrato de acido caféico na
dose de 1,8mg/kg/dia por injecdo i.p. + o0 extrato de &cido ferdlico 50mg/kg/dia por injecdo

i.p.

Os animais foram alimentados com racdo hipercaldrica durante 60 dias, tempo
necessario para desenvolverem sindrome metabdlica. Com 20 dias, foi observado que os
animais que consumiam a dieta hipercalorica ja apresentavam um quadro de SM, com
hiperglicemia, hipercolesterolemia e hipetrigliceridemia quando comparados aos animais
controle. Assim, foi iniciado o tratamento com &cido caféico e acido ferdlico (SIGMA-
ALDRICH, Co, USA), concomitantemente com a dieta hipercal6rica. Durante esse periodo,

foi medido diariamente o peso corporal e 0 consumo de racao.
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Ao final do protocolo foram realizados novamente os testes de tolerancia a glicose e
a insulina para tracar o perfil metabolico. Os animais foram levemente anestesiados com
uretana (560mg/kg) e entdo decapitados e mortos. Foram coletadas amostras de sangue para
medidas de colesterol e triglicérides plasmaticos. Amostras do tecido hepatico, tecido adiposo
branco epididimal e tecido adiposo marrom (TAM) foram retiradas e imediatamente
congeladas a -80°C, para posterior analise d¢ RNAmM (RNA mensageiro) por PCR em tempo
real e Western Blotting. Foram também fixadas em formol tamponado (10%) amostras do

tecido hepatico e tecido adiposo branco para analise histoldgica.
3.2. Dieta hipercalérica

A dieta hipercal6rica rica em gordura é produzida pela Rhoster Ind. E Com. Ltda. e €
constituida por 19,9% de proteina, 40% de gordura e 19% de carboidratos, totalizando
7,52Cal/g. A dieta padrdo produzida pela Nuvilab apresenta 22% de proteina, 4% de gordura
e 7% de fibra, resultando em 1,8 Cal/g.

3.3. Teste de tolerancia a glicose (TTG)

Os animais foram submetidos a jejum de 12h no dia anterior ao experimento e
receberam glicose (2g9/Kg de peso corporal) intraperitonealmente na manhd do experimento.
Os niveis de glicose sanguineos foram medidos em amostras do sangue retiradas da cauda nos
tempos O (antes da injecéo de glicose, sendo conhecido como basal), 30, 60, 90 e 120 minutos
depois da injecdo de glicose, utilizando-se glicosimetro (One touch Ultra, Johnson&Johnson,
S&o Paulo, SP) (ASENSIO, et al, 2005).

3.4. Teste de tolerancia a insulina (TTI)

Os animais foram submetidos a um jejum de 4 horas na manhd do experimento,
receberam uma dose de insulina (0,5U/g de peso corporal) intraperitonealmente as 14h.
Mediram-se o0s niveis de glicose sanguineos em amostras do sangue da cauda retiradas nos
tempos 0 (antes da injecdo de insulina, sendo conhecido como basal), 30 e 60, 90 e 120
minutos depois da injecdo de insulina, utilizando-se glicosimetro (One Touch Ultra,
Johnson&Johnson, Sao Paulo, SP) (ASENSIO et al., 2005).
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3.5. Medida de Colesterol Plasmatico

O colesterol plasmético foi determinado por colorimetria utilizando-se um kit
comercial (COLESTEROL liquiform, Labtest, Brasil), seguindo-se as instru¢fes do
fabricante. O teste foi realizado em duplicata utilizando 2l de plasma de cada amostra ou do
padrdo e adicionaram-se 200ul do reagente. Posteriormente, foi medida a absorbancia das
amostras com auxilio do Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, USA), num comprimento de
onda de 500nm.

3.6. Medida de Triglicérides Plasmatico

O triglicérides plasmético foi determinado por colorimetria, utilizando-se um kit
comercial (TRIGLICERIDES Liquiform, Labtest, Brasil), seguindo-se as instru¢des do
fabricante. O teste foi realizado em duplicata utilizando 2pl de plasma de cada amostra ou do
padrdo e acrescentaram-se 200ul do reagente. Posteriormente, mediu-se a absorbancia das
amostras com auxilio do Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, USA), num comprimento de
onda de 505nm.

3.7. Andlise de RNAm por PCR em tempo real

O RNA total foi extraido do figado e do TAB com o auxilio da solu¢do de TRizol
(Life Technologies Inc.), de acordo com as instru¢cdes do fabricante e quantificado por
espectofotometria Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, USA). A sua integridade foi
determinada pela corrida em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo, mostrando as
bandas 28S e 18S, e purificacdo e quantificacdo do RNA foi determinada pelo célculo das
absorbancias de 260nm e 280nm.

O DNA complementar (DNAc) foi sintetizado a partir do RNA total extraido
(3,0ug), utilizando-se o kit comercial SuperScrit™ First-Strand Synthesis System para RT-

PCR com o auxilio do termociclador Mastercycler, Eppendorf.

Com o DNAc pronto foi possivel realizar o PCR em tempo real, também conhecido
por gPCR. Para auxiliar no processo foi utilizado o kit comercial QuantiTect™ SYBR®
Green PCR (Qiagen, Valencia CA) e os primers dos genes alvos para avaliar a expressdo do
RNAmM. Os ciclos foram determinados pelo fabricante do QuantiTect™ SYBR® Green PCR
(Qiagen, Valencia CA) que foram 15 min a 94°C (Hot Start); 15s a 94°C, 30s & 60°C e 30s a
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72°C por 50 ciclos seguidos pelo protocolo de melting curve para verificar a especificidade da
geracdo do fragmento amplificado. A expressdo do gene foi determinada pelo método de

AACt, como descrita por LIVAK e SCHMITTGEN (2001).

Para a avaliagdo dos genes alvos foi utilizado dois controles internos GAPDH e -
actina. Os genes alvos foram relacionados ao metabolismo de colesterol (LDL-R, SREBP 2,
LXR, ACAT-1, HMG-CoA)) triglicerideos (SREBP-1c, ChREBP, FAS, DGAT 2, MTTP,
ATGL) e glicose (G6pase, PPAR-a). As sequéncias dos primers utilizados séo apresentadas

na Tabela 2.

Tabela 2: Sequéncia dos primers para PCR em tempo real.

Nome do oligonucleotideo Sequéncia
LDL-R - Sense S-TCCAATCAATTCAGCTGTIGG-3
LDL-R - Antisense S-GAGCCATCTAGGCAATCICG-3
SREBP2 - Sense S-CCGCTICTCCGAATCCICTTAT-S
SREBP2 - Antisense J-CAGCACCTCACTCCAGTCGAC3
LXRzlphz- Senss 5" TGGGCTCCGAATCCICTTAGA ¥
LXRzlphz - Antisense 5" TGGTCCTCAAATAAGATCCTIGG 3
ACAT-!-Sense 3" CAGGAACGTAAGATCGCCIGGAAC ¥
ACAT-1- Antisense 3" TGCAGCAGTACCAAGTTTAGTIG 3°
HMG-CoA - Sense 5" AGCTTGCCCGAATTGTATGIG 3°
HMG-CoA - Antisense S TCTGTTGTGAACCATGTGACTIC 3°
SREBP!-C-Sense S AAGCAAATCACTCGAAGGACCTGGS
SREBP!-C- Antisense S AAACGACAAGGGGCTACTICTIGGCGAGS
ChREBP - Sense 3 CCTCACTTICACTGTIGCCICA 3
ChREBP - Antisense 3" ACAGGGGTTGTTGTICTICTGG 3
FAS-Sense 3T AAGTTGCCCCGAGICAGAGAACC Y
FAS - Antisenss 3" ATCCATAGAGCCCAGCCTICCATIC 3
DGAT-Sense 3" TICCTGGCATAAGGCCCTATT 3
DGAT - Antisense 5" CGGAAGTTACCAGCCAACG 3
MTTIP - Sense 5 CTCTTGGCAGTGCTTITICICT 3
MTTP - Antizense 5 GAGCTTGTATAGCCGCTCATT 3

ATGL- Senss S ATGTTCCCCGAGGCGAGACCAA S
ATGL- Antizenss 3 GCAGCCACGCCAATCGAGATCGT S
G6pase - Sense 3 CCGGATCTACCTIGCTGCTCACTIT 3
Gopase - Antisense 3 TAGCAGGTACAATCCAAGCCGCAAACS
PPAR-0- Senss S'ACGATGCTGTCCTCCTTGATG 3°
PPAR-u- AntiSense SGCCCTCACACGCAACACATAAA Y
f-zctinz — Senss 3 GGCTGTATTCCCCTCCATCG 3
f-2ctma — Antisense 3" CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 3
GAPDH - Sense J.GCGCACACGTCAAGCCTCGAGAATG-3
CGAPDH - Antisense 3 -ATGCGTCGCTCAACACCGCCAGTASS

3.8. Western Blotting

Para a identificacdo de determinada proteina pelo método de Western Blotting, do
TAM foi adequadamente processado e submetido a dosagem de proteina total pelo método de
Bradford, com o auxilio do equipamento de espectrofotometria Nanodrop 2000c (Thermo
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Scientific, USA), em comprimento de onda de 560 nm. Em seguida, as amostras foram
preparadas a partir da solubilizacdo em Tampédo de Amostra (SDS 2%; glicerol 10%; TRIS
Base 0,0625 M pH 6,8; bromofenol blue 0,001% e 2-mercaptoetanol 5%) e submetidas a
corrida eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Ao término da corrida eletroforética, com o auxilio de um equipamento de
transferéncia em sistema semi-seco, as amostras foram transferidas do gel para uma
membrana de nitrocelulose (Immobilon, Millipore Co, Bedford MA) em um campo elétrico.
ApoOs a etapa de transferéncia, realizou-se a incubacdo da membrana com a solucédo
bloqueadora composta de 5% de Albumina Bovina diluida em TBST (Tris-Buffered Saline -
Tween 20), por cerca de 1 hora seguido de incubacdo com o anticorpo primario,
correspondente a proteina de interesse, diluido de acordo com as instruc@es apresentadas pelo
fabricante e submetido a refrigeracao por aproximadamente 12 horas. A proteina analisada foi
a UCPI (Santa Cruz Biotechnology) e o controle interno -actina (ABCAM).

Apos tal periodo, a membrana foi submetida a sucessivas lavagens com TBST e,
posteriormente, incubada com uma solucdo do anticorpo secundario por aproximadamente 1
hora. Em seguida, iniciou-se o processo de deteccdo da proteina de interesse por meio do
processo de revelagdo, o qual foi realizado em camara escura e envolveu a incubagdo da
membrana em solucBes contendo reagentes de quimioluminescéncia (Pierce ECL Western
Blotting Substrate, Thermo Scientific), os quais reagem com a peroxidase conjugada ao
anticorpo secundario (HRP) e promovem a producao de luminescéncia proporcionalmente a

quantidade da proteina de interesse, possibilitando a detec¢do desta.

3.9. Histologia

Depois da disseccdo cuidadosa, amostras de figado e TAB foram imersos em uma
solucdo de formol 10% e fixados por 24 horas, apds esse periodo foram armazenados em &gua
destilada. Os tecidos incorporados na parafina foram seccionados e processados. As amostras
foram coradas por Hematoxilina/Eosina (HE). A area do adipdcito branco foi estimada por
analise de imagens fotografadas em amplificacdo de 100X no microscopio optico (Axioskop 2
plus, Zeiss). As imagens foram analisadas pelo programa AxionVision Rel. 4.6. calculando a

area de 40 adipdcitos por animal.
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3.10. Andlise Estatistica

A significancia estatistica da diferenca entre os valores médios dos grupos foi testada
pela Anova One-way, seguido do teste Student-Newman- Keuls para detectar diferencas entre
0s grupos. Para a realizacdo dos testes estatisticos e construcdo dos graficos foi utilizado o
software Prisma (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Para todos os testes p<0,05 foi
considerado estatisticamente significante. Todos os resultados foram expressos como média e
erro padrao (EP).
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4. RESULTADOS
4.1. Peso corporal e Consumo de Racéo

Com objetivo de determinar a a¢do do &cido caféico e do &cido ferulico na obesidade
induzida pela dieta, os animais foram tratados com dieta hipercaldrica por 20 dias e entdo foi

iniciada a administracdo dos &cidos.

Ao inicio do estudo os grupos apresentavam peso corporal similar e a dieta
hipercalorica induziu ao aumento significativo do peso quando comparados com 0s animais
tratados com dieta padréo (Figura 4A). Apos o inicio do tratamento podemos observar que 0s
acidos levaram a perda de peso significativa destes animais, corrigindo totalmente a obesidade

induzida pela dieta hipercaldrica (Figura 4B).

459 o CTRL B DH+CO9+F50 C3J CTRL D DH+COg+F50
e DH B DH+CL8+F50 BE DH 3 DH+CL8+S50
40 §$ P<0001
C) ¢ E K} 15- P<0,001
= = P<0001
- ~— | |
8 = 104
b —
o o
g S
g 38
.................................................... 2
£ 5
[<5)
— a
40 45 50 55 59 -104

Ac.Caféico+Ferlico

DH ,

Figura 4: A) Peso Corporal, a seta indica o inicio do tratamento dos animais tratados com &cido caféico e acido
ferdlico; B) Delta do peso corporal dos camundongos apds o inicio do tratamento com os acidos. CTRL tratados
com dieta padrdo, DH tratados com dieta hipercalérica, do grupo tratado DH+CO0,9+F50 e do grupo tratado com
DH+C1,8+F50 durante 60 dias. Os valores estdo expressos com média + EP.

Para confirmar que os animais tratados com dieta hipercaldrica estavam realmente
ingerindo mais calorias e que o efeito em reduzir o peso corporal ndo foi devido a alteragdes
na ingestdo caldricas, n6s mensuramos a ingestdo alimentar. Os camundongos tratados com
dieta hipercalérica apresentaram um consumo de ragdo em gramas menor do que 0s animais
tratados com a dieta padrdo (Figura 5A), mas os animais tratados com a racéo hipercalérica

consumiram trés vezes mais calorias do que os animais controle (Figura 5B). Além disso, 0s



23

animais tratados com os &cidos caféico e feralico ingeriram quantidades de ragdo em gramas e

em calorias semelhantes.
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Figura 5: A) Média do Consumo de racao diario animais CTRL, DH, DH+C0,9+F50, DH+C1,8+F50 durante
tratamento com dieta padrdo ou hipercalérica; B) Média do Consumo de calorias diario dos camundongos
CTRL, DH, DH+C0,9+F50, DH+C1,8+F50 durante tratamento com dieta padrdo ou hipercalérica. Os valores
estdo expressos como média + EP.

4.2. Histologia do Tecido Adiposo Branco

A fim de confirmar que a reducdo no peso corporal foi devido a diminuigdo da massa
gorda, no6s avaliamos os adipdcitos do tecido adiposo branco epididimal. Como podemos
observar nas figuras 6A, 6B, 6C, 6D e 6E, o tratamento com a dieta hipercalorica leva a um
aumento significativo dos adipdcitos em relagdo aos animais controles. O tratamento com 0s

acidos reduz o tamanho dos adipécitos sendo similar ao dos animais controles.

No entanto, observou-se infiltracdo importante de células de defesa no conjuntivo do
tecido adiposo branco, sugerindo inflamacéo deste tecido. Esse processo inflamatério s6 foi
observado nos animais tratados com acido ferulico e do &cido caféico (Figura 6C e 6D). Os
animais tratados com DH+C1,8+F50, apresentaram inflamacdo maior que a dos animais
tratados com DH+CO0,9+F50, sugerindo que o &cido caféico seja o acido responsavel pela

inflamacao.
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Figura 6: Histologia do Tecido adiposo Branco. A) CTRL corado com HE; B) DH corado com HE; C)
DH+C0,9+F50 corado com HE; D) DH+C1,8+F50 corado com HE e E) Area estimada do adipdcito epididimal
individual; 40 células de cada grupo foram analisadas. As setas nas figuras 6C e 6D indicam infiltracdo de
macr6fagos no Tecido Adiposo Branco. Os valores estdo expressos como média £ EP. Amplificagdo 200X.
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4.3. Dosagem de Proteina no Tecido Adiposo Marrom

O Tecido Adiposo Marrom é especializado em realizar a termogénese, sendo
fundamental na regulacdo da temperatura e do peso corporal (CANNON, et al., 2004). Uma
possivel explicacdo para a reducdo do peso corporal induzida pelo acido caféico e ferulico
seria a inducdo da ativacdo do TAM. Para inferir se esse tecido de fato estava ativado, foi
medida a expressdao da UCP-1. Como podemos ver nas Figuras 7A e 7B, a UCP1 esta
aumentada nos animais alimentados com dieta rica em gordura, mas 0s acidos ndo levaram a

maior expressao dessa proteina.
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Figura 7: A) Gel de poliacrilamida com a expressdo da proteina UCP-1. B) Determinacdo da expressdo da
proteina UCP-1 de animais tratados com &cido caféico e &cido fertlico mais a dieta hipercalérica e com dieta
padrdo, por Western Blotting.

4.4. Efeito do acido caféico e do acido ferulico no metabolismo de glicose
4.4.1. Homeostase de glicose

A fim de compreender melhor os efeitos do acido caféico e acido feralico sobre o
metabolismo de glicose dos animais tratados com dieta hipercalérica, foi medida a resposta

glicémica pelo teste de tolerancia a glicose (TTG) e pelo teste de tolerancia a insulina (TTI).

O tratamento com dieta hipercaldrica levou a hiperglicemia de jejum e a menor

tolerancia a glicose e insulina. O tratamento com os acidos caféico e ferulico nas duas doses
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estudadas melhorou significativamente o metabolismo de glicose, como podemos observar
nas Figuras 8A, 8B, 8C e 8D.
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Figura 8: A) Teste de tolerancia a glicose (GTT): dos animais CTRL, DH, DH+C0,9+F50 e DH+C1,8+F50, foi
medida da glicemia no tempo 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. * vs CTRL p<0,05; # vs DH p<0,05. B) Area sob a
curva do GTT dos grupos CTRL, DH, DH+C0,9+F50 e DH+C1,8+F50 por Unidade Arbitraria. C) Teste de
tolerancia a insulina (ITT): dos animais CTRL, DH, DH+C0,9+F50 e DH+C1,8+F50, foi medida da glicemia no
tempo 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. D) Area sob a curva do ITT dos grupos CTRL, DH, DH+C0,9+F50 e
DH+C1,8+F50 por Unidade Arbitraria. Os valores estdo expressos como média + EP.
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4.4.2. Determinacgdo da expressao génica no metabolismo de glicose

O tratamento com &cido caféico e fertlico melhora o metabolismo de glicose,

reduzindo a intolerancia a glicose.

Contrariando a literatura, a expressdao génica da enzima G6pase ndo aumentou
significativamente em resposta ao tratamento com dieta hipercalérica, embora apresente
tendéncia de aumento, sugerindo que a exportacao de glicose esteja aumentada nesses animais
justificando sua hiperglicemia (Figura 9). Surpreendentemente, apesar dos acidos caféico e
fertlico na dose DH+C0,9+F50, respectivamente, melhorarem o metabolismo de glicose, a
expressao génica do G6pase encontra-se muito aumentada quando comparada aos animais
controle e trados com dieta hipercaldrica. No entanto, na figura 9, podemos observar que o
mesmo tratamento levou a um aumento importante na expressdo génica do ChREBP, fator de
transcricdo que ativa a enzima piruvato quinase, envolvida na fase final da glicolise,
transformando fosfoenol piruvato em piruvato (IIZUKA, et al., 2008). Assim, é possivel que a

glicose esteja sendo liberada para a via glicolitica e ndo exportada para o plasma.
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Figura 9: Determinacdo do nivel de RNAm do gene G6pase dos grupos CTRL, DH, DH+CO0,9+F50 e
DH+C1,8+F50, por PCR em tempo real. Comparado com o controle interno GAPDH. Os valores estéo
representados com Média + EP.

O PPAR-ao apresenta uma acdo anti-inflamatéria melhorando a sensibilidade a
insulina (VAN RAALTE, et al., 2004). Além disso, induz a beta-oxidacdo de acidos graxos
regulando a homeostase energética por atuar diretamente no TAB e no figado (VAN
RAALTE, et al., 2004). Como podemos ver na Figura 10, o tratamento com o &cido caféico

na menor dose induziu ao aumento na expressdo génica do PPAR-a, o que sugere que ha


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Raalte%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15497675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Raalte%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15497675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Raalte%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15497675
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oxidacao de &cidos graxos no figado esteja aumentada assim como a a¢do da insulina esteja

melhorada, por meio desse fator de transcricao.
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Figura 10: Determinacdo do nivel de RNAm do gene PPAR-a dos grupos CTRL, DH, DH+CO0,9+F50 e
DH+C1,8+F50, por PCR em tempo real. Comparado com o controle interno GAPDH. Os valores estdo
representados com Média + EP.

4.5. Niveis plasmaticos de colesterol e triglicérides

Os niveis de colesterol e triglicérides plasméticos foram mensurados a fim de avaliar
a influéncia dos acidos no metabolismo lipidico (Figura 11A e 11B). Os animais com dieta
hipercaldrica exibiram aumento nos niveis plasmaticos de colesterol e triglicérides quando
comparados com 0s animais com dieta padrdo. O tratamento com os &cidos corrigiu as

alteragdes nos lipides plasmaticos induzidos pela dieta hipercalorica.
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Figura 11: A) Nivel de colesterol plasmatico dos animais CTRL, DH, DH+C0,9+F50 ¢ DH+C1,8+F50. B)
Nivel de triglicérides plasmatico dos animais CTRL, DH, DH+C0,9+F50 e DH+C1,8+F50. Os valores estdo
expressos como média + EP.
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4.6. Alteracgdes no Tecido Hepatico

4.6.1 Histologia do Tecido Hepatico

A andlise histolégica do tecido hepatico mostrou que o uso da ragdo hipercaldrica
induziu esteatose nos camundongos (Figura 12B). Quando os animais foram tratados com os
acidos caféico e ferulico, observou-se que esse tratamento reverteu inteiramente a esteatose
induzida pela dieta resultando em um figado histologicamente saudavel semelhante ao dos
animais controle (figura 12A, 12C e 12D).

Figura 12: Histologia do figado. A) CTRL corado com HE; B) DH corado com HE; C) DH+C0,9+F50 corado
com HE; D) DH+C1,8+F50 corado com HE. As setas na figura B indicam a esteatose Hepatica encontrada nos
animais tratados apenas com dieta hipercaldrica. Amplificagdo 200 X.

Para compreender os mecanismos pelos quais os acidos caféico e ferulico
melhoraram a hiperglicemia e as dislipidemias alteradas pela obesidade induzida pela dieta,
foi medida a expressdo génica de enzimas e fatores de transcri¢do envolvidos no metabolismo

de glicose e no metabolismo lipidico no figado.
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4.6.2. Determinacgao da expressao génica
4.6.2.1. Metabolismo de Sintese de Triglicérides

A fim de compreender os efeitos dos &cidos caféico e ferdlico na lipogénese
hepatica, foram medidos os niveis de RNAm para os genes da SREBP-1c e ChREBP, fatores
de transcricdo ativados pela insulina e glicose, respectivamente. Esses fatores estdo
envolvidos na sintese de acidos graxos por estimularem a enzima acido graxo sintetase (FAS).
O tratamento com a dieta ndo aumentou significativamente o RNAm para o ChREBP, embora
haja uma tendéncia de aumento. Ja o tratamento com DH+C1,8+F50, aumentou
significativamente a expressdo génica desse fator de transcrigdo (Figura 13A), mas ndo houve

diferenca significativa nos niveis de RNAm para o SREBP-1c (Figura 13B).

Analisamos a enzima FAS, pois ela participa da sintese final de &cidos graxos. Como
podemos observar na Figura 13C, essa enzima esta aumentada nos animais tratados com dieta
hipercal6rica em comparacdo aos animais tratados com dieta padrdo. Apesar do tratamento
com os acidos ter aumentado & expressdo génica do ChREBP, fator de transcricdo que
estimula a FAS, a expressdo génica dessa enzima esta reduzida nesses mesmos animais até
mesmo quando comparados aos animais controles, sugerindo que a sintese de acidos graxos
seja inibida pelos acidos estudados. Assim, o tratamento acido feralico e com o acido cafeico,

parecem reduzir a sintese de acidos graxos no figado (Figura 13C).

Além disso, a via final de biossintese de triglicérides também esta inibida, uma vez
gue o RNAm para a DGAT-2, enzima que cataliza a sintese de triglicérides a partir de acidos
graxos, esta significativamente diminuida nos animais tratados com os acidos caféico e
ferulico (Figura 13D).

Além dos &cidos ferulico e caféico reduzirem a sintese de lipideos, eles também
aumentam a via lipolitica nos hepatdcitos. A expressdo génica da ATGL, enzima que quebra o
triglicérides, estd aumentada no figado dos animais tratados com acido ferdlico e &cido
caféico (Figura 13E). A transferéncia de triglicérides para formagédo da VLDL estd diminuida,
pois a expressdo génica da MTTP, enzima que participa de forma importante desse processo,

esta reduzida nos animais tratados com os acidos (Figura 13F).
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Em resumo, o tratamento com acido caféico e fertlico em animais alimentados com
dieta hipercalérica reduziu a sintese de triglicérides e aumentou a lipdlise no figado,

prevenindo a esteatose hepatica induzida pela dieta.
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Figura 13: A) Determinacdo do nivel de RNAm do gene ChREBP dos grupos CTRL, DH, DH+C0,9+F50 e
DH+C1,8+F50, por PCR em tempo real. B) Determinacdo do nivel de RNAmM do gene SREBP-1c¢ dos grupos
CTRL, DH, DH+C0,9+F50 e DH+C1,8+F50, por PCR em tempo real. C) Determinacéo do nivel d¢ RNAm do
gene FAS dos grupos CTRL, DH, DH+C0,9+F50 e DH+C1,8+F50, por PCR em tempo real. D) Determinacao
do nivel de RNAm do gene DGAT-2 dos grupos CTRL, DH, DH+C0,9+F50 e DH+C1,8+F50, por PCR em
tempo real. E) Determinacdo do nivel de RNAm do gene ATGL dos grupos CTRL, DH, DH+C0,9+F50 e
DH+C1,8+F50, por PCR em tempo real. F) Determinacao do nivel de RNAm do gene MTTP dos grupos CTRL,
DH, DH+C0,9+F50 e DH+C1,8+F50, por PCR em tempo real. Todos em comparagdo com o controle interno
GAPDH. Os valores estdo representados com Média + EP.

4.6.2.2. Metabolismo de Sintese de Colesterol
O tratamento com os acidos caféico e fertlico reduziu o colesterol de forma

significativa (Figura 14A). A fim de compreender melhor os mecanismos envolvidos nesse

processo, nos estudamos diversos reguladores da via de sintese e degradacgéo do colesterol.
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A expressédo génica do fator de transcricdo SREBP-2 (Figura 14A), do LXR (Figura
14B) e 0 do LDL-R (Figura 14C) foram aumentadas pelo tratamento com os acidos. Tomados
em conjunto, esses dados sugerem que a sintese e a captura de colesterol no hepatocito estéo
aumentadas por acdo da SREBP-2 e do LDL-R, respectivamente. Em contrapartida, a
degradacdo do colesterol pela via de sintese de sais biliares esta também estimulada pela acéo
do LXR. O resultado da interacdo entre esses reguladores é a diminuicdo significativa do

colesterol plasmatico.

Surpreendentemente, a expressdo génica da enzima ACAT ndo apresentou diferenca
entre os grupos estudados (Figura 14D). Da mesma forma, a expressao génica da HMG-CoA
reductase nao foi alterada pelo tratamento com os &cidos, embora esteja descrito na literatura

que essa enzima chave na sintese de colesterol seja inibida pelo acido caféico (Figura 14E).
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Figura 14: A) Determinacdo do nivel de RNAm do gene SREBP-2 dos grupos CTRL, DH, DH+CO0,9+F50 e
DH+C1,8+F50, por PCR em tempo real. B) Determinacéo do nivel de RNAm do gene LXR-a dos grupos CTRL,
DH, DH+CO0,9+F50 e DH+C1,8+F50, por PCR em tempo real. C) Determinacdo do nivel de RNAm do gene
LDL-r dos grupos CTRL, DH, DH+C0,9+F50 e DH+C1,8+F50, por PCR em tempo real. D) Determinacéo do
nivel de RNAm do gene ACAT-1 dos grupos CTRL, DH, DH+C0,9+F50 e DH+C1,8+F50, por PCR em tempo
real. E) Determinacdo do nivel de RNAm do gene HMG-CoA reductase dos grupos CTRL, DH, DH+C0,9+F50
e DH+C1,8+F50, por PCR em tempo real. Todos em comparacdo com o controle interno GAPDH. Os valores
estdo representados com Média + EP.
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5. DISCUSSAO

A Sindrome Metabdlica foi caracterizada pela primeira vez em 1988, por Gerald
Reaven e ficou conhecida também como Sindrome da resisténcia a insulina (REAVEN,
1988). A SM apresenta diversas alteracdes no metabolismo energético e lipidico tais como,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hiperglicemia e hiperinsulinemia (SANTQOS, et al.,
2006; ALBERTI, et al., 2006; HELLERSTEIN, et al., 2007; RODRIGUEZ-SUAREZ, et al.,
2010; DODSON, et al., 2011).

Os nossos resultados mostraram que o tratamento simultdneo com os acidos caféico e
fertlico foi capaz de prevenir a obesidade induzida pela dieta, assim como todas as

anormalidades relacionadas a SM.

Nesse estudo avaliamos o efeito do acido caféico em duas doses diferentes, 0,9 e 1,8
mg/kg de peso corporal, e uma dose de acido ferulico. Essa escolha se baseou em estudo
piloto realizado em nosso laboratério utilizando os acidos separadamente em camundongos
em diversas doses crescentes. Esse estudo mostrou que as doses utilizadas foram as mais
eficientes em corrigir o peso corporal, a tolerancia a glicose e as dislipidemias induzidas pela
dieta rica em gordura. Embora os efeitos biologicos tenham sido muito semelhantes em ambas
as doses, a expressdo génica sugere que a melhor dose de acido caféico a ser utilizada é a de

0,9 mg/Kg de peso corporal.

Os &cidos caféico e ferulico reduziram significativamente o peso corporal, mesmo
ingerindo uma quantidade maior de calorias quando comprados com aos animais tratados com
dieta padrdo. Foi possivel confirmar este resultado pela histologia do TAB, uma vez que 0s
adipdcitos dos animais tratados com os acidos apresentaram tamanho semelhante aos dos

animais alimentados com dieta padrao.

O mecanismo pelo qual o tratamento com os &cidos preveniu o ganho de peso
corporal permanece a ser esclarecido, pois ndo houve diferenca na expressao da UCP-1 no
TAM dos animais que receberam &cido caféico e fertlico. O TAM é o principal sitio de
termogénese facultativa e é fundamental para a regulacdo do peso corporal e (CANNON, et

al., 2004). Esses resultados indicam que o TAM néo é ativado pelos acidos caféico e ferdlico.


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=SANTOS,+CLAUDIA+ROBERTA+BOCCA
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Nossos resultados mostram que o tratamento com &cido caféico e ferdlico corrigiu a
hiperglicemia de jejum e melhora 0 metabolismo de glicose nos animais. Esse efeito parece
ser devido ao aumento na expressdo génica do ChREBP nos animais tratados com
DH+CO0,9+F50, fator de transcricdo que ativa a enzima piruvato quinase, envolvida na fase
final da glicolise, transformando fosfoenol piruvato em piruvato (IIZUKA, et al., 2008).
Assim, € possivel que a glicose esteja sendo direcionada para a via glicolitica e ndo exportada
para o plasma. Surpreendentemente, a expressdao génica da G6pase, enzima que transforma a
glicose-6P em glicose e que normalmente esta associada a liberagdo de glicose para o plasma,
esta aumentada em animais tratados com os acidos estudados. E possivel imaginar que a
glicose livre esta sendo levada para a via glicolitica e ndo exportada para o plasma se

levarmos em conta 0 aumento na expressdo da ChREBP.

Além dos efeitos diretos sobre a via de metabolismo da glicose, os acidos caféico e
ferulico também aumentam a expressao génica do PPAR-a nos hepatocitos. O aumento desse
fator anti-inflamatério pode resultar em aumento na oxidacdo de &cidos graxos no figado
assim como na melhora da acdo periférica da insulina. Além disso, 0 PPAR-a apresenta efeito
benéfico sobre as células pancreaticas B (WILSON, et al., 1997; GUERRE-MILLO, et al.,
2000; KIM, et al., 2003).

Um dos resultados mais impactantes do presente estudo foi o efeito do tratamento
com acido ferulico e caféico sobre a correcdo das alteracbes no metabolismo de lipideos
induzido pela obesidade. Os acidos reduziram significativamente os niveis plasmaticos de
triglicérides e de colesterol, além de proteger o figado da esteatose hepatica, apesar da dieta
ingerida pelos animais conter alta quantidade de gordura. Os mecanismos envolvidos
parecem ser a reducao da sintese de acidos graxos e triglicérides e o aumento da lipolise nos

hepatdcitos.

E conhecido que em animais tratados com dieta hipercaldrica observa-se aumento na
expressdo de fatores de transcricdo envolvidos na sintese de gorduras, tais como 0 SREBP-1c
e o ChREBP, responsivos a insulinemia e a glicemia, respectivamente (HORTON, et al.,
2002; POLACOW, et al, 2007). O tratamento com DH+C1,8+F50, aumentou
significativamente a expressdo génica do ChREBP, fator de transcricio que ativa a Acido
Graxo Sintetase (FAS), responsavel por catalisar a Ultima etapa da biossintese de acidos

graxos no figado (FON, et al., 2011). De fato, a expressdo génica da FAS aumentou



35

significativamente no figado de animais tratados com dieta hipercalorica apenas. No entanto,
0s animais tratados com os acidos apresentaram uma reducdo nesta enzima, sugerindo que a
sintese de acidos graxos hepatica esteja sendo inibida pelos acidos estudados, reduzindo a
sintese de &cidos graxos no figado, confirmando os resultados presentes na literatura (CHO, et
al., 2010).

O é&cido caféico e o acido fertlico também parecem inibir a sintese de triglicérides
pelos hepatdcitos, uma vez que a DGAT-2, enzima que cataliza a sintese final de triglicérides
a partir de acidos graxos, esta significativamente diminuida nos animais tratados com 0s
acidos. Além de os acidos caféico e ferulico reduzirem a sintese de lipideos, eles também
parecem aumentar a via lipolitica nos hepatdcitos. A expressao génica da ATGL, enzima que
quebra o triacilglicerol, favorece o controle intracelular de triglicérides no figado e confere
resisténcia a formacdo de esteatose hepatica (FON, et al., 2011). A expressdo génica da
ATGL esta significativamente aumentada nos animais tratados com os acidos feralico e
caféico. Assim, tomados em conjunto, nossos dados sugerem fortemente que o tratamento
com os &cidos caféico e ferulico reduziu a quantidade de gordura armazenada no figado,
revertendo inteiramente a esteatose induzida pela dieta, resultando em um figado

histologicamente saudavel.

Além dos mecanismos relacionados a sintese de acidos graxos e triglicérides, o
figado esta envolvido no metabolismo de lipoproteinas que apresentam papel fundamental na
manutencdo da homeostase lipidica plasmatica (FON, et al., 2011). A expressdo génica da
MTTP, enzima que participa de forma importante desse processo, esta reduzida nos animais
tratados com dieta hipercaldrica apenas. E possivel que do RNAm tenha sofrido metilacéo
para MTTP pela dieta hipercalérica como descrito na literatura, o que explica o acimulo de
triglicérides e de esteatose no figado (CHANG, et al., 2010). Nos animais tratados com os
acidos caféico e feralico também observamos que a expressao génica dessa proteina também
estd reduzida quando comparada aos animais controle, mas nao aos animais tratados com a
dieta. Como a sintese de acidos graxos e sintese de triglicérides nos hepatocitos encontra-se
bastante diminuida, a reducdo da expressdo da MTTP ndo leva ao acimulo de gordura no
figado. Nossos resultados, portanto, sugerem que a transferéncia de triglicérides para
formagdo da molécula de VLDL nesses animais tratados com o0s &cidos esta

significativamente reduzida.
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O é&cido caféico e ferulico atuam também na via de sintese de colesterol. Como ja
mencionado anteriormente, 0 SREBP-2 e LXR participam da regulacdo do colesterol
hepatico. O SREBP-2 aumenta a captura e a sintese de colesterol, enquanto o LXR estimula a
transporte de colesterol para a molécula de VLDL que € secretada pelo figado (BROWN, et
al., 1997; PEET, et al., 1998). Além disso, estimula a utilizagdo do colesterol na via de sintese
dos 4cidos biliares (BROWN, et al., 1997; PEET, et al., 1998). E importante ressaltar que
quando a via do SREBP-2 esta ativada a via do LXR esta inibida e vice-versa (BROWN, et
al., 1997).

Assim, os resultados dos animais tratados com os acidos foram surpreendentes,
principalmente no grupo com a menor dose de é&cido caféico (DH+CO0,9+F50), pois
apresentaram um aumento na expressdo génica de ambos 0S genes, em contraste com 0S
animais do grupo controle e do grupo tratado com racdo hipercalérica apenas. Assim, tanto a
captura e sintese, quanto a degradacdo e exportacdo de colesterol estdo aumentadas por acdo
do &cido cafeico e ferulico, resultando em aumento do fluxo de colesterol hepéatico, sem
causar esteatose hepatica ou hipercolesterolemia. Esses dados sdo relevantes, uma vez que
drogas que estimulam o LXR reduzem o colesterol plasméatico, mas levam a esteatose
hepatica (BROWN, et al., 1997; PEET, et al., 1998).

Confirmando esses resultados a expressdo génica do LDL-R, receptor para LDL
envolvido na captura hepatica de colesterol e estimulado pela SREBP-2, também aumentou
em resposta ao tratamento com os acidos caféico e ferdlico. Esses resultados confirmam
dados da dados da literatura que mostram que o &cido ferulico facilita a captura de moléculas
de LDL e a degradacéo do colesterol pelo figado (SRINIVASAN, et al., 2007).

Segundo CHO (et al., 2010), o &cido caféico atua na reducdo da HMG-CoA
reductase, enzima chave da via de sintese de colesterol, e na reducdo da enzima ACAT, que é
responsavel pela esterificacdo de colesterol intracelular e pela incorporacdo do colesterol na
molécula de VLDL que é exportada para o plasma (BROWN, et al., 1997; RIFAI et al.,
1999). Em nossos estudos ndo foi possivel confirmar estes dados da literatura, pois ndo houve
diferenca na expressao génica da enzima ACAT e HMG-CoA reductase entre 0s grupos

estudados.

Portanto, nossos dados mostram que o tratamento com acido caféico e &cido ferulico

reverte a hipertrigliceridemia e a esteatose hepatica induzida pela dieta rica em gordura por
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reduzir a sintese e aumentar a degradacdo hepatica de gorduras. Seu efeito na redugdo do
colesterol plasmatico parece ser devido ao aumento na captacdo e degradacdo hepatica de

colesterol.



38

6. CONCLUSAO

Em conclusdo, nossos resultados mostram que o tratamento combinado de &cido
caféico com acido ferulico exibem propriedades de anti-obesidade, reduzindo o peso corporal.
Além disso, melhoram o metabolismo de glicose e 0 metabolismo lipidico reduzindo a sintese
de colesterol e triglicérides, prevenindo o aparecimento de esteatose hepatica induzida pela
dieta rica em gordura. E possivel sugerir que o &cido caféico e acido fertlico podem ser
utilizados de forma terapéutica contra a obesidade. No entanto, mais estudos tém que ser

realizados para avaliar seu efeito inflamatorio no tecido adiposo branco.
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