e
| [—g
ne~-

1

Zﬁ

|

VIRTUS IMPAVIDA

L A J

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias

VITORIA JULYANA DA SILVA

AVALIACAO DAS ALTERACOES HEPATICAS EM RATOS
OBESOS INDUZIDO POR DIETA “HIGH FAT” APOS
INIBICAO DA FOSFODIESTERASE 5

RECIFE
2022



VITORIA JULYANA DA SILVA

AVALIACAO DAS ALTERACOES HEPATICAS EM RATOS
OBESOS INDUZIDO POR DIETA “HIGH FAT” APOS
INIBICAO DA FOSFODIESTERASE 5

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Graduacdo em
Biomedicina da Universidade Federal de
Pernambuco, como pré-requisito a
obtencdo do titulo de Bacharel em
Biomedicina.

Orientador: Valéria Nunes de Souza

RECIFE
2022



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do programa de geragdo automatica do SIB/UFPE

Silva, Vitéria Julyana da.
Avaliacdo das ateragdes hepéticas em ratos obesos induzido por dieta ?high

fat? apos inibicdo dafosfodiesterase 5/ Vitéria Julyana da Silva. - Recife, 2022.
47 :il., tab.

Orientador(a): Va éria Nunes de Souza
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagao) - Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Biociéncias, Biomedicina, 2022.
Inclui referéncias, anexos.

1. Doenca hepética gordurosa ndo alcodlica. 2. Estresse oxidativo. 3.
Fosfodiesterase-5. 4. Inflamagdo. 5. Sildendfil. I. Souza, Valéria Nunes de.
(Orientacao). Il. Titulo.

610 CDD (22.ed.)




VITORIA JULYANA DA SILVA

AVALIACAO DAS ALTERACOES HEPATICAS EM RATOS
OBESOS INDUZIDO POR DIETA “HIGH FAT” APOS
INIBICAO DA FOSFODIESTERASE 5

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Graduacéo
em Biomedicina da Universidade
Federal de Pernambuco, como pré-
requisito a obtencdo do titulo de
Bacharel em Biomedicina.

Aprovada em: 25/11/2022

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Profa. Dra Valéria Nunes de Souza
Universidade Federal de Pernambuco/ Departamento de Fisiologia e Farmacologia

Profa. Dra. Cristina de Oliveira Silva
Centro Académico de Vitoria - UFPE/ Departamento de Nutricdo

Profa. Dra. Gloria |. Boente Pinto Duarte
Universidade Federal de Pernambuco / Departamento de Fisiologia e Farmacologia



Dedico este trabalho a Deus e aos

meus pais.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Prof. Dra. Valéria Nunes pela orientacdo neste trabalho de
concluséo de curso. Além disso, sou grata pela oportunidade que me proporcionou no
desenvolvimento dos projetos de Iniciagdo Cientifica, como também minha
participacdo na monitoria da disciplina de Fisiologia Humana.

A Prof. Dra. Gloria |I. B. P. Duarte, que forneceu suporte através da
estrutura do Laboratério de Fisiologia e Farmacologia Cardiovascular (LFFCV) da
UFPE e pelo auxilio na compra de materiais para o desenvolvimento da pesquisa.

A Profa. Dra. Luiza A. Rabelo do Laboratéorio de Reatividade
Cardiovascular (LRC-UFAL), que colaborou com a dieta hiperlipidica e com os ensaios
do perfil REDOX. Como também agradeco ao Dr. Jaime Dativo de Medeiros, que
ajudou na realizacéo do Folch.

A Mestre Rosa A. B. Rivas, Lavinia Beatriz Herminio da Silva
(Mestranda) e Luiza Mayara, que ajudaram no tratamento e cuidados dos animais,
bem como na realizacéo e na analise de resultados da histologia.

Agradeco ao Laboratério de Fisiologia e Farmacologia Cardiovascular,
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Centro de Biociéncias, Universidade
Federal de Pernambuco (LFFCV/DFF/CB/UFPE) e ao Laboratério de Reatividade
Cardiovascular, Instituto de Ciéncias Biolégicas e da Saude (ICBS), Universidade
Federal de Alagoas (UFAL), pela estrutura fornecida para realizacdo dos
experimentos. Agradeco também aos técnicos por todo trabalho. Como também, sou
grata a PROPESQ/UFPE pelo fornecimento da bolsa de apoio financeiro.

Sou imensamente grata a Deus pela sua fidelidade e amor durante todos
0s momentos. Gostaria de agradecer aos meus pais, Ana Silvia e Natanael Pereira,
por todo o suporte fisico, emocional e espiritual durante toda graduacgéo, sem eles néo
seria possivel.

A Raphael Xavier por todo apoio durante a fase final do curso, que deixou os
meus dias mais leves e me encorajava a cada momento. Ndo poderia deixar de
agradecer também aos meus colegas de curso Adriana, Henrique e Jean, que

estiveram comigo durante todas as lutas e conquistas do curso.



SILVA, V. J. Avaliacao das alteracdes hepaticas em ratos obesos induzido por
dieta “high fat” apds inibicdo da fosfodiesterase 5. 2022. 47. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Graduacdo em Biomedicina) — Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2022.

RESUMO

A obesidade € uma doenca inflamatoria cronica, considerada um dos maiores
problemas de saude publica no mundo. Ela € um importante fator de risco para o
desenvolvimento dos disturbios metabdlicos que caracterizam a sindrome metabdlica
(SMet). Dentre estes, destaca-se a doenca hepéatica gordurosa ndo alcodlica
(DHGNA). Diversos fatores estdo envolvidos na progressao da DHGNA, incluindo o
fato de que o figado gorduroso apresenta maior susceptibilidade a inflamacéo e ao
estresse oxidativo. Importantes aspectos do metabolismo lipidico sdo modulados pela
enzima fosfodiesterase tipo 5 (PDE5), desta forma, a inibichio da PDE5 pode
desempenhar uma funcdo regulatéria importante na patogenia e progressdao da
DHGNA, considerando-se um possivel alvo terapéutico. Portanto, o objetivo do
trabalho foi avaliar as alteracdes hepaticas em ratos obesos induzido por dieta
hiperlipidica apds inibicdo da PDES5. Para isso, foram utilizados ratos machos Wistar,
os quais foram divididos em Grupo controle (CT), que recebeu dieta padrdo para
roedor; Grupo obeso (HFD), que recebeu dieta hiperlipidica (58,4% kcal lipidios) e
Grupo Obeso+Sildenafil (HFD-SIL) que recebeu dieta hiperlipidica e intervencéo
farmacoldgica com Sildenafil (45mg.Kg-1/dia, via oral-gavagem). Avaliaram-se: peso
corporal, hepatico e dos depoésitos lipidicos; morfologia (histologia) e deposicao
lipidica hepética (técnica de Folch); perfil redox hepatico (peroxidacdo lipidica,
atividade e expresséo génica de enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD)
e catalase); expressao génica hepdatica para um marcador para macréfagos, o “Cluster
of Differentiation 68" (CD68), bem como para a captacdo de &cidos graxos (CD36).
Os resultados demonstram que o consumo de dieta hiperlipidica aumentou
significativamente o peso corporal e dos depésitos de tecido adiposo branco
epididimal e perirenal, mas ndo do peso hepatico. Entretanto, observou-se aumento
significativo de triglicerideos e acidos graxos livres, bem como desarranjos na
arquitetura dos hepatocitos dos animais HFD comparado aos CT. Os parametros
redox avaliados n&o foram diferentes entre os grupos. Entretanto, o marcador génico
inflamatorio, CD68, foi significativamente aumentado no grupo HFD comparado ao
CT. No grupo HFD-SIL observou-se melhora dos desarranjos na arquitetura dos
hepatécitos, diminuicdo da deposi¢cdo qualitativa de macrovesiculas lipidicas, bem
como diminuicdo significativa do mRNA para CD36 e CD68 no figado quando
comparado ao grupo HFD sem tratamento. Em conjunto, os resultados demonstram
gue, no modelo animal utilizado, a inibicdo da PDE5 com o sildenafil parece melhorar
a morfologia hepatica e a deposi¢céo qualitativa de lipidios induzidos dieteticamente,
possivelmente por diminuir a captacao lipidica e atenuar vias inflamatorias.

Palavras-chave: Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica. Estresse oxidativo.
Fosfodiesterase-5. Inflamacéo. Sildenafil.



SILVA, V. J. Evaluation of liver changes in obese rats induced by a high fat diet
after phosphodiesterase 5 inhibition. 2022. 47. Trabalho de Conclusdo de Curso
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ABSTRACT

Obesity is a chronic inflammatory disease, considered one of the biggest public health
problems in the world. It is an important risk factor for the development of the metabolic
disorders that characterize the metabolic syndrome (MetS). Among these, non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD) stands out. Several factors are involved in the
progression of NAFLD, including the fact that fatty liver is more susceptible to
inflammation and oxidative stress. Important aspects of lipid metabolism are
modulated by the enzyme phosphodiesterase type 5 (PDES5), thus, PDES5 inhibition
may play an important regulatory role in the pathogenesis and progression of NAFLD,
considering it a possible therapeutic target. Therefore, the aim of this study was to
evaluate liver changes in obese rats induced by a high fat diet after PDE5 inhibition.
For this, male Wistar rats were used, which were divided into a control group (CT),
which received a standard diet for rodents; Obese Group (HFD), which received a high
fat diet (58.4% kcal lipids) and the Obese + Sildenafil Group (HFD+SIL), which
received a high fat diet and pharmacological intervention with Sildenafil (45mg.Kg-
1/day, oral gavage). The following were evaluated: body weight, liver weight and lipid
deposits; morphology (histology) and hepatic lipid deposition (Folch technique);
hepatic redox profile (lipid peroxidation, activity and gene expression of antioxidant
enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase; hepatic gene expression for a
marker for macrophages, the “Cluster of Differentiation 68” (CD68), as well as for fatty
acid uptake (CD36). The results demonstrate that consumption of a high fat diet
significantly increased body weight and epididymal and perirenal white adipose tissue
deposits, but not liver weight. However, there was a significant increase in triglycerides
and free fatty acids, as well as disorders in the architecture of hepatocytes in HFD
animals compared to CT. The REDOX parameters were not different between groups.
However, the inflammatory gene marker, CD68, was significantly increased in the HFD
group compared to the CT group. In the HFD+SIL group, there was an improvement
in the architecture of hepatocytes, a decrease in the qualitative deposition of lipid
macrovesicles, as well as a significant decrease in the mRNA for CD36 and CD68 in
the liver when compared to the HFD group without treatment. Taken together, the
results demonstrate that, in the animal model used, the inhibition of PDE5 with
sildenafil seems to improve hepatic morphology and the qualitative deposition of
dietary-induced lipids, possibly by decreasing lipid uptake and attenuating
inflammatory pathways.

Key words: Non-alcoholic fatty liver disease. Oxidative Stress. Phosphodiesterase 5.
Inflammation. Sildenafil.
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1 INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca inflamatoria cronica, caracterizada pelo
acumulo anormal e excessivo de gordura tanto no tecido adiposo quanto na
distribuicdo regional do corpo (WHO, 2000; BELLIGOLI et al., 2019), com indice de
massa corporal (IMC) = 30kgtm? (SPEED, M. S. et al., 2019), sendo considerada um
dos maiores problemas de saude publica mundial. Estima-se que em 2025 2,3 bilhdes
de adultos estejam com sobrepeso (WHO, 2018) e 38% da populagdo adulta do
mundo (WANG, J. et al., 2019) tenha excesso de peso em 2030 sem intervencgao
eficaz (JULIBERT et al.,, 2019). Esse crescimento exponencial da obesidade tem
contribuido com o desenvolvimento de morbidades e complicacdes metabdlicas nos
sistemas, 0 que pode ser considerado como um potencial gatilho pro-inflamatério
(SJOSTROM, L. et al., 2004; RUIZ-CANELA et al., 2015; FRANCO, MORAIS &
COMINETTI, 2016; GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017).

Dentre os disturbios metabdlicos resultantes da obesidade, tem-se a
sindrome metabdlica (SMet), um complexo sindrébmico que reune diversos fatores de
risco cardiovasculares e metabdlicos e é considerado um desafio multidisciplinar com
importante repercussado para a saude publica (ALBERTI et al., 2009). A manifestacdo
hepatica da SMet é a doenca hepéatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA), decorrente
da infiltracd@o de gordura no figado na auséncia de consumo em longo prazo de etanol
e/ou outras causas conhecidas de doenca hepatica, este agravo pode progredir para
condicBes mais graves da doenca como a cirrose e o hepatocarcinoma (ALBERTI et
al., 2009; BYRNE & TARGHER, 2014).

Diversos fatores estdo envolvidos na progressdao da DHGNA,
incluindo o fato de que o figado gorduroso apresenta maior susceptibilidade a
inflamacdo e ao estresse oxidativo. Este ultimo é um fenémeno decorrente do
desequilibrio entre as reagfes de oxidacdo e reducdo, caracterizado pelo aumento
das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON) em funcdo da producao
aumentada destes ou pela reducéo das defesas antioxidantes e/ou pela combinacgéo
de ambos os fatores, levando a danos moleculares (DROGE, 2002; SIES, BERNDT &
JONES, 2017). Esse processo esta intimamente relacionado com o surgimento e
progressdo das morbidades que caracterizam a SMet, como a obesidade, a
hipertenséo, a diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e a resisténcia a insulina (RI), uma vez

gue promove diversos efeitos toxicos no metabolismo celular e potenciais danos
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fisioldgicos nos sistemas (FONSECA et al., 2014).

A inflamacéo severa do tecido adiposo prejudica a acao antilipolitica
da insulina, promovendo uma maior captacdo e acumulo de 4cidos graxos livres no
figado, RI, inflamacéo e, posteriormente, fibrose (TILG & MOSCHEN, 2010; ALISI et
al., 2017; DULAI et al., 2017). Desta forma, o elo importante entre a inflamacao do
tecido adiposo e do figado relacionada com a obesidade diz respeito também ao papel
emergente da polarizacdo de macrofagos M1, via classica que induz a producao de
citocinas pré-inflamatérias levando ao prejuizo tecidual (GORDON & MARTINEZ,
2010; ALISI et al., 2017).

Importantes aspectos do metabolismo de lipidios sdo modulados pela
via oxido nitrico (NO)/Guanilato ciclase solavel (sGC)/Guanosina 3 '5' monofosfato
ciclico (cGMP)/proteina quinase ativada pela cGMP (PKG): o aumento do cGMP
melhora a sensibilidade a insulina (AYALA et al., 2007), € importante para promover
a expansao saudavel do tecido adiposo branco, além do escurecimento do mesmo,
fendmeno conhecido como “browning” (MITSCHKE et al., 2013). A estimulacdo desta
via melhora o fenétipo metabdlico de camundongos com obesidade induzido por dieta
(HOFFMANN et al., 2015) e reverte a inflamacéo no tecido adiposo induzido por dieta
hiperlipidica (HANDA et al., 2011). Recentemente Chen e colaboradores (2022)
demonstraram que o NO estimula a mobilizacdo intracelular de zinco através da via
sGC/cGMP/PKG, estimulando subsequentemente a diferenciacdo dos adipdcitos.
Desta forma, estratégias terapéuticas que aumentem esta sinalizacdo podem ser
importantes na prevencao e/ou tratamento de doencas associadas a obesidade, como
a DHGNA. Nesse sentido, a inibicdo da fosfodiesterase 5 (PDE5), enzima especifica
para a hidrolise do cGMP (COLOMBO, G. et al., 2013), pode desempenhar uma
funcdo regulatéria importante na patogenia e progressdo da DHGNA associada a
obesidade, considerando-se um possivel alvo terapéutico.

Embora diversos eventos metabdlicos induzidos por dieta rica em
lipidios tenham sido avaliados, os estudos moleculares em modelos animais
experimentais que indiquem alvos envolvidos com o desenvolvimento da obesidade e
das outras comorbidades associadas, como a DHGNA, ainda s&o necessarios. Neste
trabalho inibiu-se a PDES5 com o sildenafil em ratos obesos induzidos dieteticamente,
na hipétese de que o aumento da sinalizacdo do cGMP no tecido adiposo e figado
reflete na melhora das alteracfes hepaticas envolvidas na progressdo da DHGNA

associada a obesidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OBESIDADE

A obesidade € uma doenca multifatorial que apresenta um processo
patogénico complexo, o qual inclui fatores bioldgicos, psicossociais, socioeconémicos
e ambientais, pelos quais desencadeiam fatores de risco a saude por meio de uma
heterogeneidade de vias metabdlicas (POWELL-WILEY et al., 2021). A obesidade
aumenta o risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, diabetes,
desordens musculoesqueléticas e alguns tipos de canceres (GONZALEZ-MUNIESA
et al., 2017; WHO, 2000). Desse modo, esse agravo metabdlico € uma problematica
gue esta diretamente ligada a uma diminui¢cdo na expectativa de vida da populacgéo,
bem como aumentos expressivos de despesas financeiras para os sistemas de saude
(ENGIN, 2017).

A obesidade € um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento das doencas ndo transmissiveis, que incluem principalmente
doencas cardiovasculares, doencas respiratorias crénicas, cancer e Diabetes Mellitus
Tipo 2 (DM2), as quais estdo diretamente associadas com a diminuicdo da expectativa
de vida, representando uma perda de aproximadamente 5-20 anos, que varia de
acordo com o grau de severidade da obesidade, como também pode ser afetada pela
presenca de comorbidades associadas (BLUHER, 2019). Além de desordens
fisiol6gicas, a obesidade também pode proporcionar desvantagens sociais, como uma
baixa qualidade de vida, propensao ao desemprego e baixa produtividade (WOOLF;
PFLEGER, 2003).

A causa fundamental da obesidade é o desbalanco energético
prolongado entre um excesso de calorias consumidas e um baixo gasto energético
(YANOVSKI, 2018). Mundialmente, é possivel observar um aumento no consumo de
alimentos com alta densidade energética, 0os quais sao ricos em gordura e agucares.
Junto a isso, a tendéncia de crescimento da inatividade fisica resultante do estilo de
vida sedentéario ligado as atuais maneiras de trabalho, mudancas nos meios de
transporte e urbanizacdo, séo causas da obesidade e sobrepeso (WHO, 2021).

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) define a obesidade como um

aumento no acumulo de lipidios que pode repercutir na homeostase da massa
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corporal, a qual pode ser diagnosticada através de um indice de Massa Corporal (IMC)
230 kg/m? (WHO, 2017). Diante dos parametros para classificar a obesidade, o IMC
ainda é o mais utilizado atualmente na classificacdo da obesidade. Entretanto, Powell-
Wiley e colaboradores (2021) evidenciaram a presenca de riscos cardiometabdlicos e
cardiovasculares em pacientes que apresentam excesso de depdsito lipidico visceral,
mas nao séo classificados como obesos diante dos parametros do IMC. Sendo assim,
a mensuracao da circunferéncia abdominal € uma metodologia que fornece indicagfes
da composicdo corporal do individuo e adiciona informagBes importantes que
complementam o diagndstico clinico e diminuem as taxas de subdiagnostico
(POWELL-WILEY et al., 2021).

Estimativas realizadas no ano de 2016 revelam que mais de 1.9
bilhdes de adultos, com idade acima de 18 anos, apresentavam um grau de sobrepeso
(IMC=225 kg/m?) e mais de 650 milhdes foram classificados com algum grau de
obesidade. Diante disso, os dados apurados em 2016 pela OMS apontam que 39%
da populacdo mundial adulta apresentava sobrepeso e 13% eram obesos. Sendo
assim, a obesidade quase triplicou no periodo entre 1975 e 2016 (WHO, 2021) e
tornou-se um sério problema de saude publica, fazendo-se necessarios estudos para
desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes para seu tratamento, bem como

melhor compreensao de sua fisiopatogenia.

2.1.1 Parametros Moleculares da Obesidade

O tecido adiposo esta envolvido em importantes aspectos do balanco
energético corporal, dessa forma, € classificado em dois principais tipos: tecido
adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM). Durante os primeiros anos de
vida existe o predominio do TAM, mas a sua concentragdo diminui de acordo com o
envelhecimento na medida em que o TAB se apresenta de maneira mais abundante
(GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017).

O TAM possui como principal funcdo a termogénese, que é promovida
pela alta concentracdo de mitocondrias e a elevada expressdo da proteina
desacopladora 1 (UCP1), também conhecida como termogenina. Essa proteina
dissipa a energia do gradiente de prétons mitocondrial em forma de calor, sendo entéo
uma via alternativa que nao utiliza a ATP-sintase para conservar a energia da entrada
de prétons na matriz mitocondrial em forma de ATP (ENERBACK, 2010). Por outro
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lado, o TAB apresenta importante funcdo enddcrina, além de armazenar energia e
secretar adipocinas anti-inflamatérias e pro-inflamatorias, a exemplo da leptina,
adiponectina, interleucinas (IL), resistinas e fator de necrose tumoral-a (TNFa)
(GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017; MITSCHKE et al., 2013; UNAMUNO et al., 2018).
Além desses, também é possivel destacar um terceiro tipo que € classificado como
tecido adiposo beje, que pode ser observado no TAB ap0s a exposicdo a baixas
temperaturas, tratamentos prolongados com agonistas B-adrenérgicos ou agonistas
de receptores ativados por proliferadores de peroxissomas gama (PPAR-y)
(PETROVIC et al., 2010). Um estudo realizado por Mitschke e colaboradores (2013)
evidenciou a participacdo da via cGMP/PKG na isoforma | (PKGI) no processo de
escurecimento do TAB, também conhecido como “browning”, o qual pode
potencialmente ser adotado como alternativa terapéutica no tratamento da obesidade
através do uso de farmacos que aumentem os niveis de cGMP.

O tecido adiposo possui grande capacidade de adaptacdo aos
estimulos metabdlicos. Portanto, por conta das funcdes que o TAB exerce, ele esta
mais propenso a se adequar rapidamente aos estimulos que favorecem a obesidade.
Sendo assim, 0 mecanismo para manutencdo da homeostase se da pelo aumento do
depadsito lipidico, conhecido como hipertrofia dos adipdcitos, bem como a hiperplasia
destes, que corresponde a formacao de novos adipécitos (BERLANGA et al., 2014;
GHABEN, 2019). O processo de armazenamento de energia em forma de
triglicerideos e &cidos graxos chama-se lipogénese. Por outro lado, o processo de
guebra de triglicerideos e liberacdo dos acidos graxos € conhecido como lipolise (LUO
& LIU, 2016).

A partir do aumento do depdésito lipidico, durante quadros de
obesidade, disfungdes bioquimicas e moleculares levam a um cenario inflamatorio
(Figura 1) e ao desequilibrio na secre¢éo das adipocinas, onde predomina a liberacao
de elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias e diminuigdo das anti-inflamatorias,
estabelecendo, desta forma, um estado inflamatorio crénico (OUCHI, 2011,
HAMMARSTEDT et al., 2018). Em consequéncia, inicia-se o processo de resisténcia
a insulina sistémica, DM2, o excesso de lipidios é direcionado para outros locus
(coragdo, vasos, figado), comprometendo suas funcdes e caracterizando, desta
forma, a lipotoxicidade (ALBERTI et al., 2009; GRUZDEVA et al., 2018;
HAMMARSTEDT 2018).
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FIGURA 1. Relacdo da inflamacdo do tecido adiposo com o tecido hepatico na
DHGNA. FFA: acidos graxos livres, do inglés “free fatty acids”; M1: macréfagos M1;

M2: macrofagos M2. Fonte: adaptado de Alisi et al. 2017.

No cenario exposto, surge o quadro clinico conhecido como SMet, uma
doenca multifatorial definida como um conjunto de mudiltiplas desordens
cardiovasculares e metabdlicas, como hipertensdo, DM2, resisténcia a insulina
sistémica, dislipidemia, DHGNA e obesidade (ALBERTI et al., 2009), sendo esta
altima um fator etiolégico da sindrome (AYDIN et al., 2014). Sendo assim, tem sido
utilizado modelos animais que reproduzem as alteracdes principais da doenca visando
a semelhanca dos aspectos humanos dessa condicdo metabdlica, com o objetivo de
desenvolver novas estratégias para o tratamento das comorbidades que caracterizam
a SMet. Desse modo, tendo em vista que a obesidade é um dos fatores centrais para
o surgimento da SMet, o modelo animal em que ha inducdo da obesidade através de
dietas hiperlipidicas e hipercal6ricas sdo as mais utilizadas por se assemelharem com
a dieta ocidental, que, por sua vez, esta altamente associada com a obesidade
(MORENO-FERNANDE?Z et al., 2018; NUNES-SOUZA et al., 2016).

Neste contexto, tendo-se a DHGNA como a manifestacdo hepatica da SMet e
sabendo-se da relevancia fisiologica deste tecido como 6rgdo estratégico para
homeostase corporal, o conhecimento das alteragcfes patoldgicas neste 6rgéo torna-

se relevante.
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2.2 DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA

A doenca hepatica gordurosa néo alcodlica é definida com base na
presenca da esteatose hepatica, a qual é determinada pelo indice de adiposidade
hepética e exames de imagem ou histologia. E importante ressaltar que o diagnéstico
da DHGNA se da na auséncia de outras causas como: consumo de alcool (<20-30
g/dia), infec¢des virais, medicamentos esteatogénicos ou desordens monogénicas
hereditarias (ARAUJO et al., 2018).

A DHGNA é a manifestacéo hepatica da SMet (ALBERTI et al., 2009),
um agravo metabdlico que é resultado da deposicdo de goticulas lipidicas nos
hepatécitos na auséncia de consumo de etanol a longo prazo, bem como de outras
causas de doenca hepatica (BYRNE & TARGHER, 2014; BRUNT et al.,, 2015;
HASHIMOTO, TOKUSHIGE & LUDWIG, 2015). Tal agravo pode progredir para
esteato-hepatite ndo alcodlica, caracterizada por esteatose, inflamacéo lobular e
portal com progressiva deposicdo de colageno, remodelamento vascular e, em
consequente, evolucdo a estados mais graves da doenca, como a cirrose e
hepatocarcinoma (Figura 2) (BYRNE & TARGHER, 2014).
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FIGURA 2. Progressao da DHGNA. Fonte: o autor.

Como descrito anteriormente, em consequéncia a disfuncdo dos
adipécitos durante a obesidade, o excesso de lipidios € direcionado para outros
orgaos, como o figado. A captacdo de acidos graxos para dentro do hepatdécito ocorre
através da CD36 (cluster of differentiation 36, também conhecida como translocase

de acidos graxos) e, desta forma, o aumento da regulacdo desta no figado esta
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associado com a esteatose (Figura 3) (MIQUILENA-COLINA et al., 2011; SHEEDFAR
et al., 2014). O excesso de acidos graxos no figado leva ao prejuizo da B-oxidacéo
lipidica mitocondrial e, consequentemente, induz a disfun¢cdo mitocondrial com
producdo de EROs, as quais assumem um papel importante na progressao da
DHGNA (PARADIES et al., 2014).

Hepatdcito

: ESTEATOSE

FIGURA 3. A captacao de acidos graxos para dentro do hepatécito através da CD36.
O aumento da regulacado desta no figado esta associado com a esteatose. Fonte: o

autor.

Na manutencdo da homeostase do metabolismo celular, ocorre a
producdo de EROs em concentracfes baixas e moderadas, as quais atuam na
fisiologia celular. Entretanto, elevadas concentragfes destas moléculas reativas
podem promover o estresse oxidativo. Este ultimo € definido como uma condicdo onde
0 excesso de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio compromete ou € superior a
acao dos sistemas antioxidantes endoégenos, em funcéo do aumento das substancias
pré-oxidantes ou diminuicdo da defesa antioxidante (DROGE, 2002; WOLIN, 2009).
Tendo em vista esses processos, a regulagdo do estado redox através de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos é de extrema importancia para manter a
viabilidade celular, bem como preservar as funcdes de tecidos e 6rgédos. Desse modo,
0s principais antioxidantes enzimaticos sao a superéxido dismutase (SOD), a catalase
e a glutationa peroxidase (BIRBEN et al., 2012).

O NO é sintetizado a partir da L-arginina, em uma reacao catalisada

por trés isoformas diferentes da NO sintase, atuando como componente chave em
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diversos processos biologicos, sendo importante para manutencéo do ténus vascular,
pressdo arterial, neurotransmissdo, coagulacdo, na resposta imunologica e nos
mecanismos oxidativos (FARAH, MICHEL, BALLIGAND, 2018). O NO exerce funcdes
fisioldgicas importantes atuando através de duas vias diferentes. A primeira é uma via
indireta que promove a ativacdo da sGC, a sintese do cGMP e a consequente ativacao
da PKG. Por outro lado, a via direta de sinalizacdo celular consiste na modulacéo de
fungbes proteicas por meio de S-nitrolilacdo/N-nitrosilagéo, S-glutationilagéo e
nitracdo (INFANTE; COSTA; NAPOLI, 2021).

Diversos fatores patogénicos tém sido avaliados na hipertensao
associada a obesidade, dentre eles, a disfuncdo endotelial é caracterizada pela
diminuicdo da biodisponibilidade do NO juntamente com o comprometimento da
vasodilatacdo dependente do endotélio (DURANTE; JOHNSON; JOHNSON, 2007).
Por outro lado, tem sido demonstrado que a enzima arginase € um potencial indutor
da disfuncao endotelial. A arginase € uma enzima central do ciclo da ureia, cuja funcéo
€ metabolizar L-arginina em ornitina e ureia, compreendendo-se como a principal via
para eliminagdo do excesso de nitrogénio resultante do metabolismo de amino&cidos
e acidos nucleicos. A arginase esta expressa em tecidos extra-hepéaticos, incluindo os
vasos sanguineos, onde compete com a enzima NO sintase endotelial (eNOS) pelo
substrato L-arginina. Desse modo, pelo fato de a L-arginina ser o substrato exclusivo
da eNOS, essa competicdo enzimtica pode resultar numa diminuicdo da
biodisponibilidade desse substrato para a via de producdo do NO (JOHNSON et al.,
2015).

A obesidade é um fator de risco independente para a progressao da
esteatose hepatica para esteatohepatite, fibrose e progressao para cirrose (BYRNE &
TARGHER, 2015). A severa inflamacéo do tecido adiposo branco prejudica a acéo
antilipolitica da insulina, induzindo no figado a maior captacdo e acumulo de acidos
graxos livres, assim como resisténcia a insulina hepatica, inflamacéo e fibrose. Em
tecidos metabolicos como o tecido adiposo, as células imunes (macréfagos e linfocitos
T) tém um papel principal na progressdo e desencadeamento de outras doencas,
como a DHGNA (ALISI, et al., 2017). Assim, em quadros de obesidade, ocorre uma
comunicacao importante entre a inflamacao do tecido adiposo e do figado, relacionada
ao papel emergente dos macrofagos (ALISI et al., 2017).

Os macrofagos ja presentes no figado, bem como aqueles que se

diferenciam a partir dos mondcitos circulantes que sao recrutados, ddo origem a
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ativacao inflamatoria classica (M1) ou alternativa (M2). A via classica induz a producao
de citocinas pré-inflamatérias e, desta forma, causam um prejuizo tecidual, enquanto
que a ativacdo da via alternativa induz acdo anti-inflamatoéria, promovendo a
reparacao tecidual (Figura 4) (GORDON & MARTINEZ, 2010; ALISI et al., 2017).
Contudo, quando a leséao hepética persiste, como observado durante a progresséo da
DHGNA, os macrofagos M2 assumem um papel pro-fibrético, dando origem a uma
fibrose exacerbada (ALISI et al., 2017), passando a contribuir para a progressao da
DHGNA.

Mondcitos ou macrofagos
residentes teciduais

Th1 | Th2

.~ IFNyTNF-q, IL-4, IL-10, IL-13
., LPS

{ )

Macroéfagos M1 Macrofagos M2

VIA CLASSICA VIA ALTERNATIVA
Resposta Inflamatéria - Lesdo Resposta Inflamatéria - Reparo
Tecidual Tecidual

FIGURA 4. Ativacao das vias inflamatorias classica (M1) e a alternativa (M2). Fonte:
adaptado de Alisi et al. 2017.

A via do NO/cGMP é importante para dilatacdo dos sinusoides
hepéticos e consequente diminuicdo da resisténcia intra-hepética e da presséo portal,
alteracdes presentes em quadros de cirrose hepatica (IWAKIRI, 2015; KREISEL et al.,
2021; IWAKIRI & TREBICKA, 2021). A manutencéo fisiologica desta via é chave para
0 metabolismo hepéatico no sentido de evitar a inflamacao por infiltracdo aumentada
de macrofagos e aumento da sinalizacdo de IL-6, bem como prejuizo na acdo da
insulina (LUTZ et al., 2011).
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2.3 FOSFODIESTERASE TIPO 5 E SILDENAFIL

Nos mamiferos, foram identificadas 11 diferentes familias de fosfodiesterases
(PDEs), as quais possuem aproximadamente 100 subtipos e isoformas, distribuidas
em diferentes tecidos de acordo com os estagios de desenvolvimento metabdlico.
Essa enzima tem como principal fungdo catalisar a hidrélise dos nucleotideos ciclicos
gue atuam como segundo mensageiro nas vias de sinalizacao celular (TULSIAN et
al., 2021).

A PDES5 é especifica para a hidrolise do cGMP, que € um segundo
mensageiro mediador de diversas respostas biologicas (Figura 5), incluindo vias
hormonais, quimiocinas e citocinas (COLOMBO G. et al., 2013). Dentre essas vias é
possivel destacar a via NO/cGMP/PKG, a qual tem grande importancia na regulacao
cardiovascular e, também, do metabolismo de lipidios. A PDE5 atua hidrolisando o
GMPc, produzindo uma forma inativa desse segundo mensageiro, conhecida como 5'-
GMP. Portanto, o uso de um inibidor da PDE-5 promove uma maior biodisponibilidade
do cGMP (KREISEL et al., 2020).

"' - D e &N

FiGADO : @

s Anti-inflamatério

» Sensibilidade & insulina SNC

* Regulacao dos sais, agua
e apetite

PANCREAS

« Secregao da insulina S _‘ \
* Liberagdodo glucagon} - "" P amm . @

MUSCULO
TAB « uce1t TAM ¢ Biogénese mitocondrial 1
» ucpit A:i‘ UCP_” * Gasto energético 4
* Inflamacédo » Adipogénese
* Hipertrofia | » Termogénese ¢

TECIDO ADIPOSO

FIGURA 5. Agdo do cGMP nos érgaos envolvidos na regulacdo do metabolismo. O
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além de potencialmente atuar como anti-inflamatério no tecido hepatico. No tecido
adiposo o cGMP reduz a hipertrofia do TAB, induz o efeito “Browning” e atua na
diferenciacdo do TAM, aumentando o gasto energético. No tecido muscular o cGMP
aumenta o gasto energético e no sistema nervoso central causa regulacdo de sais,

agua e apetite. Fonte: adaptado de Pfeifer et al., 2013.

Tendo em vista os beneficios terapéuticos da inibicdo da PDES5, o
primeiro farmaco produzido para essa finalidade foi o sildenafil, o qual foi aprovado
pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (do inglés:
“Food and Drug Administration” - FDA) no ano de 1998. Outros inibidores da PDES
também foram aprovados, incluindo o tadalafil, vardenafil e avanafil. Esses inibidores
apresentam diferengcas farmacodindmicas e farmacocinéticas que abrangem a
seletividade de inibicdo da PDES5, poténcia de resposta, indicacdes de tratamento e
efeitos adversos (AHMED; GEETHAKUMARI; BISWAS, 2021).

O sildenafil € um inibidor da PDE5 usado para o tratamento da
disfuncdo erétil, hipertensdo arterial pulmonar, demonstrando, experimentalmente,
acado de diminuicdo da RI e expressao de citocinas pro-inflamatoérias induzidas por
dieta hiperlipidica no tecido adiposo de camundongos, como resultado do aumento
dos niveis de cGMP (AYALA et al., 2007; HANDA et al., 2011). Considerando-se que
a Rl é um componente chave na patogénese da SMet e da DHGNA, demonstrou-se
que, a inibicao crbénica da PDE5 com o sildenafil melhorou a sensibilidade a insulina
em camundongos cronicamente alimentados com dieta hiperlipidica, destacando-se a
PDE5 como um alvo potencial na inibicdo da RI e, consequente, melhora do perfil
metabalico sistémico e hepético (AYALA et al., 2007).

Diante do exposto, neste trabalho inibiu-se a PDE5 com o sildenafil
em ratos obesos induzidos dieteticamente, para avaliar se 0 aumento da sinalizagéo
do cGMP no figado melhora as alteracdes hepaticas envolvidas na progressédo da

DHGNA associada a obesidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteracGes hepaticas em ratos obesos induzido por dieta

hiperlipidica ap0s inibicdo da fosfodiesterase 5.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Induzir a doenca hepatica gordurosa nao alcodlica em ratos Wistar atraves
da ingestdo de dieta hipercaldrica e hiperlipidica e realizar o tratamento

farmacolégico com sildenafil, um inibidor da fosfodiesterase 5;
e Avaliacdo hepatica dos seguintes parametros:
o Andlise morfolégica e de deposicao lipidica qualitativa;

o Deposicédo lipidica quantitativa, através da extracdo lipidica total e

mensuracao de fracdes lipidicas;

o Peroxidagdo lipidica, atividade e expressdo génica de enzimas
antioxidantes (catalase e superéxido dismutase);
o Expressdo génica de um marcador para macrofagos (CD68) e um

marcador de captacao de acidos graxos (CD36).
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL: MODELO ANIMAL E CUIDADOS ETICOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Fisiologia e
Farmacologia Cardiovascular (LFFCV) da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Foram utilizados ratos machos Wistar com 8 semanas de idade provenientes
do Biotério Departamental da UFPE e divididos em 3 grupos experimentais: 1) O grupo
Controle (CT; n=5), que recebeu dieta padrdao “Chow” para roedor (11,8 % kcal
lipidios); 2) Grupo Obeso (HFD; n=5), que recebeu dieta hiperlipidica ("high fat diet” -
58,4% kcal lipidios; NUNES-SOUZA et al., 2016) por 16 semanas; 3) Grupo
Obeso+Sildenafil (HFD+SIL; n=7), que recebeu dieta hiperlipidica durante 16
semanas e intervencdo farmacolégica com sildenafil (45mg.Kgt/dia, via oral-
gavagem; WALKER et al., 1999). Para este tratamento, o sildenafil foi administrado
durante as 8 semanas finais da intervencao dietética. Diante das condi¢cfes padrédo de
experimentacao animal, foi administrado: 4gua e alimentacgdo ad libitum, tendo como
veiculo a agua destilada nos grupos (CT e HFD). Durante todo o tempo experimental,
0S animais permaneceram alojados (2-3 por gaiola) em biotério com ciclo de
luminosidade de 12 horas (6:00 as 18:00 h), com uma variacdo da temperatura entre
21 £ 2,0 °C, e em condi¢des adequadas de higienizacéo. Ao final da experimentacéo
0s animais foram pesados em balanca de precisao para averiguacao do peso corporal.

4.2 EUTANASIA E COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Apés o tratamento experimental delineado para cada grupo, 0s
animais foram previamente anestesiados com ketamina/xilasina (110/10 mg.kg, i.p)
e, posteriormente, eutanasiados por puncéo cardiaca. Na sequéncia, o figado de cada
animal foi coletado, pesado em balanga analitica e armazenado em freezer -80 °C
(SANYO, North American Corporation, Panasonic Group) para posteriores analises.
Desse modo, uma fragcdo do tecido hepatico foi destinada as analises histoldgicas e
outras fracdes para analise lipidica e molecular. Ademais, os tecidos adiposos
epididimal e perirenal também foram coletados e pesados em balanca analitica, com

0 objetivo de avaliar a deposicéo lipidica. A tibia direita foi coletada e utilizada para a
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avaliacdo do crescimento longitudinal dos animais e normalizacdo dos pesos

teciduais, mensurando-a em comprimento através de um paquimetro.

4.3 AVALIACOES HISTOLOGICAS E QUANTIFICAGAO LIPIDICA HEPATICA

Os fragmentos hepéticos foram fixados por imersdo em formalina
tamponada 10% por 24 horas. Na sequéncia, as amostras foram desidratadas em
concentracdes crescentes de etanol (70 — 100%), diafanizadas em xilol e incluidas em
parafina. Para avaliacdo qualitativa da arquitetura e da deposicéo lipidica hepatica, as
inclusGes em parafina foram seccionadas em microtomo manual e coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE). Posteriormente, as imagens obtidas por microscopia
Optica de luz foram avaliadas qualitativamente através do software “Fiji-lmageJ®
image processing software”. Ademais, a avaliagcdo quantitativa da deposicéo lipidica
hepatica foi realizada através da extracdo lipidica pela técnica gravimétrica de Folch
(Folch et al., 1957) seguido pela mensuracdo dos niveis de lipidios totais,
triglicerideos, colesterol e acidos graxos nao esterificados (NEFA, do inglés “non-
esterified fatty acid”) através de kits comerciais (Labtest® e WakoChemicals®)

adaptados para microplacas.

4.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA HEPATICA

A expressdo génica no figado foi avaliada através da reacdo em
cadeia da polimerase guantitativa em tempo real (qQPCR) (Livak; Schmittgen, 2001).
Onde o RNA total foi isolado por meio do Trizol® (Reagente Trizol®, Darmstadt,
Alemanha) e quantificado na absorbancia de 260nm. Posteriormente, foi realizada a
transcricdo reversa do cDNA a partir de 1 uyg de RNA extraido (Reverse Transcriptase
— Invitrogen®) e, na sequéncia, amplificado usando o GoTag-gPCR Master Mix
(Promega®; Mannheim, Alemanha) por reagdo em cadeia da polimerase quantitativa
em tempo real (Real time gPCR) para primers (Tabela 1) de alvos envolvidos com a
via REDOX: supero6xido dismutase 1 (SOD-1) e catalase; x inflamatoria: Cluster of
Differentiation 68 (CD68); e lipidica: CD36. O RNA foi quantificado como um valor
relativo em comparagdo com uma referéncia interna, o gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). A analise da expressao foi obtida pela elevacéo negativa do
AACT (“threshold cycle”) na base 2 (2-24%) (Livak & Schmittgen, 2001)
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Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados (5-3’).

Primer Forward Reverse
Catalase CACGCTGGTAGTTGGCCACT GCCCAGCCCTGACAAAATGC
CD36 CATGTAGGAAATGTGGAAGCGA | TCTTCCAGCCAATGCCTTTG
CD68 TAGGACCGCTTATAGCCCAAG CTGTAGGTGTCATCGTGAAG
GAPDH CCATCACCATCTTCCAGGAG GTGGTTCACACCCATCACAA
SOD1 GACGGTGTGGCCAATGTGTC CAAGCGGCTCCCAGCATTTC

CD36: cluster of differentiation 36; CD68: cluster of differentiation 68; GAPDH: gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase; SOD1: superoxide dismutase 1.

4.5 AVALIACAO REDOX HEPATICA

Para obtencdo do homogenato, o tecido hepético foi triturado em
tampéo de lise celular RIPA (Tampéo para radioimunoprecipitacdo — Cell Signaling
Technology®, Beverly, MA) contendo coquetel de inibidores de protease e fosfatases
(Roche®, Mannheim, Germany) em um homogeneizador. Na sequéncia, o material foi
centrifugado a 14.000 rpm por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado para
dosagens enzimaticas e de peroxidacdo lipidica. Os dados obtidos foram
normalizados pela concentracdo de proteinas totais, as quais foram mensuradas no
sobrenadante utilizando o método de Bradford (BRADFORD, 1976).

A avaliagdo da peroxidacdo lipidica utiliza como marcadores as
substancias reativas ao 4&cido tiobarbitirico (TBARS), principalmente o
malonildialdeido. Para isso, a mensuracdo dos metabdlitos peroxidados foi realizada
em microplacas por método ja descrito anteriormente (WALLIN et al., 1993) com
adaptacdes para microplacas. Para efetuar a mensuragcédo da atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD) foi utilizado kit comercial (Sigma®) realizado em
microplaca conforme instru¢bes do procedimento operacional padrao do fabricante.
Além disso, a atividade da catalase foi realizada pela taxa de decomposic¢éo de H20z,
0 substrato da enzima, de acordo com o método descrito anteriormente (XU et al.,
2008).

4.6 TRATAMENTO ESTATISTICO
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A analise dos dados obtidos foi efetuada através da analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguido pelo post-test Bonferroni. Onde foram
considerados valores de p<0,05 para indicar significancia estatistica. Para tabulacéo
e analise estatistica dos resultados foram utilizados os programas Excel® (Microsoft,
Santa Barbara, CA, USA) e Graph pad Prism® 5,0 (San Diego, CA, USA), pelos quais
foram enfim expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.).

4.7 COMITE DE ETICA
A presente proposta € um subprojeto do projeto de pesquisa aprovado

pelo Comité de Etica para Uso de Animais da UFPE com o nimero de processo
n°0039/2020.
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5 RESULTADOS

Conforme descrito na Tabela 2, observa-se um aumento significativo
do peso corporal dos grupos que receberam a dieta hiperlipidica (HFD e HFD+SILD)
gquando comparados com o grupo que recebeu a dieta “Chow” padrao para roedor
(CT). Além disso, observa-se uma maior deposi¢cdo de tecido adiposo epididimal e
perirenal dos grupos obesos (HFD e HFD+SILD) quando comparados ao grupo
controle. Por outro lado, o peso hepatico nao diferiu significativamente entre os grupos

avaliados.

Tabela 2: Peso corporal, dos tecidos adiposos epididimal e perirenal e tecido hepético
de ratos controle, HFD e HFD+SILDENAFIL.

Parametro CT HFD HFD+SIL
Peso corporal (g) 418,4+13,2 | 472,7£11,5% | 485,9+20,52
Tecido adiposo epididimal (g/mm tibia) | 0,184+0,01 | 0,252+0,032 | 0,258+0,032
Tecido adiposo perirenal (g/mm tibia) 0,198+0,03 | 0,375+0,06% | 0,461+0,072
Peso hepatico (g/mm tibia) 0,305+0,02 | 0,309+0,003 | 0,325+0,02

Os dados séo representados como média + erro padrdo. ANOVA uma via: a) p<0,05
vs CT.

Conforme ilustrado na Figura 6, o consumo de dieta hiperlipidica
elevou a deposicéo lipidica total (Figura 6A) e de triglicerideos (Figura 6B) nos grupos
HFD e HFD+SIL. Além disso, observou-se um incremento significativo nos niveis de
NEFA (Figura 6D) apenas no grupo HFD quando comparado ao CT, porém 0s niveis
de colesterol total entre os grupos néo diferiram significativamente (Figura 6C). Os
parametros supracitados nao foram alterados significativamente no grupo HFD+SIL

em relacdo ao grupo HFD.
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FIGURA 6. (A) Lipidios totais; (B) Triglicerideos; (C) Colesterol; (D) NEFA: acidos graxos ndo
esterificados; n= 5-7 ratos Wistar/grupo. CT: grupo controle que recebeu dieta “Chow” (dieta
padrdo para roedor); HFD: grupo obeso que recebeu dieta hiperlipidica; HFD+SILD: grupo
obeso que recebeu dieta hiperlipidica em concomitante intervencéo com sildenafil. Os dados

sdo representados como média * erro padrao. ANOVA uma via: *p<0,05; **p<0,01.

Em relacdo a analise histolégica hepatica, observou-se maior
infiltracdo de macro e microvesiculas lipidicas, além da presenca de desarranjos na
arquitetura dos hepatécitos no grupo HFD (Figura 7B) em relacdo ao grupo CT
(Figura 7A), corroborando para o potencial efeito da dieta hiperlipidica e hipercaldrica
na inducdo da esteatose hepética. A intervencéo farmacolégica via oral com sildenafil
em concomitante alimentagcdo com dieta hiperlipidica favoreceu qualitativamente a
reducdo da deposicdo de macrovesiculas lipidicas (Figura 7C) e melhora do
desarranjo na arquitetura dos hepatocitos, entretanto, microvesiculas lipidicas ainda

sao observadas.
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FIGURA 7. (A-C) Imagens representativas do tecido hepatico corado com Hematoxilina e

eosina (H&E), 150 hepatdcitos por grupo, objetiva (20X). MV: macrovesiculas lipidicas; mv:
microvesiculas lipidicas; Circulo: triade portal (ducto biliar, veia porta e artéria hepatica). CT:
grupo controle que recebeu dieta “Chow” (dieta padréo para roedor); HFD: grupo obeso que
recebeu dieta hiperlipidica; HFD+SILD: grupo obeso que recebeu dieta hiperlipidica em

concomitante intervengao com sildenafil. Software “Fiji-lmageJ® image processing software”.

A atividade das enzimas antioxidantes SOD (Figura 8A) e Catalase
(Figura 8B), bem como a peroxidagao lipidica (Figura 8C), no figado ndo foram

diferentes estatisticamente entre os grupos avaliados.
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FIGURA 8. (A) Atividade da SOD: superéxido dismutase; (B) Atividade da Catalase; (C)
Peroxidacdo lipidica, TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitarico; n= 5-7 ratos
Wistar/grupo. CT: grupo controle que recebeu dieta “Chow” (dieta padrao para roedor); HFD:
grupo obeso que recebeu dieta hiperlipidica; HFD+SILD: grupo obeso que recebeu dieta
hiperlipidica em concomitante intervengdo com sildenafil. Os dados séo representados como

média * erro padrao. ANOVA uma via.

Semelhante a atividade enzimatica, a expressao génica relativa da
SOD1 (Figura 9A) e da Catalase (Figura 9B) nao diferiram significativamente entre
0s grupos. Por outro lado, a expresséo relativa do mRNA de CD36 no figado (Figura
9C) se mostrou significativamente diminuida no grupo HFD+SILD quando comparado
ao grupo obeso (HFD). De modo semelhante, a expressao relativa do mRNA de CD68
(Figura 9D) apresentou-se significativamente aumentada no grupo que recebeu a
dieta HF quando comparado ao grupo controle e ao grupo obeso tratado com o
sildenafil (HFD+SILD). Desse modo, o tratamento com o sildenafil promoveu uma

diminuicdo na expresséo génica hepatica do CD36 e CD68 em ratos obesos.
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FIGURA 9. (A) Expresséao relativa mRNA SOD1: gene 1 da superdxido dismutase; (B)
Expressao relativa mRNA da Catalase; (C) Expressado relativa de mRNA para Cluster of
Differentiation 36 (CD36); (D) Expressao relativa de mRNA para Cluster of Differentiantion 68
(CD68) n=5-7 ratos Wistar/grupo. CT: grupo controle que recebeu dieta “Chow” (dieta padréo
para roedor); HFD: grupo obeso que recebeu dieta hiperlipidica; HFD+SILD: grupo obeso que
recebeu dieta hiperlipidica em concomitante intervengdo com sildenafil. Os dados séo

representados como média * erro padrdo. ANOVA uma via: *p<0,05; **p<0,01.

6 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou a inducdo dietética da obesidade e
da DHGNA em ratos, bem como a melhora de um marcador da via lipidica e
inflamatoria hepatica apoés a inibicdo da PDES, sugerindo a participacao de alteracdes
na via NO/cGMP/PKG na progressdo da DHGNA.

A ingestdo de dieta com elevado teor de gordura por roedores
mimetiza a ingestdo hipercaldorica e hiperlipidica humana com consequente

desenvolvimento de obesidade e outras morbidades associadas, tais como a
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resisténcia a insulina e a DHGNA (NUNES-SOUZA et al., 2016). Nesse sentido, no
presente estudo observou-se o aumento do peso corporal e da deposicéo de tecido
adiposo epididimal e perirenal dos animais alimentados com dieta hiperlipidica,
demonstrando, desta forma, a inducdo da obesidade nesses animais. Por outro lado,
o grupo HFD que teve a PDES5 inibida com sildenafil (45mg.Kg?'/dia) durante 8
semanas nao apresentou diminuicdo do peso corporal e dos depoésitos de tecidos
adiposos brancos avaliados. Entretanto, estudos realizados por Ayala e colaboradores
(2007) relataram uma diminuicdo do peso corporal dos ratos tratados com sildenafil
(12 mg. Kg/dia) duas vezes ao dia durante 12 semanas, sugerindo que o consumo
de menores doses diarias e com tempo de tratamento mais crénico com o inibidor da
PDES5 aparentemente favorece o balanco energético corporal.

Os &cidos graxos livres (AGL) sdo importantes para diversas funcdes
celulares, entretanto, o aumento crénico dos AGL promove disturbios metabdlicos
como a resisténcia a insulina sistémica, a qual favorece a deposicdo hepatica dos
AGL, bem como a resisténcia a insulina hepatica (BERLANGA et al., 2014). Tendo em
vista esse aspecto, o aumento dos AGL e triglicerideos hepéticos sugerem que o
estado de obesidade e resisténcia a insulina sistémica induzida dieteticamente (dados
de delineamentos anteriores do nosso grupo) contribuiram para a instalacdo de
esteatose hepatica, como demonstrado no estudo realizado por Nunes-Souza e
colaboradores (2016). Entretanto, o grupo tratado com o inibidor da PDE5 né&o
apresentou uma melhora quantitativa do perfil lipidico hepético, o qual, de modo
semelhante, também néo foi observado por Bruckbauer e colaboradores (2016),
demonstrando que a deposicao lipidica hepatica, provavelmente, ndo envolve
diretamente a participacdo da PDES5. Indiretamente, entretanto, a diminuicdo do
MRNA para o CD36 hepatico no grupo tratado com sildenafil sugere uma menor
captacdo de acidos graxos, uma vez que o aumento da regulagédo de CD36 no figado
estd associado com a esteatose (MIQUILENA-COLINA et al., 2011; SHEEDFAR et
al., 2014). Esse dado, provavelmente, contribuiu para a atenuacdo qualitativa da
deposicao de macrovesiculas lipidicas e do desarranjo na arquitetura dos hepatocitos
observado nesses animais, somado a provavel maior disponibilidade de cGMP
consequente a inibicdo da PDES.

A via do NO/cGMP é importante para dilatacdo dos sinusoides
hepaticos e consequente diminui¢cdo da resisténcia intra-hepatica e da pressao portal,

alteracdes presentes em quadros de cirrose hepética (IWAKIRI, 2015; KREISEL et al.,
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2021; IWAKIRI & TREBICKA, 2021). Desta forma, inibidores da PDE5 podem
apresentar um papel importante na atenuacao da fibrose hepatica, uma das alteracdes
que caracterizam a progressdo da DHGNA, por melhorarem essa sinalizacdo via
aumento da disponibilidade de cGMP. No entanto, a fibrose hepética ainda sera
avaliada nesses grupos.

O NO ¢ sintetizado a partir da L-arginina, em uma reacao catalisada
por trés isoformas diferentes da NO sintase (FARAH, MICHEL, BALLIGAND, 2018).
Estudos prévios demonstraram que o NO, um potente vasodilatador via cGMP,
participa em multiplas funces antioxidantes e citoprotetoras (GLADWIN et al., 2006).
Tendo em vista esse aspecto, as funcdes que o NO exerce como mediador biolégico
depende estritamente da sua concentracdo. Sendo assim, baixas concentracdes
desencadeiam efeitos diretos nos processos de proliferacdo e sobrevivéncia celular,
enquanto altas concentracfes de NO estdo associadas a inibicdo do crescimento
celular e ao estresse oxidativo e nitrosativo (INFANTE; COSTA; NAPOLI, 2021).

A dieta hiperlipidica € um potente indutor do estresse oxidativo
atraves de alterag6es no metabolismo do oxigénio (FARAH, MICHEL, BALLIGAND,
2018; YUVARAJ et al., 2021). No desequilibrio do sistema REDOX, as EROs sao
produzidas por diversas fontes, no figado, por exemplo, a disfuncdo mitocondrial
desempenha um papel fundamental na producéo destas espécies e na fisiopatogenia
da DHGNA, principalmente durante a B-oxidacdo de &cidos graxos mitocondriais em
excesso (PARADIES et al., 2014). O anion superoxido é o principal agente oxidante,
o qual é transformado em perdxido de hidrogénio (H202) através da reacdo de
dismutacdo catalisada pela SOD. O H20:2 logo € clivado pelas enzimas catalase e
glutationa peroxidase, tendo como produto final H20 e O2 (BIRBEN et al., 2012).

No presente trabalho a analise REDOX hepatica, avaliada através da
atividade enziméatica e da expressao génica relativa da SOD e catalase, sugere que 0
consumo de dieta hiperlipidica em longo prazo ndo modificou a capacidade
antioxidante hepatica dos ratos. Entretanto, ndo se descarta o possivel aumento de
especies reativas, como foi observado semelhantemente por Speranza e
colaboradores (2008), tendo em vista que o marcador TBARS para peroxidacéo
lipidica € uma medida indireta. Somando-se a isso, dados do nosso grupo (ainda ndo
publicados) indicam possivelmente um quadro de esteatohepatite induzida
dieteticamente com possivel participacdo da via inflamatdria. No presente trabalho a

elevada expressao génica do CD68, marcador inflamatdrio para macréfagos (ALISI,
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et al., 2017), sugere um processo inflamatorio hepatico, o qual foi diminuido apés
inibicdo da PDES com o sildenafil, demonstrando um papel importante e ainda pouco
explorado de prejuizo na via de sinalizagdo NO/cGMP no processo inflamatério e
progressdo da DHGNA. Nessa direcéo, Lutz e colaboradores (2011) demonstraram
gue a delecéo genética da proteina cinase tipo | dependente de cGMP (cGKI) afeta o
metabolismo hepatico causando inflamacéo por infiltragdo aumentada de macréfagos
e aumento da sinalizacao de IL-6, bem como prejuizo na acdo da insulina, destacando
o importante papel do NO/cGMP/cGKI no metabolismo hepético.

E importante frisar, embora ndo faca parte dos resultados deste
trabalho, que em um estudo PIBIC-2021 ainda n&o publicado do nosso Grupo (SILVA
L.B.H et al., 2021) neste mesmo modelo animal observou-se a diminui¢do do tamanho
dos adipdcitos associado ao aumento de genes lipoliticos apds tratamento com
sildenafil. Além disso, ocorreu a diminuicdo de expressdo génica para um marcador
da via inflamatoria no tecido adiposo destes grupos tratados. Em conjunto, esses
dados sugerem que o provavel aumento da sinalizacdo do cGMP no tecido adiposo
promoveu uma expansdo saudavel deste, assim como observado por Mitschke e
colaboradores (2013); melhorou o fendtipo metabdlico de obesidade e o peffil
inflamatorio do tecido adiposo induzido por dieta hiperlipidica, tal como demonstraram
Hoffmann e colaboradores (2015) e Handa e colaboradores (2011), respectivamente.

A melhora do perfil metabdlico do tecido adiposo branco, apés a
inibicdo da PDES5 e provavel aumento da disponibilidade de cGMP, pode ser explicado
pelo efeito anti-hipertréfico do cGMP, via PKGI, por meio da inibicdo da via
RhoA/ROCK como demonstrado por Mitschke e colaboradores (2013). Esse efeito
extra-hepatico possivelmente refletiu na atenuacdo da progressdo da DHGNA
associada a obesidade, tanto por diminuir a captacéao lipidica hepatica, como também
por modular aspectos do metabolismo lipidico e inflamat6rio em fungédo do provavel
aumento da sinalizacdo do cGMP in locu. Desta forma, estratégias terapéuticas que
aumentem esta sinalizacdo podem ser importantes na prevencao e/ou tratamento da

obesidade e de doencas associadas a esta, como a DHGNA.
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7 CONCLUSAO

Em conjunto, os dados do presente trabalho demonstram que, em
ratos, a inibicdo da PDES5 com o sildenafil parece melhorar o desarranjo na arquitetura
dos hepatocitos e a deposicdo qualitativa de macrovesiculas lipidicas induzidos
dieteticamente, possivelmente por diminuir a captacdo lipidica e atenuar vias

inflamatorias.
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