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RESUMO

As doengas cardiovasculares permanecem como a maior causa de mortalidade no mundo
ocidental. A aterosclerose é o principal responsidvel pela patogénese dessas doengas.
Disttirbios metabdlicos como as dislipidemias, hipertensdo arterial, resisténcia a insulina e
obesidade sdo considerados fatores de risco aterogénico. Atualmente, intervencdes
dietéticas e farmacoldgicas sdo utilizadas na tentativa de prevenir ou reduzir a incidéncia
desses distirbios. Uma dessas intervengdes € o uso de regimes de restricdo caldrica, que
estd relacionada com o aumento da longevidade e a diminui¢do da incidéncia de doencas
cronicas ligadas ao envelhecimento. Drogas que mimetizam alguns efeitos metabdlicos da
restricdo calérica também estdo sendo estudadas como, por exemplo, o 2,4-dinitrofenol
(DNP), que promove o desacoplamento mitocondrial. Em nosso laboratério, demonstramos
que os camundongos hipercolesterolémicos, deficientes do receptor de LDL (RO),
apresentam alteracdes importantes no metabolismo e no estado redox. Com isso, o objetivo
desse trabalho foi avaliar os efeitos da restricao caldrica e do tratamento com DNP sobre o
metabolismo e a aterosclerose em camundongos R0O. Os camundongos RO foram separados
em 3 grupos: RO controles com alimentacio ad libitum, RO com restri¢do caldrica (RO-RC)
alimentados em dias alternados e RO tratados com 1 mg/L de 2,4 dinitrofenol na dgua de
beber (RO-DNP). A restrigdo caldrica apesar de diminuir o consumo alimentar, gerou
diversos efeitos metabdlicos ndo esperados como o aumento na concentracdo do colesterol
total e das fracdes VLDL e LDL plasmaticas, dos depdsitos adiposos viscerais e
subcutaneos, assim como, tornou os camundongos hiperglicémicos e hiperinsulinémicos,
intolerantes a glicose e resistentes a insulina. Além disso, os camundongos RO sob restrigao
caldrica apresentaram aumento de marcadores inflamatérios plasmaticos como o TNFa e a

13



proteina C-reativa. Apesar da diminuicdo observada em alguns parametros no estado redox
sistémico e tecidual, os camundongos RO restritos caloricamente apresentaram um aumento
de quase 3 vezes na drea de lesdo aterosclerdtica, o qual pdde ser explicado devido a piora
dos diversos fatores de risco aterosclerdtico. Por outro lado, o tratamento com DNP, causou
uma diminuicdo na concentracdo dos dcidos graxos plasmdticos, sem alterar os niveis
plasmaéticos de outros lipideos, a homeostase glicEmica, a massa dos depdsitos adiposos e
os marcadores inflamatérios. No entanto, o desacoplamento mitocondrial brando,
promovido pelo DNP, gerou efeitos significativos sobre o estado redox tecidual, tais como
a diminui¢do na geracdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio e no contetiido de
proteinas carboniladas hepéticas. O desenvolvimento espontineo da aterosclerose foi
significativamente diminuido nos camundongos RO tratados com DNP, independentemente
de outros fatores de risco ji bem estabelecidos, como o colesterol e marcadores
inflamatérios plasmaticos. Deste modo, o regime de restri¢cao caldrica, que é amplamente
correlacionado com a longevidade e a menor incidéncia de doengas cronicas relacionadas
com o envelhecimento, ndo € indicado para condi¢do de hipercolesterolemia causada por
deficiéncia do receptor de LDL. Em contrapartida, o tratamento com DNP, possivelmente
via desacoplamento mitocondrial brando, promoveu a redug¢do do desenvolvimento da
aterosclerose, independentemente, de outros fatores de risco, demonstrando com isso, a

relevancia da fonte mitocondrial de oxigénio reativo no processo da aterogénese.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVD) are the major cause of death in the occidental world.
Atherosclerosis is the main process responsible for the pathogenesis of these diseases.
Metabolic disturbances such as dyslipidemias, hypertension, insulin resistance and obesity
are well established atherosclerosis risk factors. Currently, different pharmacological and
dietetic interventions have been used to reduce and avoid CVD. Caloric restriction is one of
these strategies, which is associated with increases in life span and reductions of age related
chronic diseases. The mitochondrial uncoupler 2,4 dinitrophenol (DNP) has been
considered as a caloric restriction mimetic tool. We have demonstrated that a mouse model
of human familial hypercholesterolemia exhibits metabolic and redox disturbances highly
relevant for metabolic syndrome and atherosclerosis. Thus, the aim of this study was to
evaluate the effects of caloric restriction and mild mitochondrial uncoupling induced by
DNP on the metabolism and atherosclerosis development in hypercholesterolemic LDL
receptor deficient mice (R0). Thus, RO mice were compared after 3 months in three
conditions: RO fed ad libitum (control), RO under caloric restriction (RO-RC) obtained by
providing food in alternate days, and RO-DNP fed ad libitum and treated with DNP 1 mg/L
in the drinking water. The caloric restriction regimen, despite reducing food intake, induced
unexpected adverse metabolic effects, namely, increased plasma total-, VLDL- and LDL-
cholesterol, and increased visceral and subcutaneous adipose tissue masses. In addition, RO-
RC mice became hyperglycemic, hyperinsulinemic, glucose intolerant and insulin resistant.
Moreover, RO-RC mice presented elevated plasma levels of the inflammatory markers
TNFa and C-reactive protein. Some benefits regarding systemic and tissue redox state were
observed in RO-RC, however, atherosclerosis lesion areas were increased about 3 fold in

RO-RC mice. DNP treatment had minimal effects on the lipid and glucose metabolism of

15



RO-DNP mice. It decreased plasma free fatty acids, but did not change other plasma lipids,
inflammatory markers, glucose homeostasis, and the size of adipose depots. On the other
hand, marked effects of DNP treatment on the tissue redox state were observed, namely,
reduction in the generation of mitochondrial oxidative reactive species and in the liver
content of carbonyl protein. The spontaneous atherosclerosis development was significantly
reduced in the RO-DNP mice, independently other well established risk factors such as
plasma cholesterol and inflammatory mediators. Therefore, the caloric restriction regimen
is not indicated for the condition of familial hypercholesterolemia due to LDL receptor
deficiency. On the other hand, DNP treatment, possibly via mild mitochondrial uncoupling,
evidences the relevance of mitochondrial source of reactive oxygen for the atherosclerosis

development independently of other risk factors.
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INTRODUCAO

Lipoproteinas plasmaticas

O colesterol (COL) e os ésteres de colesterol, assim como os triglicérides (TG) e os
fosfolipides (PL) provenientes da dieta ou sintetizados pelos tecidos sdo transportados na
circulacdo sanguinea complexados com proteinas, formando as lipoproteinas, sendo
distribuidos para os diferentes tecidos por processos mediados por receptores ou
transportadores. Ha cinco classes principais de lipoproteinas plasmaticas (LP)
transportadoras de lipideos, classificadas de acordo com a sua densidade: as LP de
densidade alta, baixa, intermedidria e muito baixa, respectivamente, HDL, LDL, IDL,
VLDL e os quilomicrons (QM). As varias LP diferem entre si em termos de densidade,
tamanho e migracdo eletroforética, ja que apresentam composicdo lipidica e proteica
distintas. QM e VLDL sdo as chamadas LP ricas em triglicérides, de origem intestinal
(lipideos da dieta) e hepatica, respectivamente. Essas LP sdo metabolizadas no
compartimento vascular pela lipoproteina-lipase (LPL) que hidrolisa seus TG gerando
particulas remanescentes de quilomicrons e de VLDL enriquecidas em colesterol. As IDL
sdo os produtos intermedidrios e as LDL os produtos finais do catabolismo intravascular
das VLDL. A LDL € a LP que transporta a maior parte do colesterol (cerca de 70%) do
plasma dos seres humanos. As IDL e LDL sdo removidas da circulacdo sanguinea via
receptores de LDL, amplamente expressos em tecidos em proliferacdo e tecidos
esteroidogénicos, como gobnadas e adrenal, mas principalmente no figado (Brown e
Goldstein, 1986). Os remanescentes de QM e as IDL sdo também rapidamente captados por
outros receptores hepdticos chamados LRP (LDL receptor related protein) (Herz et al.,

1988).
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Uma vez dentro da célula, o colesterol derivado das LP exerce vdérias acoes
regulatdrias, incluindo a supressio da expressdo da enzima que catalisa a etapa limitante da
biossintese do colesterol, a HMG-CoA reductase, e a supressdo da transcricdo do gene do
receptor da LDL. Desta forma, as células tornam-se protegidas de um aumento excessivo
da concentracdo de colesterol. Por outro lado, na deprivacdo de colesterol, as células
aumentam a expressdo da HMG-CoA reductase estimulando a sintese de novo de colesterol
e aumentam também a expressdo dos receptores de LDL, promovendo captagdo do
colesterol exdgeno.

Os mecanismos moleculares envolvidos nesta fina regulacdo da concentracao
intracelular de colesterol foram elucidados devido aos trabalhos pioneiros dos agraciados
com o Prémio Nobel de 1985, Michael Brown e Joseph Goldstein (Brown e Goldstein,
1997). Quando as concentragdes intracelulares de colesterol estdo altas, uma proteina de
membrana do reticulo endoplasmatico, denominada SREBP (proteinas de ligacdo ao
elemento regulador de esterol), encontra-se inativa e ligada a outra proteina chamada SCAP
(proteina de ativacdo da clivagem do SREBP), a qual atua como um sensor da quantidade
de colesterol nas membranas. Quando a concentracio de colesterol nas membranas diminui,
ocorre uma mudanca conformacional na proteina SCAP, que permite que o complexo
SCAP-SREBP se desligue da proteina INSIG (insulin-induced gene) e se associe as
vesiculas contendo COPII, as quais migram para o complexo de Golgi. No complexo de
Golgi, a SREBP ¢ clivada, sequencialmente, por duas diferentes proteases. A primeira
clivagem € catalizada por uma serina-protease (S1P) ligada a membrana, que cliva a
SREBP no lado luminal. Em seguida, uma metaloprotease também ligada a membrana
(S2P) cliva o primeiro dominio transmembrana da SREBP, préximo a interface com o

citoplasma, liberando a por¢cdo amino-terminal da SREBP, a qual pertence a familia de
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fatores de transcricdo bHLH (basic helix-loop-helix). Esse dominio constitui a SREBP
ativa, que transloca-se para o nucleo e estimula a transcri¢do dos genes do receptor da LDL,
da HMG-CoA reductase e outros genes responsivos ao colesterol (Gimpl et al., 2002).

A concentracdo de LDL no plasma varia em fun¢do do nimero de receptores de
LDL nos tecidos, principalmente no figado. Esses podem estar diminuidos por defeito
genético ou por excesso de colesterol na dieta, que aumenta o aporte de lipoproteinas de
origem intestinal (QM e remanescente) para o figado, as quais além de competirem com as
LDL pelos receptores de LDL resultam em aumento da concentragdao de colesterol nas
membranas hepdticas, o que leva a downregulation da expressdo destes receptores.
Anormalidades no metabolismo das lipoproteinas plasmaticas, principalmente elevacao da
concentragdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e reduc@o das lipoproteinas de
alta densidade (HDL), s@o fatores de risco primdrios para aterosclerose (Assmann, 2001;

Gordon e Rifkind, 1989).

Aterosclerose

As doencas cardiovasculares permanecem como a maior causa de mortalidade no
mundo, estando relacionada com um ter¢co de todas as mortes (Lonn et al., 2012). A
principal responsavel pela patogénese do infarto do miocérdico e cerebral e outras doengas
vasculares periféricas, € a aterosclerose. Dislipidemias, hipertensio arterial, resisténcia a
insulina, obesidade e fatores ambientais, como a inatividade fisica, o tabagismo e dietas
ricas em gordura tém sido identificados em estudos epidemiologicos como fatores de risco
para o desenvolvimento de aterosclerose. Concentracdo elevada de colesterol plasmatico é
condicdo suficiente para causar aterosclerose em humanos e animais experimentais, mesmo
na auséncia de outros fatores de risco conhecidos (Glass e Witztum, 2001). A aterosclerose
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¢ caracterizada pelo enrijecimento de artérias de didmetros médios e largos, causado por
placas de ateroma, constituidas de acimulo de colesterol, detritos celulares e cédlcio na
parede das artérias (Lonn et al.,, 2012). A progressdo da formacdo da placa na parede
arterial gera o estreitamento do vaso, podendo comprometer o fluxo sanguineo. Pressdes
exercidas pelo fluxo sanguineo dificultado podem causar o rompimento do endotélio
arterial, expondo os componentes da placa aterosclerética, causando formacio de trombo e
interrup¢do do fluxo sanguineo e do fornecimento de oxigénio em partes de 6rgdos como
coracdo e cérebro. A isquemia gerada pelo trombo pode causar disfun¢des nos tecidos
cardiaco e cerebral, as quais sdo denominadas infarto do miocardio e acidente vascular
cerebral, respectivamente (Stocker e Keaney, 2004).

Vérios processos estdo implicados nos eventos iniciais que desencadeiam o
desenvolvimento da aterosclerose, tais como: injdria, disfun¢do ou ativacdo endotelial;
eventos associados a pressdo de cisalhamento do fluxo sanguineo (shear stress); infiltragao,
retencdo e modificagdes quimicas das lipoproteinas aterogénicas, especialmente oxidagao;
quimiotaxia de mondcitos e macréfagos e formacao de células espumosas (foam cells). A
questao sobre qual destes processos pode ser considerado como o principal evento na
aterogénese vém sendo debatida desde a década de 70 em vérias hipoteses. A primeira
hipétese descrita foi a da resposta a injuria endotelial (Ross e Glomset, 1973), que permite
a entrada passiva e acimulo de LDL no espaco sub-endotelial. No entanto, Carew et al
demonstraram que artérias normais, sem injurias, continham aciumulo de LDL no espacgo
sub-endotelial (Carew et al., 1984). Outra hipétese aponta a retencdo de lipoproteinas
aterogénicas no espago subendotelial, via interacdo da apoB com os proteoglicanos da

matriz extracelular, como o evento central (Williams e Tabas, 1995). A teoria mais aceita
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atualmente baseia-se na hipétese da modificacdo oxidativa da LDL, que descreveremos
mais detalhadamente a seguir (Chisolm e Steinberg, 2000).

Concentragdes elevadas de LDL plasmatica resultam em aumento de infiltracdo de
LDL no espago subendotelial e maior retencdo desta lipoproteina neste microambiente
(Madamanchi et al., 2005). Neste compartimento, as LDL s3o susceptiveis as diversas
alteracdes quimicas, tais como clivagem enzimdtica e, principalmente, a oxidacdo. As
LDLs podem sofrer oxidacdo tanto de seus componentes lipidicos como proteicos, através
da acdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), geradas pelas células da parede arterial
(Ting et al., 1997); com isso, apresentando diversos graus de oxidagdo, se diferenciando
estruturalmente e funcionalmente, das LDL nativas (Frei, 1999; Steinberg e Witztum,
2002). Uma vez modificada quimicamente, a LDL estimula as células endoteliais a
expressarem moléculas de adesdo, facilitando a adesdo e transmigracdo de células
linfomonocitérias circulantes para o espago subendotelial (Nedeljkovic et al., 2003). Os
mondcitos proliferam-se e diferenciam-se em macréfagos, que captam as LDL modificadas,
via receptores scavenger. Diferentemente dos receptores de LDL, os receptores scavenger
ndo sdo regulados pelo contetido intracelular de colesterol e os macréfagos captam as LDL
modificadas de maneira continua, transformando-se em células espumosas (Brown e
Goldstein, 1983; Stocker e Keaney, 2004).

As principais propriedades aterogénicas das LDL oxidadas podem ser assim
resumidas: 1- estimulo ao recrutamento de mondcitos circulantes para camada intima da
artéria, 2- inibicdo da habilidade dos macréfagos residentes de deixarem o espaco
subendotelial, 3- aumento da taxa de captacdo de lipoproteinas modificadas pelos

macréfagos, que levam a formagdo de células espumosas, 4- citotoxicidade e indugdo de
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disfuncdo endotelial (Stocker e Keaney, 2004). A hipé6tese da modificagdo oxidativa pode

ser visualizada na figura abaixo.
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Hipétese da modificacdo oxidativa: A LDL aprisionada no espaco sub-endotelial estard sujeita a modicagdes
oxidativas por células vasculares residentes como as células do musculo liso, células endoteliais e os macréfagos. A
LDL oxidada estimula a quimioatragdo de mondcitos (A), previne a saida dos mondcitos (B) e promove a formacao
de células espumosas (C). A LDL oxidada também resulta em injiria e disfuncdo endotelial (D) e as células
espumosas se tornam necréticas, devido o acimulo de LDL oxidada (E). (Traduzido de Stocker, R. e Keaney, J.F., Jr.
(2004). Role of oxidative modifications in atherosclerosis. Physiol Rev 84, 1381-1478.)

Com a evolucdo do processo, as células espumosas morrem, tanto por necrose,
como por apoptose € vao constituir o nicleo necrético da lesdo aterosclerdtica avancada.
Células musculares lisas também migram da camada adventicia para intima, proliferam-se
e, eventualmente, transformam-se em células espumosas. Além disso, as células musculares

lisas sintetizam proteinas da matriz-extracelular, as quais serdo responsaveis pela formacao

22



da capa fibrosa da lesdo (Paulsson et al., 2000; Ross, 1999), fato que caracteriza a evolucdo
da lesdo para estdgios avancados. Citocinas inflamatérias produzidas pelos macréfagos
ativados no espaco subendotelial induzem a producdo de proteinases pelas células da
parede do vaso, como as metaloproteases e colagenases intersticiais, as quais degradam as
macromoléculas constituintes da capa fibrosa, desestabilizando a sua estrutura (Dollery e
Libby, 2006). Além disso, Amento et al. demonstraram que a citocina inflamatéria IFNy
pode limitar fortemente a habilidade das células musculares lisas em sintetizar coldgeno
para o reparo e manutencdo da capa fibrosa (Amento et al., 1991). Deste modo, o
enfraquecimento da capa fibrosa nas lesdes avangadas aumenta a suscetibilidade a rupturas
e consequentes eventos trombaticos.

Vérios autores criticam a hipdtese da modificagao oxidativa da LDL (Libby e
Ridker, 2006; Lonn et al., 2012; Stocker e Keaney, 2004) baseados nos insucessos
observados em testes clinicos utilizando antioxidantes em humanos. Stocker e Keaney
propuseram uma teoria alternativa denominada hipétese da resposta oxidativa a inflamagao,
na qual o estresse oxidativo € secundario a inflamagdo (Stocker e Keaney, 2004). Ao
analisar dados referentes ao estudo epidemiolégico de Framingham (Keaney et al., 2003),
Stocker e Keaney verificaram que a peroxidacdo lipidica estava relacionada com alguns
fatores de risco cardiovascular, mas ndo com todos. De outro modo, a inflamacao estava
relacionada com todos os fatores de risco da aterosclerose (Libby e Ridker, 2004). Desta
maneira, esses autores consideram que os eventos oxidativos sdo consequéncia € ndo causa
do processo aterogénico. Contudo, Steinberg reafirma a importancia do estresse oxidativo
nos estagios iniciais do processo aterosclerdtico (Steinberg, 2009), uma vez que as espécies
reativas de oxigénio (EROS) sdo importantes na atividade vaso-motora, proliferacdo do

musculo liso, expressdo de moléculas de adesdo, apoptose, ativagdo de metaloproteases,
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peroxidacao lipidica, sendo que todos esses eventos podem estar associados a oxidacdo da
LDL, ou podem ocorrer de forma independente. Além disso, os testes clinicos com
antioxidantes que ndo apresentaram beneficios utilizaram em sua maioria populagdes gerais
tratadas com baixas doses de antioxidantes, sendo que os tratamentos foram iniciados em
uma fase tardia da vida. Por outro lado, tratamentos em subgrupos especificos de pacientes
com estresse oxidativo, como por exemplo, no estudo SPACE realizado em pacientes em
fase final de doenca renal, o tratamento com vitamina E reduziu em 70% a frequéncia de
infarto do miocardio (Boaz et al., 2000). Para testes clinicos futuros em populag¢des gerais,
Steinberg sugere que devem ser considerados antioxidantes que possuam agdo efetiva
contra oxidantes de 2 elétrons desemparelhados, uma vez que, a maioria dos estudos foram
utilizados antioxidantes com acao contra oxidantes de 1 elétron desemparelhado. Além
disso, também devem ser testados diferentes doses e tempos de tratamentos, incluindo
tratamentos em pacientes mais jovens.

Outras evidéncias em favor da hipétese oxidativa da aterogénese advém de estudos
que dissecam vias de sinalizacdo inflamatdrias em macréfagos ativados (Hulsmans et al.,
2012; Kasahara et al., 2011; Naik e Dixit, 2011), nos quais foi mostrado que a geracdo de
EROS mitocondrial precede a secre¢do de citocinas pro-inflamatdrias, e estas por sua vez
contribuem para o ciclo vicioso EROS-inflama¢do-EROS. Portanto, o estresse oxidativo
pode ser consequéncia da inflamacdo, assim como a inflamacdo pode estar rigorosamente
relacionada com a regulagdo do estado redox celular, sendo muito dificil dissociar esses
dois eventos na aterogénese. Para isso, estudos adicionais precisam ser realizados no intuito
de esclarecer, precisamente, como a inflamacgdo e o estresse oxidativo estdo interligados e
como isso estd relacionado com a iniciacdo e o progresso da aterosclerose (Lonn et al.,

2012).
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Geracao mitocondrial de oxigénio reativo

As mitocOndrias sdo organelas responsdveis pelo metabolismo energético oxidativo
celular. Durante a transferéncia de elétrons provenientes dos substratos do ciclo de Krebs,
através da cadeia respiratéria mitocondrial, até o aceptor final oxigénio, ocorre liberacao de
energia, primeiramente, conservada na forma de um gradiente eletroquimico de prétons,
através da membrana mitocondrial interna e, posteriormente, na forma de ATP, gerado pela
ATP sintetase, que utiliza o gradiente eletroquimico de prétons para fosforilacio de ADP
(Mitchell, 1966). Andlises in vitro mostram que, em condicdes fisiologicas e dependendo
do tipo de tecido, até 2% do O, consumido pela mitocondria pode ser convertido no radical
anion superdxido (Boveris, 1977), durante o transporte eletronico pela cadeia respiratoria.
Isso ocorre pela reducdo monoeletrdnica do O, pelas 6xido-redutases, principalmente, do
complexo respiratério I e III (Kowaltowski et al.,, 2009). O radical livre superdxido
apresenta reatividade quimica moderada em solucdo aquosa e pode sofrer diversas reagdes
na mitocondria, gerando outros produtos reativos, como o peréxido de hidrogénio e o
radical hidroxil, aqui chamados, coletivamente, de espécies reativas de oxigénio (EROS).
Como a producdo do superéxido é um processo fisiolégico e continuo, a mitocdndria
possui também um eficiente sistema antioxidante formado por enzimas, nucleotideos de
piridina e vitaminas, como a manganés superoxido dismutase, a catalase (coracdo), o
sistema glutationa e tioredoxina redutase/peroxidase e o tocoferol (vitamina E)
(Kowaltowski e Vercesi, 1999). Em situagdes em que a geragdo de superoxido supera a
capacidade antioxidante da mitocondria, o acimulo de EROS pode causar danos oxidativos
no DNA, lipideos e proteinas das proprias mitocondrias e resultar em morte celular

(Kowaltowski e Vercesi, 1999).
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Além dos mecanismos antioxidantes mitocondriais descritos acima, tém sido
demonstrado em diferentes condi¢des e tecidos, que o aumento da velocidade do transporte
de elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial proporciona diminuicdo da geracdo de
EROS. Assim, por exemplo, quando ocorre desacoplamento mitocondrial por mecanismos
que dissipam o gradiente de prétons (ndo ligados a ATP sintase), ocorre aumento da
velocidade da respiracdo para restabelecer o gradiente de prétons e consequentemente
menor geracdo de EROS (Brookes, 2005; Kowaltowski et al., 2009; Tahara et al., 2009).
Recentemente, foi demonstrado que o aumento nas taxas respiratérias mitocondriais in
vivo, induzido por tratamento de camundongos com baixas doses do desacoplador
mitoncondrial 2,4 dinitrofenol, proporcionou efeitos antioxidantes importantes como a
diminuicdo da geracdo de H,O, e do conteido hepdtico de proteinas carboniladas no
cérebro e figado. (Caldeira da Silva et al., 2008). A diminuicdo na geracdo de EROS por
aumento da velocidade do transporte de elétrons ocorre por vdrios mecanismos: 1-
diminui¢do da tensdo de oxigénio no micro-ambiente mitocondrial; 2- favorecimento de
estados mais oxidados dos intermedidrios da cadeia respiratdria; 3- manutencao de baixas
concentragdes de NADH, que previne a formag¢ao de EROS por flavoenzimas da matriz
mitocondrial; 4- desfavorecimento da transferéncia reversa de elétrons do complexo II para
o complexo respiratorio I (Kowaltowski et al., 2009). As mitocOndrias possuem diferentes
mecanismos que resultam em aumento da velocidade do transporte de elétrons que incluem
a atividade de proteinas desacopladoras (UCP), de canais de potdssio sensiveis a ATP
(mitoKatp) € da adenina nucleotideo translocase (ANT). Por mecanismo de feedback, as
proprias EROS sdo capazes de ativar proteinas desacopladoras e os canais mitoKatp
promovendo um desacoplamento mitocondrial brando, o qual reduz a geracdo de EROS

(Kowaltowski et al., 2009). Nosso grupo demonstrou que camundongos
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hipertrigliceridémicos possuem aumento da producio e EROS por enzimas de
compartimentos extra-mitocondriais (NADPH-oxidase e Xantina oxidase) e esse estado
pré-oxidativo proporcionou ativagdo de canais mitocondriais de potdssio, que resultou em
aumento da taxa respiratéria e diminuicdo da produgdo mitocondrial de EROS (Alberici et
al., 2009). A relevancia das EROS de origem mitocondrial para o processo de aterogénese

tem sido recentemente documentada (Hulsmans et al., 2012).

Fontes extra-mitocondriais de oxigénio reativo

Além da geragcdao mitocondrial de EROS, existem outras fontes de oxigénio reativo
nas células da parede da aorta, incluindo as enzimas NADPH oxidase, a mieloperoxidase, a
xantina oxidase, a lipooxigenase e a 6xido nitrico sintetase desacoplada, as quais também
sdo relevantes no processo aterosclerdtico. Nas células da parede vascular, a NADPH
oxidase pode ser ativada por estimulos como angiotensina II, trombina, fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), TNF-a, IL-1, forcas mecanicas e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (Singh e Jialal, 2006). A mieloperoxidase (MPO) é
uma enzima que cataliza a reagdo que converte CI' e H>O, no oxidante com 2 elétrons
desemparelhados HOCl. A MPO pode utilizar o H,O, derivados da atividade da NADPH
oxidase para produzir o HOCI, amplificando a injuria vascular (Singh e Jialal, 2006). A
xantina oxidase estd presente no plasma e em células endoteliais, mas ndo em células
musculares lisas. Essa enzima gera radicais superoxido através da conversdao da hipoxantina
e xantina em 4cido urico (Madamanchi et al., 2005). A lipooxigenase tem sido apontada
como uma fonte importante de EROS na parede vascular, além de estar ligada com a

biossintese dos leucotrienos (Droge, 2002). A ativacdo da lipooxigenase promove o
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crescimento de células musculares lisas, hipertrofia e expressdo de genes pré-inflamatérios
(Singh e Jialal, 2006). A 6xido nitrico sintase (NOS), em condi¢des normais, catalisa a
reacdo de formacdo de L-citrulina e 6xido nitrico a partir de L-arginina, utilizando o
tetrahidrobiopterina (BH4) como um cofator. No entanto, se a disponibilidade de co-fatores
e substratos for limitada, a NOS se torna disfuncional ou desacoplada, e os elétrons do
grupo heme reduzem o oxigénio ao radical superéxido (Madamanchi et al., 2005). O radical
superoxido reage rapidamente com o 6xido nitrico formando o peroxinitrito, que além de
prejudicar a vasodilatacdo endotelial, € um potente agente oxidante, inclusive pode oxidar o

BH4, mantendo com isso a NOS desacoplada (Singh e Jialal, 2006).

Disfunc¢6es mitocondriais em dislipidemias

Na dltima década, acumularam-se evidéncias do envolvimento de disfuncdes
mitocondriais em vdrias doencas metabdlicas e degenerativas (Lemasters e Nieminen,
2001). Recentemente, nosso grupo demonstrou que as dislipidemias primdrias podem
repercutir na fun¢do mitocondrial, assunto revisado por Vercesi e colaboradores (Vercesi et
al., 2007; Vercesi et al., 2006). Modelos animais modificados geneticamente, que exibem
hipercolesterolemia ou hipertrigliceridemia, apresentaram alteracdes na fungdo
mitocondrial.  Nosso  grupo  demonstrou que camundongos  geneticamente
hipercolesterolémicos apresentaram uma elevada produg@o de EROS mitocondrial devido a
diminui¢do na capacidade do sistema mitocondrial em consequéncia de deplecdo de
NADPH (Oliveira et al., 2005). Uma possivel explicacdo para essa reducdo € a alta taxa de
lipogénese e esteroidogénese observada no figado destes camundongos, uma vez que estas

vias consomem uma grande quantidade NADPH celular (Oliveira et al., 2005). Como a
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maior fonte de NADPH celular € a enzima isocitrato desidrogenase (Jo et al., 2001), a
suplementacdo de mitocondrias com isocitrato in vitro reverteu e com citrato in vivo
corrigiu, parcialmente, o estresse oxidativo mitocondrial hepédtico nos camundongos
hipercolesterolémicos (Paim et al., 2008).

Camundongos geneticamente hipertrigliceridémicos, com aumento severo tanto na
concentragdo de triglicérides como de dcidos graxos circulantes, apresentam um aumento
de respiracdo mitocondrial de repouso devido a aumento na atividade do canal de potéssio
mitocondrial (mitoKarp). Esta maior atividade do mitoKATP nao afetou a velocidade de
respiracdo de fosforilacdo e representa um desacoplamento mitocondrial brando, que
repercutiu em aceleracdo do metabolismo hepatico e corporal global (Alberici et al., 2006).
Recentemente, nosso grupo demonstrou que o mitoKarp € ativado in vivo por EROS de
origem extra-mitocondrial (NADPH e xantina oxidases) Os resultados sugerem que a
hipertrigliceridemia causa um aumento na producdo de EROS extra-mitocondrial, o que
ativa os canais mitoKarp promovendo um leve desacoplamento mitocondrial, seguido do
aumento na respiracdo e diminui¢do da producdo de EROS mitocondrial (Alberici et al.,
2009). Assim, nosso grupo demonstrou pela primeira vez, em um modelo animal, o papel
biolégico do canal mitoKarp como sensor do estado redox, permitindo uma comunicacao

entre os compartimentos extra e intra-mitocondriais (Alberici et al., 2009).

Sindrome metabdlica e aterosclerose

A sindrome metabdlica € caracteriza pela presenga de um conjunto de fatores de risco
inter-relacionados, de origem metabdlica, os quais estdo diretamente ligados com a

incidéncia das doengas cardiovasculares (NCEPIII (2002)). Isomaa et al. descreveram que a
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sindrome metabdlica estd diretamente relacionada como o aparecimento de aterosclerose
prematura e a elevacdo da morbidade e mortalidade por doengas cardiovasculares (Isomaa
et al., 2001). Os distirbios presentes na sindrome metabdlica sdo: obesidade, dislipidemia,
hipertensdo arterial, intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e os estados pro-
inflamatérios e pro-trombéticos (Grundy et al,, 2004). Com propdsitos clinicos, o
diagndstico da sindrome metabdlica € realizado em individuos que possuem, no minimo,
trés das condigdes mencionadas acima (NCEPIII (2002)). Discute-se que a patogénese da
sindrome metabdlica pode ter trés diferentes etiologias: obesidade ou disfuncdo no tecido
adiposo; resisténcia a insulina ou distirbios da homeostase glicEémica, ou a simultaneidade
de fatores independentes, como, por exemplo, disfuncao hepética, vascular e imunoldgica
(Grundy et al., 2004).

A epidemia global da obesidade, observada na atualidade, é considerada a principal
responsavel pela alta prevaléncia de sindrome metabdlica. A obesidade, independente de
outros fatores, contribui para hipertensao arterial, hiperlipidemia, diminuicio na
concentragdo da HDL e resisténcia a insulina (Grundy et al., 2004), e, por isso tem sido
correlacionada diretamente com a incidéncia das doencas cardiovasculares (Van Gaal et al.,
2006). H4 18 anos atras, apos a identificacdo da leptina (Zhang et al., 1994), verificou-se
que o tecido adiposo tem também uma funcdo secretdria importante na producio de
hormonios e adipocinas. Atualmente, sabe-se que as células adiposas secretam inimeras
outras adipocinas, tais como a adiponectina, resistina, IL-6, proteina ligadora de retinol 4
(RBP4) e TNFa (Galic et al., 2010). Beltowski descreve os potentes efeitos aterogénicos da
hiperleptinemia, tais como disfun¢do endotelial; estimulo a reacdo inflamatdria; desbalangco

no estado redox, agregacdo plaquetdria; diminuicao da atividade da paraoxonase e estimulo
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a migragdo, hipertrofia e proliferacdo das células do misculo liso vascular (Beltowski,
2000).

Outro componente central da sindrome metabdlica é a resisténcia a insulina.
Evidéncias clinicas indicam que a resisténcia a insulina aumenta a incidéncia de doencgas
cardiovasculares, mesmo na auséncia de hiperglicemia (DeFronzo, 2010). A resisténcia a
insulina pode promover tanto a aterogénese, como a progressao de placas aterosclerdticas
avancadas. Os principais fatores responsdveis para essa correlacdo sao a presenca de
dislipidemia, hipertensao arterial e o estado pr6-inflamatério que acompanham a resisténcia
a insulina, assim como, os prejuizos da sinalizagdo da insulina nas células endoteliais,
células musculares lisas e macréfagos (Bornfeldt e Tabas, 2011). Assim, muitos estudos
demonstram a importancia da obesidade e resisténcia a insulina na inducdo da aterosclerose
(Bornfeldt e Tabas, 2011; Olefsky e Glass, 2010; Rocha e Libby, 2009; Van Gaal et al.,
20006).

Mecanismos moleculares que correlacionam a obesidade e a resisténcia a insulina
estdo sendo propostos na literatura. Na obesidade, sdo observadas concentracdes
aumentadas de dcidos graxos livres no plasma, os quais estdo associados com a resisténcia
a insulina (Boden, 1997). O aumento na concentracdo de 4cidos graxos resulta na elevacao
intracelular de seus metabolitos como os diacilglicerdis e as ceramidas, os quais ativam vias
celulares que promovem a fosforilagdo dos substratos do receptor de insulina em serina,
diminuindo, com isso, a fun¢do dos mesmos. A partir disso, a sinalizagdo da insulina
celular fica prejudicada, o que caracteriza a resisténcia a insulina (Kahn et al., 2006). Além
disso, o tecido adiposo, na obesidade, sintetiza e secreta as adipocinas inflamatérias como o
TNF-a e a IL-6, as quais ativam vias inflamatérias celulares, que também resultam no

prejuizo da sinalizacdo da insulina. Por outro lado, a adiponectina promove o aumento da
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sensibilidade a insulina tecidual, e esta adipocina estd reduzida na obesidade (Kahn et al.,
2006).

Além da relevincia da obesidade e da resisténcia a insulina, outros distirbios
presentes na sindrome metabdlica, como a hipertensao arterial, as dislipidemias, os estados
pré-inflamatério e pré-trombético, assim como, a inatividade fisica e alimentacdo
desequilibrada, também contribuem para as altas incidéncias de doencas cardiovasculares

encontradas atualmente na populacdo humana (Grundy et al., 2004).

Restricao caldrica (RC) e possiveis “miméticos”

A reducdo moderada na ingestdo caldrica de 20 a 40% tem sido amplamente
correlacionada com aumento da longevidade e reducdo na incidéncia de doengas cronicas
relacionadas com o avanco da idade. As primeiras evidéncias que relacionaram a restri¢ao
calérica com o aumento da expectativa de vida foram demonstradas em meados dos anos
30, quando McCay et al. observaram que roedores com ingestdo alimentar controlada
viveram por um periodo maior que animais que se alimentavam ad libitum (ingestdo livre)
(McCay et al., 1935). Efeitos similares foram posteriormente demonstrados em vermes,
fungos, ratos e peixes (Barrows e Kokkonen, 1982; Lin et al., 2000; Weindruch e Walford,
1988). Em humanos, estudos indicam que dietas restritas em calorias melhoram alguns
marcadores do envelhecimento, como por exemplo, a glicemia sanguinea, a pressao arterial
e o colesterol plasmético (Heilbronn e Ravussin, 2003; Verdery e Walford, 1998; Walford
et al., 1992; Walford et al., 2002). Essas modula¢des ocorrem devido a reducdo de aporte
energético, o que proporciona importantes alteracdes metabdlicas relacionadas a

mobilizacdo de substratos energéticos, termogénese, e alteragdes nas concentragdes
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hormonais, tais como, redu¢@o de insulina e leptina, aumento de glucagon, glicocorticdides
e adiponectina (Bordone e Guarente, 2005).

A hipétese vigente para explicar a maior parte dos efeitos benéficos da restricdo
caldrica baseia-se na ativacdo de proteinas denominadas sirtuinas (Guarente, 2000). As
sirtuinas sdo desacetilases com atividade dependente da abundancia do co-fator NAD+
(Landry et al., 2000), o qual apresenta concentracdes intracelulares dependentes da
disponibilidade de nutrientes. Baixas concentracdes de NAD+ resultam na inativagdo da
atividade enzimdtica das sirtuinas, enquanto em periodos de privacdo alimentar, as
concentragdes de NAD+ aumentam, tanto no nidcleo como no citoplasma, o que resulta na
ativacao das sirtuinas. Em mamiferos ja foram identificadas 7 diferentes sirtuinas (SIRT 1-
7), as quais podem regular diferentes funcdes celulares através da desacetilacdo de
numerosos substratos. A SIRT-1 promove a gliconeogénese através da ativa¢do da Proteina
Forkhead box Ol (FOXOI1), o aumento da oxida¢do de 4cidos graxos via ativagdo dos
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR)a, assim como a biogénese
mitocondrial, através da ativacdo do coativador de PPARy-lIa (PGCla). Além disso, a
SIRT-1 reduz lipogénese e sintese de colesterol através da inibicdo do sterol responsive
element binding protein (SREBP-1 e -2), aumenta o transporte reverso de colesterol,
através da ativacdo do receptor X do figado (LXR)a, o qual promove a expressdo do
transportador cassete de ligacdo a ATP Al (ABCAI), e promove o catabolismo do
colesterol através da ativacdo do receptor nuclear de acidos biliares (BAR) (Chalkiadaki e
Guarente, 2012).

Além das alteracdes do metabolismo energético mencionadas acima, a restricao
caldrica também € capaz de modificar o balanco redox celular, o que € altamente relevante

para o contexto da longevidade (Barja, 2004; Gredilla et al., 2001; Sohal e Weindruch,
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1996). A RC em ratos causou uma diminuicdo na geracdo EROS mitocondrial em
diferentes tecidos, como figado, cérebro, coracdo, muisculo esquelético e rins (Gredilla et
al., 2001; Lopez-Torres et al, 2002; Sanz et al., 2005). Um provdvel mecanismo
responsdvel pela reducido da producdo de EROS nas mitocOndrias dos animais sob regime
de restricdo caldrica seria a diminuicdo do potencial eletroquimico de membrana
mitocondrial (Speakman e Mitchell, 2011). A reduc¢do do potencial da membrana
mitocondrial aumenta a velocidade da passagem dos elétrons através dos componentes da
cadeia transportadora, resultando na diminui¢do da probabilidade de escape dos elétrons da
cadeia e reacdo destes com o oxigénio do meio, iniciando a geragdo de EROS (Brand et al.,
2004; Skulachev, 1998). Speakman et al (2004) encontraram uma associacdo positiva entre
intensidade de metabolismo corporal global e longevidade de camundongos MF1 outbred.
Os camundongos com alto metabolismo possuiam mitocondrias de musculo esquelético
com maior grau de desacoplamento causado por maior atividade da UCP-3 e da adenina
nucleotideo translocase (ANT) (Speakman et al., 2004). Em ratos sob regime de restri¢cao
alimentar, a inibicdo da ANT em mitocdndrias de figado e musculo causou diminui¢cdo da
dissipacdo do gradiente de prétons e aumento da geragdo de EROS em niveis similares aos
animais controles alimentados ad libitum (Ash e Merry, 2011). Assim sendo, na restricao
caldrica, quando hd aumento dos fluxos de 4cidos graxos durante o periodo de privacao
alimentar, a ANT e a UCP podem estar ativadas pelas altas concentragdes intracelulares
destes substratos.

Alguns efeitos da RC em reduzir o estresse oxidativo mitocondrial sdo creditados as
SIRTs mitocondriais, SIRT-3, 4 e 5. A SIRT-3 ¢ ativada seletivamente durante o jejum e
restricdo calorica (Newman et al, 2012). A ativacdo da SIRT-3, além de ativar o

catabolismo lipidico, leva a ativacdo da superoxido dismutase mitocondrial (MnSOD), da
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isocitrato desidrogenase (IDH2) que gera poder redutor (NADPH), e também, aumenta a
eficiéncia do transporte de elétrons através da cadeia respiratdria por interagao/ativacao dos
complexos respiratorios (Chalkiadaki e Guarente, 2012), acdes que resultam em efetiva
reducdo da geracao de EROS.

Outro mecanismo que também explica a redu¢do na producdo de EROS
mitocondrial na restricdo calérica € o aumento da biogénese mitocondrial e consequente
maior efici€éncia de transporte de elétrons (Guarente, 2008), mediado pelo aumento do
PGCla induzido pela SIRT-1.

Atualmente, diferentes protocolos de manipulagdo dietética sdo usados com o
intuito de estudar os efeitos fisiolégicos e moleculares da restricio caldrica sobre o
aumento da longevidade e modulagdao do risco de doencas relacionadas com a idade.
McCay et al. se preocuparam com a diminuicdo dos micronutrientes na dieta restrita
caloricamente, suplementando os ratos diariamente com vitaminas e minerais (McCay et
al., 1935). Nas décadas seguintes, os pesquisadores prosseguiram suplementando as dietas
para que os animais sofressem apenas a restricdo de calorias, sem a limitacdo de
micronutrientes (Cerqueira e Kowaltowski, 2010). No entanto, com o aumento de estudos,
varios protocolos de restri¢do caldrica com ou sem suplementacdo de vitaminas € minerais
foram sendo usados. Em revisao recente, Cerqueira e Kowaltowski observaram que, entre
os anos de 2006 a 2009, 60% dos artigos publicados que usaram restricdo caldrica nao
especificaram se houve a suplementacdo com micronutrientes. Além de poucas evidéncias
de aumento da longevidade, os autores discutem que os estudos com restri¢do caldrica sem
suplementagdo de micronutrientes podem afetar o desenvolvimento dos animais (Cerqueira

e Kowaltowski, 2010). Entretanto, outros estudos demonstram aumento da longevidade em
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ratos sob restricdo caldrica mesmo sem suplementacdo de micronutrientes (Keenan et al.,
1997), assim como a diminuicdo do estresse oxidativo (Gredilla et al., 2001) e das
concentragcdes plasmadticas de glicose e insulina (Masoro et al., 1992). Além disso, um
protocolo alternativo de restricdo caldrica, baseado na ingestdo alimentar “dia-sim-dia-
nao”, também chamado de alimentagdo intermitente ou jejum intermitente, no qual o
animal s6 recebe alimentacdo em dias alternados, também € muito utilizado. Varios estudos
demonstraram que o regime de alimentacdo intermitente diminuiu efetivamente o risco de
doencas cardiovasculares e diabetes em roedores e humanos (Varady e Hellerstein, 2007), a
producdo de EROS mitocondrial em figado de camundongos (Caro et al., 2008), assim
como aumentou a longevidade em roedores (Martin et al., 2006). Deste modo, conclui-se
que, nos diferentes protocolos de intervencdes dietéticas utilizados, foram observados
efeitos benéficos relacionados a longevidade e as doencgas ligadas ao envelhecimento.

Como a restri¢do caldrica parece ter so efeitos benéficos de modo geral, atualmente,
muitos estudos buscam intervencgdes farmacoldgicas que poderiam mimetizar os efeitos da
restricdo caldrica. Moléculas potencialmente miméticas da restricdo caldrica podem ser
classificadas em vdrios grupos, dependendo das via metabdlicas alvos: 1- drogas que
melhoram a via de sinalizacdo da insulina (metformina), 2- drogas anti-lipotiticas no caso
de resisténcia a insulina (derivados do 4cido nicotinico), 3- drogas que ativam a via das
sirtuinas (resveratrol), 4- drogas que inibem a sinalizagdo da mTor (rapamicina), entre
outras (Speakman e Mitchell, 2011). Além disso, Caldeira et al. demonstraram que a
inducdo de um desacoplamento mitocondrial brando pode mimetizar a acdo da restricao
caldrica sobre o estado redox mitocondrial. Neste estudo, os camundongos tratados com

concentragdes baixas de 2,4-dinitrofenol (DNP) apresentaram diminui¢do na producdo de
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EROS no cérebro, figado e coragdo, reducdo nas concentragdes plasmadticas de glicose,

insulina e triglicérides, além de aumento na longevidade (Caldeira da Silva et al., 2008).

Modelo experimental de aterosclerose: camundongos hipercolesterolémicos por
deficiéncia genética (knockout do gene) do receptor de LDL

Uma das principais vias de entrada do colesterol nas células é o receptor de LDL.
Defeitos genéticos neste receptor levam a hipercolesterolemia e aterosclerose precoce em
seres humanos (Brown e Goldstein, 1986). A hipercolesterolemia familiar € uma doenca
genética com alta frequéncia na forma heterozigética (1:500) na populacdo ocidental
(Pauciullo e Mancini, 1998), e é caracterizada pela deficiéncia genética total ou parcial dos
receptores de LDL. Ishibashi et al. empregaram a técnica da recombinagdo homdloga em
células embriondrias para produzir camundongos com o gene do receptor de LDL inativado
e, assim, reproduziram o fendtipo da hipercolesterolemia familiar. Camundongos machos e
fémeas, que nio expressam receptor de LDL (camundongos R0) s@o vidveis e férteis. Sob
dieta pobre em gordura e colesterol, a concentracdo de colesterol plasmdtico destes animais
€ 2 a 4 vezes maior que a dos camundongos selvagens, devido a um aumento de 7 a 9 vezes
nas concentracdes IDL e LDL, sem significativa alteracdo das HDL. O turnover de IDL e
LDL nos camundongos RO estd aumentado em 30 vezes e 2 vezes, respectivamente, mas de
HDL € normal. Quando submetidos a dieta rica em gordura, esses animais desenvolvem
aterosclerose e xantomatose severas (Ishibashi et al., 1994).

Além disso, demonstramos que as células de vdrios tecidos destes animais estao sob
estresse oxidativo de origem mitocondrial (Oliveira et al., 2005). O aumento de geracdo de
EROS mitocondrial observado foi devido a reducdo na capacidade antioxidante das

mitocondrias, as quais apresentaram uma diminui¢do de seu conteido de NADPH,
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principal poder redutor para reconstituicdo do sistema enzimadtico glutationa
redutase/peroxidase (Oliveira et al., 2005). Resultados ainda ndao publicados por nosso
grupo demonstraram que existe uma correlacdo positiva entre a producdo mitocondrial de
EROS e a drea de lesdo aterosclertica na raiz da aorta dos camundongos RO,
independentemente de outros fatores pré-aterogénicos, como o colesterol plasmatico
(Dorighello GG. Tese de Mestrado, Unicamp, 2009). Adicionando-se a isso, Bonfleur et al.
demonstraram que os camundongos deficientes do receptor de LDL sdo intolerantes a
glicose, devido a uma menor secrecao de insulina pelas células beta pancredticas. Desta
maneira, os camundongos RO também apresentaram hiperglicemia e hipoinsulinemia
(Bonfleur et al., 2010). Assim, os camundongos deficientes do receptor de LDL apresentam
estresse oxidativo tecidual (Oliveira et al., 2005), intolerancia a glicose (Bonfleur et al.,
2010) e hipertensdao arterial (Trieu e Uckun, 1998). Em conjunto, esses distirbios

caracterizam também um modelo da sindrome metabdlica, além de modelo de

hipercolesterolemia familiar.
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Intervengdes dietéticas e farmacoldgicas tém sido utilizadas na tentativa de prevenir
ou reduzir a incidéncia de sindrome metabdlica e doengas cardiovasculares. A restricao
calérica € uma das estratégias usadas que se correlaciona com o aumento da longevidade e
diminui¢do da incidéncia de doengas cronicas relacionados ao envelhecimento. Drogas que
mimetizem os efeitos metabdlicos da restricdo caldrica tém sido intensamente buscadas. O
composto 2,4-dinitrofenol (DNP) é um derivado benzénico com alta afinidade por
membranas mitocondriais, onde funciona dissipando o gradiente de prétons e, portanto
induzindo o desacoplamento mitocondrial. No entanto, seus efeitos deletérios para a saude
humana sd@o bem conhecidos desde a década de 30 (Cutting et al., 1933). Porém, seu uso
experimental em doses minimas pode reproduzir parte dos efeitos da restricdo caldrica
(Caldeira da Silva et al., 2008)

Em nosso laboratério, demonstramos que os camundongos modelo de
hipercolesterolemia familiar humana, deficientes do receptor de LDL (R0), apresentam
alteracdes importantes no metabolismo energético e no estado redox tecidual que o
caracterizam também como modelo de sindrome metabdlica. Assim, o objetivo desse
trabalho foi avaliar os efeitos da restricio caldrica e do desacoplamento mitocondrial
brando, mediado pelo tratamento com 2,4 dinitrofenol, sobre o metabolismo energético e o

desenvolvimento de aterosclerose em camundongos hipercolesterolémicos (RO).
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MATERIAIS E METODOS

Camundongos hipercolesterolémicos deficientes do receptor de LDL (R0)
Os camundongos deficientes do receptor de LDL fundadores da colonia foram obtidos no
Jackson Laboratory (Bar Harbor, EUA). Todos os experimentos com animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimenta¢io Animal da Unicamp — Protocolo n°
1969-1 (CEEA/UNICAMP). Os camundongos tiveram acesso a dieta padriao para roedores
(Nuvital CR1, Colombo, Parand) e foram mantidos em camaras com temperatura de 22 +
1°C e ciclos de 12 h de claro-escuro. Os fendtipos dos filhotes descendentes dos
cruzamentos realizados entre camundongos RO (intercrosses) foram confirmados através da
dosagem de colesterol plasmatico, por ensaio enzimatico-colorimétrico (colesterol superior
a 200 mg/dl). Para controle interno, alguns animais também foram genotipados por PCR.
Protocolo experimental
Os camundongos foram separados em trés grupos com dois meses de idade.
e Grupo RO controle (R0): camundongos deficientes do receptor de LDL (background
C57B16/J) com ingestdo alimentar livre;
e Grupo RO restricdo calorica (RO-RC): camundongos deficientes do receptor de LDL
com ingestdo alimentar em dias alternados (dia sim, dia ndo);
e Grupo RO 2,4-dinitrofenol (RO-DNP): camundongos deficientes do receptor de LDL
com ingestdo alimentar livre e tratados diariamente com 1mg/L de DNP (Caldeira
da Silva et al, 2008) na agua de beber. Os camundongos ingeriram

aproximadamente 100 ug/Kg de DNP por dia.
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Ap6s 3 meses de restricdo caldrica e do tratamento com o desacoplador mitocondrial 2,4-
dinitrofenol nos camundongos deficientes do receptor de LDL foram avaliados os
parametros a seguir:

Componentes corporais:

1- Crescimento corporal e consumo alimentar;

2- Gravimetria do tecido adiposo visceral;

3- Gordura da carcaca e massa magra;

4- Lipideos hepéticos;

5- Leptina e adiponectina plasmaética;

6- Metabolismo corporal (producdo de gés carbdnico).

Estado redox hepiético e sist€émico:

1- Produg¢do mitocondrial de ROS hepitico;

2- Proteinas carboniladas no figado;

3- Antioxidantes totais plasmaticos;

4- Suscetibilidade na oxida¢ao da lipoproteina VLDL.

Homeostasia glicEmica:

1- Glicose e insulina plasmaticos;

2- Teste oral de tolerancia a glicose (GTT);
3- Teste de tolerancia a insulina (ITT);

4- Indice HOMA-IR.

Aterosclerose, lipideos e marcadores inflamatdrios plasmaticos:

1- TNFa e Proteina C reativa;
2- Colesterol total, triglicérides e acidos graxos;

3- Perfil das lipoproteinas;
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4- Aterosclerose na raiz da aorta.
Parametros bioquimicos plasmaticos
Os lipideos plasmaticos (colesterol, triglicérides e &acidos graxos) foram determinados
utilizando-se kits enzimaticos colorimétricos da Roche-Hitachi® (Alemanha) e Wako®
(Japdo), respectivamente, conforme instrucdes do fabricante. A glicemia foi quantificada
com a utilizagdo de glicosimetro (Roche-Accu-Chek, Suica). A capacidade antioxidante
total foi determinada através de ensaio enzimdtico conforme instru¢des do fabricante
Cayman® (EUA). Para a quantificacdo de insulina, leptina e adiponectina (Millipore,
EUA), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (eBioscience, EUA) e Proteina c-reativa (IBL,
EUA) plasmaticos foram utilizados kits imuno-enzimdticos comerciais Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), conforme as instrucdes dos fabricantes.
Crescimento corporal e Consumo alimentar
Os camundongos e a dieta foram pesados uma vez por semana durante trés meses a partir
do segundo més de idade. Além da curva de crescimento, também foi determinada o ganho
de peso apds subtracdo dos pesos iniciais. O consumo alimentar foi obtido através da
diferenca do peso da ragdo adicionada e a remanescente nas gaiolas. A ingestdo alimentar
foi calculada dividindo-se o valor da racdo consumida pelo nimero de animais na gaiola. A
eficiéncia alimentar foi obtida dividindo-se o ganho de peso pela ingestdo alimentar
multiplicando-se por 100.
Composicao Corporea
Ap6s o sacrificio dos camundongos, o tecido adiposo perigonadal e o figado foram
determinados por gravimetria e relativizados com o peso corporal. Apds remocao total dos

orgdos, as carcagas dos animais foram pesadas para a determinacdo do teor de gordura,
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conteido de dgua e massa magra. Inicialmente, as carcagas foram desidratadas em estufa
durante um periodo minimo de 72 horas a temperatura de 50 + 5 °C, ou até o peso ficar
constante. Apds desidratacdo da carcaca, esta foi colocada em extrator de soxhlet para
extracdo total da gordura com éter de petrdleo (Synth®), por um periodo minimo de 96
horas (Duivenvoorden et al., 2005). O contetido de dgua foi calculado através da subtracdo
do peso da carcaca antes e apds a desidratacdo na estufa. A gordura total foi calculada
através da subtracdo do peso da carcaga antes e apds a extracdo com éter de petrdleo e a
massa magra foi determinada através da subtracao do peso da carcaca desidratada pelo peso
da gordura total. O conteido de dgua foi normalizado com o peso da carcaca timida,
enquanto os depdsitos adiposos e a massa magra foram normalizados com o peso da
carcaca desidratada.

Perfil de lipoproteinas

O fracionamento das lipoproteinas (VLDL, LDL e HDL) foi determinado a partir do
plasma dos camundongos, os quais foram submetidos a cromatografia liquida de alta
resolucdo (FPLC) utilizando-se uma coluna de Superose 6 (Amersham Pharmacia HR
10/30) (Jiao et al., 1990). Nas 40 fracdes eluidas da coluna foram determinadas as
concentragdes de colesterol total utilizando kit enzimético da Roche-Hitachi® (Alemanha)
de acordo com as especificacdes do fabricante.

Taxa metabolica corporal (producao de CO3)

A taxa metabdlica corporal foi determinada indiretamente através da producdo de CO, em
camundongos in vivo. Para tal, foi utilizado o sistema de andlise em fluxo, preparado de
acordo com uma metodologia previamente estabelecida em nosso grupo (Calegario et al.,

2003). O protocolo do uso desse método em camundongos foi descrito por (Alberici et al.,
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2006). O sistema € baseado na difusdao de CO, gasoso da cuba onde os camundongos estao
fechados através da membrana de Teflon® para o fluxo de dgua deionizada. O CO,, ao
entrar em contado com a dgua, dissocia-se produzindo fons que, ao atravessarem a cela de
condutividade, geram um gradiente de condutividade registrado em forma de curvas. O
aumento na condutividade € proporcional a concentracio de CO, expirado pelos
camundongos. Os animais foram colocados individualmente no reator no periodo da manha
(8h00 as 10h00) e a expiracdo de CO, registrada por 5 minutos, por no minimo 3 dias.
Durante as medigdes, a temperatura externa do reator foi mantida a 22°C e a interna foi
mensurada para a base de calculos (pV = nRT). A produgdo de CO, de cada animal foi a
média de no minimo 3 medicdes em diferentes dias.

Suscetibilidade da oxidacao da VLDL

A suscetibilidade da oxidagdo da lipoproteina VLDL, foi avaliada através da cinética de
oxidacdo de 4dcidos graxos, a qual € caracterizada pela formacao de dienos conjugados, que
absorvem o comprimento de onda 234 nm (Hau et al., 1996). A VLDL, obtida através da
ultracentrifugacdo do plasma de camundongos em jejum por 12 horas, foi normalizada para
concentragdo de triglicérides (0,1 mg/mL) e incubada com 40 uM de CuSOy a 37°C para
promover a oxidacdo dos lipideos. A formagdo de dienos conjugados foi monitorada
continuamente em espectrofotobmetro no comprimento de onda 234 nm. A curva cinética
das absorbancias possui 2 fases distintas. A fase em lag, na qual a absorbincia ndo se
altera, indicando com isso, a resisténcia da lipoproteina para oxidacao e a fase de oxidacao,
na qual a absorbancia em 234 nm aumenta rapidamente até atingir um valor maximo.
Assim, foram avaliados 2 parametros da suscetibilidade da oxida¢do da VLDL: 1- o lag

time, tempo em minutos que a lipoproteina resiste a oxidagdo; 2- inclinacdo da fase de
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oxidagdo em absorbancia/minuto, indicando a velocidade na qual os lipideos da VLDL
foram oxidados.

Determinacao de lipideos do figado

Os lipideos totais do figado foram extraidos utilizando o método de FOLCH: (2 mL de
cloroférmio e 1 mL de metanol/ + 60 mg de figado) overnight (Folch et al., 1957). O
extrato total obtido foi filtrado e secado. O extrato lipidico seco foi ressuspendido em 500
uL tampao de ressuspensdo (0,5M de KH,POy4, 0,25M de NaCl, 25mM de 4cido célico e
0,5% de triton X-100 , pH=7,4), e as concentracdes de colesterol e triglicérides foram
determinadas através de Kits enzimaticos da Roche-Hitachi® (Alemanha), conforme
instrugdes do fabricante.

Teste oral de tolerancia a glicose (GTT), teste de tolerancia a insulina (ITT) e indice
HOMA-IR

GTT: Primeiramente, a glicemia basal (tempo = 0 min) de camundongos em jejum por 12
horas foi determinada em uma gota de sangue proveniente da cauda, através do
glicosimetro. Apds isso, 0s animais receberam por via oral (gavagem) uma carga de glicose
1,5 g/Kg e a glicemia sanguinea foi dosada nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apds a
gavagem, através do glicosimetro (Merat et al, 1999). A tolerdncia a glicose foi
determinada através da area sob a curva glicémica. ITT: Primeiramente, a glicemia basal
(tempo = 0 min) de camundongos alimentados foi determinada em uma gota de sangue
proveniente da cauda, através do glicosimetro. Apds isso, os animais foram injetados
intraperitonialmente com 0,5 U/Kg de insulina humana (Biohulin® R, Biobrés, Brasil) e a
glicemia sanguinea foi dosada nos tempos 10, 15, 30 e 60 minutos apds injecio (Pappan et
al., 2005), através do glicosimetro. A tolerdncia a insulina foi determinada através da area

sob a curva glicémica. O indice HOMA-IR foi calculado utilizando as concentracdes de
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insulina e glicose no estado de jejum: [Insulina (pM)/glicose (mM]/22,5 (Matthews et al.,
1985).

Contetdo de proteina carbonilada

O conteido de proteina carbonilada foi determinado de acordo Reznick e Packer e
modificada de Schid et al (Reznick e Packer, 1994; Schild et al., 1997). Aproximadamente
100 mg de figado foram homogeneizadas em tampao tris-HCI em tubos de vidros, nos
quais foram adicionados 4 mL de dinitrofenilhidrazina 10 mM em HCIl 2,5 M. Apés
incubacdo por 1 h em temperatura ambiente, a reacao foi interrompida pela adi¢do de 5 mL
de 4cido tricloroacético 20 %. Apds centrifugacdo e descarte dos sobrenadantes, os
precipitados foram lavados 2 vezes com etanol absoluto /acetato de etila (1:1) e mais uma
vez com dcido tricloroacético 10 %. O precipitado de proteinas foi ressuspendido em 2mL
hidrocloreto de guanidina 6M e a absorcdo foi determinada em 370 nm. O conteido de
proteica carbonilada foi calculado usando o coeficiente de absor¢cao molar para hidrazonas
alifdticas, 0,022 uM"'cm’, e expressa como nmol de proteina carbonilada/mg de proteina
hepdtica.

Analise histolégica das lesoes ateroscleréticas

Os camundongos foram anestesiados e seus coracdes foram lavados com tampao fosfato
(PBS) e em seguida com PBS-formaldeido 10%. Posteriormente, os coragdes foram
removidos e congelados em gel de congelamento O.C.T. e mantidos em freezer -80°C. O
processamento e coloracdo das raizes das aortas foram realizados de acordo com Paigen et
al. (Paigen et al., 1987). Os lipideos das lesdes aterosclerdticas foram corados com oil red e
quantificados como descrito por Rubin et al. (Rubin et al., 1991) usando o software Image J
(versdo 1.45h) para andlise das fotomicrografias (National Institutes of Health, Bethesda,

Md). As laminas foram analisadas sem identificagdo dos grupos de estudo. A drea das
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lesdes de seis sec¢oes de 10 pm, distantes 80 pm umas da outras, em um total de 600 pm
de comprimento da aorta, foram quantificadas. Para determinar a regido adrtica correta do
inicio das coletas (surgimento das védlvulas adrticas), sec¢des ndo coradas foram observadas

em microscopio de luz, durante o processamento dos tecidos.

Isolamento de mitocondrias hepaticas

Mitocondrias foram isoladas de figado dos camundongos sob jejum de 12 hs, utilizando-se
a técnica de centrifugacdo diferencial, segundo Schneider et al (Schneider et al., 1950). O
figado foi lavado em solucdo de sacarose 250 mM contendo tampao HEPES 5,0 mM pH
7,2 e EGTA 0,5 mM, picado com tesoura e homogeneizado em homogeneizador Potter-
Elvehjem. O material foi centrifugado a 2500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante
resultante foi centrifugado durante 10 minutos a 10000 rpm e a fase lipidica flutuante foi
retirada com pipeta Pasteur. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em
sacarose 250 mM, HEPES 5,0 mM pH 7,2 e EGTA 0,3 mM, e novamente centrifugado na
condicdo anterior. A fracdo mitocondrial foi ressuspensa na mesma solucdo sendo que
isenta de EGTA, numa concentracio de aproximadamente 50 mg de proteina por ml.
Producio de espécies reativas de oxigénio (EROS)

A geracdo de EROS foi monitorada espectrofluorimetricamente, usando o corante
permedvel a membrana H,-DCFDA (diacetato de diclorodihidrofluoresceina, 1uM)
(Garcia-Ruiz et al., 1997; LeBel et al., 1992). A fluorescéncia foi monitorada em 488 nm
para excitagdo e 525 nm para emissdo, com a largura da fenda de 3 nm. A calibracdo foi
feita pela adi¢do de concentracdes conhecidas de diclorofluoresceina (DCF), uma vez que o

produto da oxidacdo do H,-DCF apresenta fluorescéncia. A geragdo mitocondrial de H,O»
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nas mitocondrias isoladas foi monitorada através da fluorescéncia da forma oxidada do
probe Amplex Red (Molecular Probes) na presenca de peroxidase de raiz forte.

Anadlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média (epm). Foi utilizado

“t”

o teste de Student para comparacdo entre dois grupos. Nas andlises de correlagdo foi
utilizado o teste de Spearman’s r (coeficiente de correlacio de Spearman). Para todos os
testes foi utilizado o programa GraphPad Prism. Como o mesmo grupo de camundongos
deficientes do receptor de LDL foram usados como controles em ambos os estudos, para

todos os experimentos realizados, consideramos diferenca estatisticamente significante

quando P< 0,025.

48



RESULTADOS

Por razdes éticas, para limitar o uso de animais de laboratério, conduzimos o0s
estudos dos efeitos da restricdao caldrica e do tratamento com 2,4 dinitrofenol (DNP) nos
camundongos deficientes do receptor de LDL (R0O) em paralelo, usando um tnico grupo de
animais controles RO (sem nenhum tratamento) para ambos os estudos. Desta forma, os
resultados dos dois estudos s@o apresentados separadamente, mas o grupo controle é
repetido para comparagdo estatistica com 0s grupos experimentais em cada um dos estudos.
Em alguns de nossos resultados também apresentamos, apenas como referencial, os dados
de uma linhagem de camundongos wild type (WT) (C57Bl16/JUnib, Cemib, UNICAMP)
cujo background genético € muito semelhante ao dos camundongos RO (C57BI16/J, Jackson
Laboratory, USA). No entanto, os resultados dos animais WT ndo podem ser considerados
controles perfeitos dos RO, pois estes ultimos apresentam uma deficiéncia de uma enzima
mitocondrial, a transidrogenase de nucleotideos de nicotinamida mitocondrial (Toye et al.,
2005), altamente relevante para o estado redox da organela, defici€ncia esta que nio existe
nos camundongos WT da UNICAMP. Assim, nenhuma comparacdo estatistica foi realizada
entre os camundongos RO e WT. A comparacdo entre as duas sublinhagens de C57Bl6

(UNICAMP vs Jackson Laboratory) esta sendo objeto de estudo atualmente em nosso

grupo.

Estudo 1: Efeitos da restricao calorica sobre o metabolismo e o desenvolvimento da

aterosclerose em camundongos deficientes do receptor de LDL.
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Crescimento corporal, consumo alimentar e metabolismo corporal

Spindler (Spindler, 2012) descreve em artigo de revisdo varios estudos, nos quais
roedores sob restricdo caldrica apresentaram aumento da longevidade, sem alteracdo na
massa corporal. Porém, ainda ndo existem estudos em camundongos geneticamente
hipercolesterolémicos sob restricdo calérica. Assim, o crescimento corporal e o consumo
alimentar foram mensurados semanalmente durante trés meses em camundongos
deficientes do receptor de LDL ad libitum (RO) e sob restricdo caldrica (RO-RC). Como ja
esperado, os camundongos com alimentac¢do em dias alternados, apresentaram uma reducao
de 20% no consumo alimentar em relacdo aos RO. Apesar disso, o ganho de peso corporal
20% menor dos RO-RC, nao estava estatisticamente diferente dos RO. As eficiéncias
alimentares médias, assim como, as massas corporais iniciais e finais (com cinco meses de
idade) também estavam similares entre os grupos RO e RO-RC (Tabela 1). Os animais RO-
RC apresentaram uma diminuicdo no ganho de peso nas primeiras semanas da restricao,
porém posteriormente o crescimento ficou similar aos RO, como observado na Figura 1,
enquanto o consumo alimentar permaneceu uniformemente menor durante os trés meses de
andlise.

Para verificar se a intervencdo alimentar poderia alterar o metabolismo energético
corporal global dos camundongos RO, avaliamos a producdo de CO; in vivo. Os
camundongos RO-RC apresentaram variagdes didrias extremas no metabolismo corporal.
Como o protocolo de restricdo caldrica utilizado consistia em alimentacdo em dias
alternados, os animais permaneciam 24 horas em jejum, seguida de 24 horas com
alimentacdo ad libitum. Deste modo, durante os dias em jejum, os camundongos RO-RC
apresentaram uma diminui¢do de 22%, enquanto nos dias com alimentacdo ad libitum os

RO-RC apresentaram um aumento de 10% na producdo de CO, em relagdo aos
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camundongos RO ad libitum (Figura 2). A diferenca entre o metabolismo corporal nos
diferentes estados alimentares (jejum vs alimentado) dos camundongos sob restricao
caldrica foi surpreendentemente de 40% (Figura 2).

Lipideos e lipoproteinas plasmaticas

Os camundongos deficientes do receptor de LDL s3o modelos de
hipercolesterolemia familiar, uma vez que apresentam concentracdes plasmaticas de
colesterol elevadas de 2 a 4 vezes em relagdo aos camundongos selvagens (Ishibashi et al.,
1993). Deste modo, analisamos os efeitos da restricdo calérica nos lipideos plasmaéticos e
no perfil de lipoproteinas dos camundongos deficientes do receptor de LDL. Apesar de
exibir ingestdo alimentar reduzida, os camundongos sob restricdo caldrica apresentaram
concentragdes plasmadticas de colesterol 37% maiores que os RO com acesso a dieta ad
libitum. O aumento do colesterol total nos RO-RC reflete o aumento de 3 vezes na fracao
VLDL e de 50% na fragcdo LDL colesterol, quando comparados aos animais RO-ad libitum
(Figura 3). A fracdo HDL-colesterol estava similar nos RO e RO-RC (Tabela 2 e Figura
3). A RC nio teve efeito sobre as concentracdes plasmdticas de triglicérides (120 £ 9,1 vs
130 + 7,9 mg/dL) e nas concentragdes plasmadticas de dcidos graxos livres (0,62 + 0,05 vs
0,62 + 0,05 mM) nos camundongos RO e RO-RC.

Composicao corporal e concentracoes plasmaticas de leptina e adiponectina.

Com a intencdo de analisar os efeitos da restrigdo calorica sob a adiposidade nos
camundongos hipercolesterolémicos deficientes do receptor de LDL avaliamos a
composi¢do corporal, assim como, as concentracdes plasmadticas de leptina e adiponectina,
as quais estdo diretamente relacionadas com a massa adiposa (Galic et al., 2010). Apesar da
diminui¢do de 20% na ingestdo alimentar, os camundongos RO-RC exibiram diversas

alteracOes inesperadas em parametros corporais € na concentra¢do de leptina. Observamos
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que a restricdo caldrica causou um surpreendente aumento de 72% na massa adiposa da
carcaca dos animais RO-RC em relacdo aos animais ad [libitum. Além disso, os RO-RC
exibiram uma diminui¢do significante de 11% na massa magra da carcaca e aumento de
16% do depdsito de tecido adiposo perigonadal (Tabela 3). Corroborando com essas
alteracdes, as concentracdes de leptina plasmética estavam 50% e 35% aumentadas nos
estados de jejum e alimentado, respectivamente, nos camundongos em RC em relacdo aos
ad libitum (Figura 4). A massa do figado, assim como, a concentracdo de colesterol
hepético (1,99 £ 0,11 vs 2,20 £ 0,17 mg/g) estavam semelhantes entre os camundongos RO
e RO-RC, respectivamente (Tabela 3). No entanto, o conteido de triglicérides hepatico
estava 35% menor nos animais em RC comparados aos RO (Tabela 3). As concentracdes
plasmadticas de adiponectina ndo foram moduladas pelo regime de restricdo caldrica, se
mantendo similar nos RO e RO-RC (7,68 £+ 0,33 vs 8,45 + 0,28 ug/mL, respectivamente)
(Figura 4).
Homeostase glicémica

Recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou que os camundongos RO
apresentam intolerincia a glicose, devido a uma menor secrecdo de insulina, enquanto a
sensibilidade periférica a insulina parece ser normal (Bonfleur et al., 2010). Na literatura,
alguns estudos demonstraram os efeitos positivos da restricdo caldrica sobre a homeostase
glicémica (Anson et al., 2003; Masoro et al., 1992). Deste modo, averiguamos os efeitos da
restricdo caldrica nestes camundongos hipercolesterolémicos intolerantes a glicose. Ao
contrario do previsto, os camundongos RO-RC apresentaram um aumento de 42% na
concentragdo de glicose plasmdtica apos jejum de 12 horas em relacio aos RO ad libitum. A
glicemia no estado alimentado estava similar (144 + 3,9 vs 142 + 5,0 mg/dL) nos

camundongos RO e RO-RC, respectivamente (Tabela 4). Além disso, os camundongos sob
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restricdo caldrica exibiram um perfil de intolerancia a glicose em relagdao aos RO como
observado nos resultados do teste oral de tolerancia a glicose (GTT) (Figura 5). Além da
glicemia de jejum aumentada, os animais restritos caloricamente apresentaram glicemias
apés 90 e 120 minutos da ingestdo de glicose 40% maiores que os camundongos RO
(Figura 5). A intolerancia a glicose foi confirmada com a andlise da 4rea sob a curva
glicemica média, a qual estava 15% aumentada nos RO-RC em relacdo aos RO (Figura 5).
Adicionalmente, os RO-RC apresentaram um aumento de 50 e 60% na insulinemia nos
estados de jejum e alimentado, respectivamente, em relacio aos RO. Esse quadro de
hiperinsulinemia juntamente com a glicemia de jejum aumentada e a intolerancia a glicose
observada nos camundongos RO-RC caracterizam o desenvolvimento de diabetes nestes
animais. Para verificar a sensibilidade periférica a insulina, realizamos o teste de tolerancia
a insulina (ITT) e calculamos o indice HOMA-IR (modelo de avaliacdo homeostética) que
¢ indicador de resisténcia a insulina (Matthews et al.,, 1985). Durante o ITT, os
camundongos RO-RC apresentaram maiores concentracdes de glicose nos tempos 10 e 60
minutos apos a injecdo intraperitoneal de insulina em relacdo aos RO (Figura 6). Esses
dados sugerem que a restri¢do caldrica esteja causando resisténcia periférica a insulina, que
foi confirmada com as dreas sob a curva glicémicas durante o ITT, as quais estavam 25%
maiores nos RO restritos em relacdo aos RO ad libitum (Figura 6). Corroborando esses
dados, os RO-RC exibiram o indice HOMA-IR 90% maior que os RO (Tabela 4). Deste
modo, podemos dizer que as alteracdes geradas pela restricdo caldrica nos camundongos
deficientes do receptor de LDL sdo devidas a redu¢do na sensibilidade periférica a insulina.
Os RO-RC apresentaram hiperglicemia, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose e a insulina
e aumento do indice HOMA-IR, os quais sdo indicadores de diabetes mellitus tipo 11.

Estado redox sistémico e tecidual
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Na restri¢cdo caldrica, a taxa de envelhecimento esta reduzida proporcionalmente
com a redugdo na geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) mitocondriais (Barja,
2004). Guarente (Guarente, 2008) relata em sua revisdo que a restricdo caldrica promove o
aumento da taxa de respiracdo mitocondrial, € com isso, reduz a produ¢do de EROS
mitocondrial. A relacdo entre a taxa de respiracdo e a producdo de EROS mitocondrial ja
foi demonstrada anteriormente (Korshunov et al., 1997; Skulachev, 1998). Deste modo,
avaliamos se a restricdo caldrica poderia modular alguns indicadores do estado redox dos
camundongos hipercolesterolémicos, os quais ji apresentam estresse oxidativo tecidual,
como demonstrado anteriormente por nosso grupo (Oliveira et al., 2005; Paim et al., 2008).
Como observado na Tabela S, a capacidade antioxidante total plasmatica ndo estava
alterada nos grupos RO ad libitum e RO-RC (1,02 £ 0,04 vs 1,08 £ 0,06 nM). Por outro lado,
os camundongos em restricdo caldrica exibiram um lag time para inicio da oxidacdo da
lipoproteina VLDL 20% maior que os RO (Tabela S e Figura 7), ou seja, as VLDL dos
animais restritos caloricamente apresentaram maior resisténcia a oxida¢do induzida por
sulfato de cobre que as VLDL dos camundongos RO ad libitum.

Para verificar os efeitos da restricdo calérica no estado redox tecidual dos
camundongos hipercolesterolémicos, avaliamos a o conteudo de proteinas carboniladas
hepdticas e a geragdo de EROS em mitocdndrias isoladas do figado. Os camundongos com
restricdo caldrica apresentaram concentracdes das proteinas carboniladas semelhantes aos
camundongos RO ad libitum (7,4 £ 1,7 vs 8,0 + 1,0 nM/mg, respectivamente) (Tabela 5).
No entanto, ao analisar as mitocondrias do figado, os animais RO-RC exibiram uma
reducdo de 40% na oxidac¢do do probe H2DCF-DA, o que indica uma redugdo global na
geracdo de vdrias espécies de oxigénio que atacam o probe (Figura 8). Dentre as vdrias

EROS, a producdo de peréxido de hidrogénio mitocondrial nos camundongos sob restrigao

54



calérica ndo estava alterada em relacio aos RO (207 = 16 vs 228 = 3,1 nM de
H,0,/mg/min), conforme indicado pelo probe especifico amplex red (Figura 8). Deste
modo, a restricdo caldrica gerou alguns efeitos benéficos sobre a suscetibilidade ao estresse
oxidativo em lipoproteinas plasmaticas e nas mitocondrias hepéticas dos camundongos RO.
Inflamacio e Aterosclerose

Os mecanismos iniciais responsdveis pela formacao das placas aterogénicas ainda
sdo muito discutidos na literatura. Na aterogénese, o estresse oxidativo e a inflamacdo estdo
intrinsecamente ligados, podendo um fator modular o outro e vice versa (Hulsmans et al.,
2012). Assim, além de investigar parametros do estado redox, avaliamos os efeitos da
restricdo caldrica sobre alguns indicadores de inflamacdo sistémica e sobre o
desenvolvimento da aterosclerose nestes camundongos deficientes do receptor de LDL.
Para isso, foram analisados a citocina inflamatéria TNF-a e o marcador de fase aguda
proteina C-reativa (PCR). Os camundongos restritos caloricamente apresentaram perfis de
inflamacgdo cronica sistémica, com aumento de 28% na concentragdo plasmatica de TNF-a
e uma elevacao de 23% na concentragao plasmatica de PCR (Tabela 6).

Ao analisar o desenvolvimento da aterosclerose, observamos que a restri¢ao caldrica
gerou efeitos surpreendentes. Os camundongos sob regime de restricdo caldrica
apresentaram um aumento de 2,8 vezes na drea de deposi¢do de lipideos na parede interna
da raiz aorta em relacdo aos RO ad libitum (80,8 = 84 vs 284 + 3,5 x 10° umz,
respectivamente) (Figura 9). Fotografias representativas das sec¢des histolégicas podem
ser observadas na Figura 10. Assim, podemos dizer que o aumento do desenvolvimento da
aterosclerose nos camundongos restritos caloricamente ocorreu devido a presenca de
diversos fatores com cardter aterogé€nico, como a hipercolesterolemia, obesidade,

resisténcia a insulina e a inflamacgdo sistémica. Para determinar as relagdes diretas desses
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distirbios com o desenvolvimento da aterosclerose, usamos o teste de correlagdo de
Spearman r. Assim, a aterosclerose estava correlacionada positivamente com o colesterol
plasmético (R = 0,60, P = 0,0009), com a massa de gordura da carcaca (R = 0,60, P =
0,0078), com a leptina plasmatica (R = 0,056, P = 0,013) e com o TNFa plasmatico (R =
0,85, P = 0,0037). As correlagcdes da gordura da carcaga, leptina ¢ TNFa plasmaticos
permaneceram significativas apds ajuste do teste para o colesterol plasmaético,
demonstrando com isso que esses 3 parametros estdo relacionados com a aterosclerose

independentemente das concentragdes de colesterol.

Estudo 2: Efeitos do tratamento com 2,4 dinitrofenol (DNP) no metabolismo e

desenvolvimento da aterosclerose em camundongos deficientes do receptor de LDL.

Crescimento corporal, consumo alimentar e metabolismo corporal

O uso do desacoplador mitocondrial quimico 2,4 dinitrofenol (DNP) aumenta a
dissipacdo do gradiente de prétons e como consequéncia reduz a produgdo de ATP (Harper
et al.,, 2001). Assim, a diminuicdo de ATP poderia afetar o crescimento corporal, desta
maneira, investigamos os efeitos do tratamento com DNP durante 3 meses sobre o
crescimento corporal e comportamento alimentar de camundongos RO. As pequenas doses
de DNP usadas ndo afetaram o crescimento, consumo alimentar, ganho de peso e eficiéncia
alimentar dos camundongos RO (Tabela 7 e Figura 11).

Para verificar se o desacoplamento mitocondrial brando poderia alterar o
metabolismo energético corporal global dos camundongos RO, avaliamos a producdo de
CO, in vivo. Os camundongos tratados com DNP apresentaram taxas metabdlicas corporais

semelhantes aos RO ndo tratados (12,74 + 0,32 vs 12,39 £ 0,23, g CO,/Kg/h) (Figura 12).
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Lipideos e lipoproteinas plasmaticas

Analisamos os efeitos do tratamento com DNP sobre os lipideos plasmaéticos e o
perfil de lipoproteinas dos camundongos RO (Tabela 8 e Figura 13). Nao houve alteracdes
significativas nas concentragdes plasmadticas de colesterol total, triglicérides e lipoproteinas
VLDL, LDL, HDL pelo tratamento com baixas doses de DNP (Tabela 8 e Figura 13). No
entanto, ao avaliar as concentracdes plasmaticas de dcidos graxos livres, verificamos que os
camundongos tratados com DNP estavam com as concentragdes plasmaticas 22% reduzidas

em relacdo aos RO (Tabela 8).

Composicao corporal, leptina e adiponectina plasmaticas

Os camundongos RO tratados com DNP exibiram depdsitos de tecido adiposo
visceral (perigonadal) e subcutaneo (carcaga), massa magra, massa hepdtica, e contetdo
hepético de lipideos semelhantes aos animais RO nao tratados (Tabela 9). As concentracdes
plasmadticas das adipocinas leptina e adiponectina também estavam semelhantes entres os

grupos RO-DNP e RO (Figura 14).

Homeostase glicémica

Recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou que os camundongos RO
apresentam intolerancia a glicose, devido a uma menor secrecdo de insulina (Bonfleur et
al., 2010). Caldeira et al. demonstraram que os camundongos Swiss tratados com baixas
doses do desacoplador mitocondrial 2,4 dinitrofenol apresentaram menor glicemia e
insulinemia (Caldeira da Silva et al., 2008). Deste modo, investigamos os efeitos do

tratamento com DNP nos camundongos RO. Os camundongos tratados com DNP

57



apresentaram glicemia e insulinemia, tanto no estado de jejum como alimentado,
semelhantes aos RO nao tratados (Tabela 10). Esse resultado difere do trabalho anterior
(Caldeira da Silva et al., 2008) que utilizou um modelo animal diferente e tempo de
tratamento maior quando comparado com nosso estudo. Os camundongos RO tratados com
DNP também ndo apresentaram alteracdes na tolerancia a glicose, como observado nas
curvas glicémicas praticamente sobrepostas na Figura 15. Para verificar se o tratamento
com DNP teria causado alguma alteracdo na sensibilidade periférica da insulina, foi
realizado o teste de tolerancia a insulina (Figura 16). Os camundongos tratados com DNP
ndo apresentaram alteracdes na sensibilidade periférica a insulina, concordando com o

indice HOMA-IR que estava inalterado nestes animais (Tabela 10).

Estado redox sistémico e tecidual

Estudo prévio mostrou que camundongos tratados com baixas doses do
desacoplador mitocondrial, 2,4-dinitrofenol apresentaram diminuicdo na produgdo de
EROS no cérebro, figado e coracdo (Caldeira da Silva et al., 2008). Assim, avaliamos se o
tratamento com DNP poderia modular o estado redox dos camundongos RO, que além da
hipercolesterolemia, também apresentam estresse oxidativo tecidual (Oliveira et al., 2005;
Paim et al., 2008). Para isso, avaliamos a capacidade antioxidante total do plasma, e a
suscetibilidade a oxidagdo da lipoproteina VLDL e verificamos que ambos indicadores
sistémicos nao estavam alterados no plasma dos animais tratados com DNP (Tabela 11). O
estado redox tecidual foi investigado através da quantificacdo das proteinas carboniladas
hepaticas e da geracdo de EROS em mitocondrias do figado. Os camundongos RO tratados

com DNP exibiram uma reducdo de 35% na concentracdo de proteinas carboniladas

hepéticas (Tabela 11) e uma reducdo de 32% na produg¢do mitocondrial de EROS

58



(oxidac¢do de H,DCF-DA) e de 15% na producao de H,O, (amplex red) (Figura 17). Essa
modulacdo foi provavelmente decorrente do aumento na taxa de respiragdo mitocondrial

causado pelo desacoplamento mitocondrial induzido pelo DNP.

Inflamacio e Aterosclerose

Como na aterogénese o estresse oxidativo e a inflamacdo estdo intrinsecamente
ligados, além de investigar parametros do estado redox, avaliamos os efeitos do tratamento
com DNP na inflamacdo sistémica e aterosclerose em camundongos R0O. O tratamento com
DNP nao causou modificacdes nos marcadores inflamatérios classicos analisados, o TNF-a
e a proteina C-reativa (Tabela 12). Apesar de nio modular a inflamacao sist€émica e a
maioria dos pardmetros metabdlicos analisados, os camundongos RO tratados com DNP
exibiram resultados surpreendentes no desenvolvimento da aterosclerose na raiz da aorta:
uma reducdo de 35% no tamanho médio das lesdes, representadas pelo acimulo lipidico da
raiz da aorta, quando comparados aos camundongos RO ndo tratados (18,5 + 4,4 vs 28,4 +

3,5 x 10° um?, respectivamente) (Figuras 18 e 19).
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DISCUSSAO

Estudo 1: Efeitos da restricao calérica sobre o metabolismo e o desenvolvimento da
aterosclerose em camundongos deficientes do receptor de LDL.

Estudos demonstraram que a restricao caldrica em roedores causou uma diminui¢ao
na geracdo de EROS mitocondrial (Gredilla et al., 2001; Sanz et al., 2005), assim como, nas
concentragdes plasmdticas de glicose e insulina (Argentino et al., 2005; Masoro et al.,
1992). A restricdo caldrica também aumentou a tolerancia a glicose e a sensibilidade a
insulina em ratos (Park et al., 2005). Varady e Hellerstein demonstraram em revisdao que a
restricdo caldrica (alimentacdo intermitente) reduziu indicadores de risco cardiovascular,
diabetes e cancer em estudos com humanos e animais (Varady e Hellerstein, 2007). Além
disso, a concentracdo de colesterol total, triglicérides e acidos graxos plasmadticos, assim
como, a proliferagdo de células de misculo liso vascular da aorta estavam reduzidas em
camundongos C57BL/6 sob regime de alimentacdo em dias alternados (Varady et al.,
2009). Com isso, levantamos a hipétese de que a RC poderia corrigir vérios disttirbios
metabdlicos presentes no modelo experimental de hipercolesterolemia familiar que é
suscetivel a aterosclerose, o camundongo deficiente de receptor de LDL.

Como esperado, os RO-RC apresentaram redu¢d@o no consumo alimentar. O regime
de alimentacdo dia-sim-dia-ndo refletiu em taxas de metabolismo corporal (producdo de
CO,) extremamente diferentes diariamente, conforme o esperado, taxas metabdlicas
reduzidas em dias de jejum e aumentadas nos dias de alimentacdo. Hambly e Speakman
mostraram que camundongos MFI, sob restricdo dietética de 20%, apresentaram menor
metabolismo corporal em relagdo a camundongos ad libitum, porém ndo apresentaram

diferengcas entre os estados de jejum e alimentado (Hambly e Speakman, 2005).

60



Diferentemente, em ratos sob restricdo calérica de 40%, o metabolismo basal ndo foi
modulado (Greenberg e Boozer, 2000). Portanto, podemos dizer que os efeitos da restricao
calérica sobre o metabolismo corporal podem variar em fung¢do do protocolo de restricao,
da espécie animal estudada, ou do background genético da espécie.

Apesar de exibir ingestdo alimentar cumulativa reduzida, os camundongos sob
restricdo caldrica apresentaram aumento nas concentracdes plasmaticas de colesterol total e
das fragoes VLDL e LDL em relacdao aos RO com dieta ad libitum. Essa alteracdo poderia
ser resultado de uma elevada taxa de sintese de lipideos, que ja esta presente nestes animais
alimentados ad libitum (Oliveira et al., 2005). Apds 24 horas de jejum, os camundongos
devem ingerir um volume muito grande de ragcdo nas primeiras horas em contato com a
racdo. Em estudo recente, foi observado que camundongos, C57BL6 em restri¢ao calérica
de 30%, ingeriram em apenas 1 hora apds contato com a dieta a mesma quantidade que os
animais ad libitum ingeriram durante 24 horas (Bruss et al., 2010). Bruss et al. observaram
um aumento na secrecdo de VLDL-TG nas primeiras 6 horas apds alimentacdo nestes
camundongos sob restri¢do caldrica (Bruss et al., 2010). Assim, essa alta ingestdo alimentar
em periodo curto de tempo poderia ser responsdvel pelas taxas elevadas de sintese e
secrecao de lipideos no figado. Como os camundongos deficientes do receptor de LDL
possuem clearance da VLDL e da LDL extremamente reduzido (Ishibashi et al., 1993), os
triglicérides da VLDL produzida em excesso no figado dos RO-RC seriam metabolizado no
compartimento intravascular, liberando AGL para todos os tecidos, enquanto o colesterol
permaneceria na circulacdo, gerando com isso, o aumento do colesterol total e das fracdes
VLDL- e LDL-COL. Nossos dados de reducdo de TG no figado e elevagdo de VLDL-
colesterol no plasma reforcam a hipdtese de secrecdo aumentada de VLDL pelo figado dos

animais em restri¢ao caldrica.
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Além da hipercolesterolemia, a restri¢do caldrica gerou um aumento inesperado de
tecido adiposo perigonadal (15%) e massa de gordura na carcaga (72%), assim como uma
diminuicdo da massa magra e elevacdo nas concentracdes plasmdticas de leptina nos
camundongos deficientes do receptor de LDL. Apesar da elevacdo dos dois depdsitos
adiposos, visceral (perigonadal) e subcutdneo (carcaca), provavelmente o depdsito
subcutaneo seria o principal responsdvel pelo aumento da leptina plasmética, uma vez que
ja& foi demonstraram que a leptina é secretada 2 a 3 vezes mais no tecido adiposo
subcutaneo do que no visceral (Van Harmelen et al., 1998). Camundongos, C57BL6 sob
restricdo calérica de 30%, apresentaram aumento no armazenamento de 4cidos graxos
recém-sintetizados no tecido adiposo subcutianeo e perigonadal nas primeiras horas apds
inicio da alimentacao em relagdo aos camundongos ad libitum (Bruss et al., 2010). Os RO-
RC apresentaram um aumento de 3 vezes na concentragdo de VLDL-COL, sem alteracdes
nas concentragdes plasmaticas de triglicérides, o que demonstra que o triglicérides
absorvidos e sintetizados estariam sendo armazenado nos depdsitos adiposos. A
alimentacdo intermitente de longo prazo promoveu um aumento de deposicdo lipidica no
tecido adiposo branco de ratos, através da regulacio positiva da proteina FSP27, a qual esta
envolvida na formacdo das goticulas lipidicas nos adipdcitos (Karbowska e Kochan, 2012).
Interessante, camundongos C57BL/6J, sob alimentagdo intermitente modificada, com
reducdo de 15% do volume de rag@o nos dias alimentados em relagdo ao consumo diério
dos animais ad libitum, apresentaram aumento nos depoésitos subcutaneos e diminui¢cao nos
depdsitos viscerais em relacdo aos camundongos ad libitum (Varady et al., 2009), porém
sem diferenca na massa adiposa total.

Os camundongos RO, que ja sdo intolerantes a glicose em alimentacdo ad libitum

(Bonfleur et al., 2010), quando sob restri¢do caldrica, apresentaram aumento da glicemia de
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jejum e da insulinemia, piora da intolerancia a glicose e aparecimento de resisténcia a
insulina. Portanto, este regime alimentar levou ao aparecimento de Diabetes Tipo II nestes
animais. Diferentemente, na literatura sdo encontrados dados opostos em roedores sob-
regime de alimentacdo intermitente (Anson et al., 2003; Wan et al., 2003). Portanto,
podemos dizer que a deficiéncia genética do receptor de LDL provavelmente é responsavel
pelas diferencas de respostas a restricdo calérica observadas nos R0 e nos animais controles
estudados previamente. Os distirbios na homeostase glicémica estdo diretamente
associados com a obesidade encontrada nos RO em restri¢cao calérica, uma vez que a massa
adiposa da carcaca dos camundongos estd correlacionada positivamente com a
hiperglicemia (R = 0,65, P = 0,01) e com a intolerancia a glicose (R = 0,88, P<0,0001).
Como se sabe, a obesidade e a resisténcia a insulina estdo intimamente ligadas (Kahn et al.,
2006). E possivel ainda, que tenha havido aumento de deposi¢io de gordura no tecido
muscular (incluido na carcaga), o que teria contribuido para resisténcia periférica a insulina.

Muitos estudos demonstraram anteriormente os efeitos benéficos da restricao
caldrica sobre o estresse oxidativo celular (Gredilla et al., 2001; Sohal e Weindruch, 1996).
De fato, as VLDL dos camundongos RO-RC apresentaram menor suscetibilidade a
oxidacdo, o que indica que a restricao caldrica poderia ter modulado o balanco de pro- e
anti-oxidantes celular durante o empacotamento da VLDL no figado. Além disso, os RO
restritos caloricamente apresentaram uma menor producdo de EROS em mitocOndrias
isoladas de figado, observado quando utilizamos o probe H,-DCF-DA, o qual tem a
vantagem de refletir a producdo de um grande nimero de EROS, incluindo derivados do
6xido nitrico, porém tem a desvantagem de ser sensivel a interferentes ndo especificos. Das
EROS possivelmente elevadas nas mitocOndrias hepdticas, exclui-se o perdoxido de

hidrogénio, uma vez que nio houve diferenca na oxidacdo do probe especifico amplex-red.
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Embora o indicador de oxidacdo de proteinas hepdticas (carbonilacdo) ndo tenha sido
alterado pelo regime de restricdo caldrica, houve algum beneficio no estado redox das
lipoproteinas e em mitocondrias hepéticas. Importantes mediadores inflamatdrios estdo
presentes em todas as etapas da aterogénese (Libby, 2012). Os camundongos tratados com
restricdo caldrica apresentaram um perfil sistémico de inflamacdo crénica, com aumento na
concentragdo plasmética de TNF-a e de proteina C-reativa. Ao contrdrio de nossos dados,
foi mostrado que camundongos C3B10RF1 sob restricio caldrica do tipo alimentagdao
intermitente durante 27 meses apresentaram reducdo de 10 vezes na concentragdo
plasmatica de TNFa e de 4 vezes em IL-6 em relagdo aos controles ad libitum (Spaulding et
al., 1997). Da mesma maneira, ratos Sprague-Dawley alimentados com dieta hiperlipidica
sob restricdo caldrica de 40% apresentaram reducdo na expressao de proteina C-reativa
(Park et al., 2012). Novamente, podemos atribuir os diferentes resultados a diferenca de
background genético e espécie em relacao ao nosso modelo, além do tempo de tratamento.
Surpreendentemente, a restrigdo caldrica nos animais RO causou um aumento de
quase 3 vezes na area de lesdo aterosclerdtica da raiz da aorta, sitio de predicdo de
formacdo de lesao neste modelo. Observamos correlagdes positivas entre a area de lesdo
aterosclerética e as concentragdes plasmaticas de TNFa, leptina, e massa de gordura da
carcaca, que sdo independentes das concentracdes de colesterol (correlacOes ajustadas pelo
colesterol). Assim, apesar de alguns efeitos benéficos sobre o estado redox de lipoproteinas
e de mitocOndrias hepaticas, a restricdo caldrica tornou os camundongos deficientes do
receptor de LDL ainda mais hipercolesterolémicos, obesos, diabéticos e com inflamacao
sist€mica, todos, fatores que contribuem para agravar o desenvolvimento da aterosclerose

(Bornfeldt e Tabas, 2011; Kleemann et al., 2008; Rocha e Libby, 2009).
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Estudo 2: Efeitos do tratamento com 2,4 dinitrofenol sobre o metabolismo e o
desenvolvimento da aterosclerose em camundongos deficientes do receptor de LDL.
Drogas que mimetizam os efeitos metabdlicos da restricdo caldrica tém sido
buscadas e estudadas (Chiba et al., 2010; Spindler e Mote, 2007). O desacoplamento
mitocondrial brando poderia ser uma boa opcdo para aumentar a velocidade do
metabolismo e reduzir a produ¢do de EROS, tal como observado nos camundongos
hipertrigliceridémicos que exibiram maior atividade do mitoKATP (Alberici et al 2009). O
uso do DNP h4 muito tempo foi proibido por seus conhecidos efeitos deletérios sobre a
saide humana (Cutting et al., 1933). Na década de 1930, o dinitrofenol foi utilizado para
promover o emagrecimento, no entanto, resultou em inimeras mortes por hipertermia em
individuos que ingeriram altas doses (Parascandola, 1974). Em nosso estudo, utilizamos
doses 100 vezes menores que as doses usadas para emagrecimento em humanos no passado
e cerca de 1000 vezes menores que a dose letal para camundongos (Caldeira da Silva et al.,
2008). Com excecdo de uma reducdo nos niveis plasmdticos de 4cidos graxos livres, o
tratamento dos animais hipercolesterolémicos com estas doses minimas de DNP ndo causou
nenhuma alteragdo significativa no metabolismo lipidico e glicidico, nem na composi¢do
corporal dos animais. A redu¢do de AGL plasmaticos deve refletir aumento de captacao
tecidual e aumento da velocidade da [-oxidacdo diretamente estimulada pelo
desacoplamento mitocondrial. Além disso, o dinitrofenol promove ativagdo da AMPK,
conforme demonstrado em musculos de ratos tratados (Hayashi et al., 2000), o que também
causa aumento da B-oxidagdo (Hardie, 2008). Deste modo, o desacoplamento mitocondrial
quimico poderia estar direta e indiretamente promovendo a oxidacdo de 4cidos graxos e

consequentemente sua reducdo no plasma dos camundongos hipercolesterolémicos.
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No estudo prévio de Caldeira da Silva et al, camundongos Swiss tratados com estas
mesmas doses baixas de DNP apresentaram reducdo do crescimento corporal, da glicemia,
insulinemia e trigliceridemia (Caldeira da Silva et al., 2008). Essas diferencas de resposta
ao DNP podem estar relacionadas as diferencas basais nas linhagens de camundongos, por
exemplo, os camundongos Swiss com 5 meses de idade apresentam massa corporal 2 vezes
superior, glicemia 3 vezes maior, insulinemia e trigliceridemia 2 vezes maiores que OS
camundongos RO da mesma idade (background C57BL6). Os camundongos Swiss sao
classicamente considerados mais suscetiveis a doencas metabdlicas e mais responsivos a
manipulacdes experimentais que os C57BI6.

Em nosso estudo, o tratamento com DNP mostrou beneficios significativos no
estado redox tecidual, conforme avaliado no figado, redugdes significativas do contetido de
proteinas carboniladas e da produc¢do mitocondrial de EROS. Estes resultados também
foram observados nos camundongos Swiss (Caldeira da Silva et al., 2008).

A aterosclerose € uma doenca com origem multifatorial, podendo ter seu
desenvolvimento acelerado devido a fatores metabdlicos (dislipidemias, resisténcia a
insulina e obesidade), hemodinamicos (hipertensdo arterial) e inflamatérios (Glass e
Witztum, 2001). O objetivo principal de nossa investigacdo foi avaliar o efeito do
desacoplamento mitocondrial brando sobre o desenvolvimento espontaneo da aterosclerose
nos camundongos R0. Esperavamos encontrar melhoras no perfil metabdlico, inflamatorio,
redox e na manifestacdo da doenca. Embora ndo tenhamos observado alteracdes no
comportamento metabdlico dos animais tratados com 2,4 dinitrofenol, observamos uma
reducdo significativa de 35% no tamanho médio das lesdes da raiz da aorta em relacdo aos
camundongos RO ndo tratados. Esse achado revela a importincia do estado redox

mitocondrial e dos efeitos antioxidantes do desacoplamento brando da organela na
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manifestacdo da doenca aterosclerdtica, independentemente dos cldssicos fatores de risco

desta doenca.
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CONCLUSOES

1- A restricdo caldérica em camundongos deficientes do receptor de LDL, apesar ter gerado
algum beneficio sobre o estado redox sistémico e tecidual, causou resisténcia a insulina,
aumento adicional da colesterolemia, da massa de gordura, e de mediadores inflamatorios.
A piora do conjunto de distirbios metabdlicos presentes nesses camundongos causaram
aumento marcado de aterosclerose nos animais sob restricdo caldrica. Portanto, podemos
concluir que o regime de restricdo caldrica induziu obesidade e diabetes e piorou a
aterosclerose de camundongos com defici€ncia de receptores de LDL, e que ndo deve ser

utilizado em organismos com este defeito genético.

2- O tratamento com o protonéforo DNP, que causa um desacoplamento mitocondrial
brando, ndo modificou o comportamento alimentar, a composi¢do corporal, a homeostase
lip€mica e glicémica, e os niveis dos marcadores inflamatérios TNF-a ¢ PCR de
camundongos deficientes do receptor de LDL. No entanto, o DNP induziu efeitos
antioxidantes teciduais expressivos, a saber, redu¢do de carbonilagdo de proteinas e reducao
da producdo de EROS mitocondrial. Estes efeitos se refletiram na redugdo significativa do
desenvolvimento espontineo da aterosclerose nos camundongos tratados com DNP,
independentemente de classicos fatores de risco para a doenca. Estes resultados evidenciam
o papel central do estresse oxidativo mitocondrial na aterogénese de organismos com

deficiéncia genética de receptor de LDL.
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Tabela 1: Parametros de crescimento corporal e de consumo alimentar de camundongos
deficientes do receptor de LDL (R0O) sob regime de restri¢do caldrica (RO-RC).

Parametros (g) RO RO-RC
Peso Corporal Inicial 20,9 + 0,4 21,3+0,4
Peso Corporal 25,2 +0,3 249 +0,4
Ganho de Peso 4,5+0,3 3,6 04
Consumo alimentar 325 +£3,2 263 + 2. 3%
Eficiéncia Alimentar (&) 1,37 £0,07 1,39 £ 0,15

&: (ganho de peso/consumo alimentar)*100. RO (N=22) e RO-RC (N=16) * P<0,0001 teste T de Student

Tabela 2: Lipideos e lipoproteinas plasmaticos de camundongos deficientes do receptor de
LDL (RO) sob regime de restricao calérica (RO-RC).

Parametros (mg/dL) RO N RO-RC N
Colesterol total 219+ 7.8 15 300 +10,3* 15
VLDL (COL) 13,1£1,5 8 38,7 £5,2% 10
LDL (COL) 104,2 £ 3,0 8 155,77 +3,7* 10
HDL (COL) 101,3 £ 2,1 8 105,5 £ 5,0 10
Triglicérides 120+ 9,1 16 130£7,9 15
Acidos graxos (mM) 0,62 + 0,05 17 0,62 + 0,05 14

* P<0,001 teste T de Student
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Tabela 3: Composicdo corporal de camundongos deficientes do receptor de LDL (R0O) sob
regime de restri¢ao calérica (RO-RC).

Parametros RO N RO-RC N

T.A. Perigonadal 21 20

(% do peso corporal) 1,00 + 0,05 1,16 + 0,05*

(mg) 224 + 12 261 + 12

T.A. Subcutaneo 12 11

(% do peso da 13,5+ 1,8 232+ 1,0*

carcaga)
742 £ 116 1261 + 70*

(mg)

Massa Magra (% do 12 11
86,5+ 1,8 76,7 £ 1,0*

peso da carcaga)

Figado (% do peso 17 12
4,29 +0,13 4,28 +0,19

corporal)

TG Hepatico (mg/g) 225+22 13 15,1 £ 1,7%* 10

COL Hepético (mg/g) 1,99 £0,11 13 2,20 £0,17 10

*P<0,025 teste T de Student.
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Tabela 4: Homeostase glicémica de camundongos deficientes do receptor de LDL (RO) sob
regime de restri¢do calérica (RO-RC).

Parametros RO N RO-RC N
Glicemia (mg/dL)

Alimentado 144 £3.9 27 142 +£5,0 25
Jejum 86 +2,7 16 122 £ 6,1%* 15
Insulina (ng/mL)

Alimentado 1,12+ 0,14 7 1,78 £ 0,22# 8
Jejum 0,36 + 0,01 7 0,54 + 0,06* 8
Indice HOMA-IR 142 +1,7 7 27,1 +3,5% 8

Jejum de 12 horas, HOMA-IR: (insulina de jejum (pM)*glicemia de jejum (mM))/22,5. * P<0,015 , # P =
0,029 teste T de Student.
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Tabela 5: Marcadores do estado redox em plasma e figado de camundongos deficientes do
receptor de LDL (RO) sob regime de restri¢ao caldrica (RO-RC).

Parametros N WT RO RO-RC
Antioxidantes Totais 6-8

1,28 £0,12 1,02 £ 0,04 1,08 £ 0,06
(mM)
Proteina Carbonilada 8-9

45+1,1 8,010 74 +1,7

(nM/mg de proteina)
Oxidagdo da VLDL
Lag Time (min) 6-10 382 +80 73 +4.9 88 + 3,6%
Velocidade (inclinac¢ao) 5.11 45+05 8.5+0.2 73405

Camundongos selvagens (WT) foram utilizados apenas como referencial.* P=0,021 teste T de Student em
relacdo ao RO.

Tabela 6: Marcadores inflamatdrios sist€émicos em camundongos deficientes do receptor de
LDL (RO) sob regime de restri¢ao calérica (RO-RC).

Parametros RO N RO-RC N
TNFa (pg/ml) 72+0,3 11 92 +0,7* 11
PCR (ng/ml) 75+0,3 8 9.2 +£0,3* 7

* P<0,02 teste T de Student
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Tabela 7: Parametros de crescimento corporal e de consumo alimentar de camundongos
deficientes do receptor de LDL (RO) tratados com 2,4 dinitrofenol (RO-DNP).

Parametros (g) RO RO-DNP
Peso Corporal Inicial 20,9 + 0,4 21,0+0,3
Peso Corporal 25,2 +0,3 25,2+0,3
Ganho de Peso 4,5+0,3 42 +0,3
Consumo alimentar 325 +£3,2 328 +£7.5
Eficiéncia Alimentar (&) 1,37 £0,07 1,30 + 0,09

&: ((ganho de peso/consumo alimentar)*100). RO (N=22) e RO-DNP (N=16)

Tabela 8: Lipideos e lipoproteinas plasmaticos de camundongos deficientes do receptor de

LDL (RO) tratados com 2,4 dinitrofenol (RO-DNP).

Parametros (mg/dL) RO N RO-DNP N
Colesterol total 219+ 7.8 15 223 + 10,6 13
VLDL (COL) 13,1+1,5 8 142 +2,1 7
LDL (COL) 104,2 £ 3,0 8 111,029 7
HDL (COL) 101,3 £ 2,1 8 97,3 +25 7
Triglicérides 120+ 9,1 16 116 £8.,5 13
Acidos graxos (mM) 0,62 £ 0,05 17 0,48 £0,03* 15

* P=0,02 teste T de Student
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Tabela 9: Composicdo corporal de camundongos deficientes do receptor de LDL (RO)
tratados com 2,4 dinitrofenol (RO-DNP).

Parametros RO N RO-DNP N

T.A. Perigonadal 21 19

(% do peso corporal) 1,00 + 0,05 0,98 + 0,04

(mg) 224 + 12 214 £ 10

T.A. Subcutaneo 12 10

(% do peso da 13,5+ 1,8 12,1 £1,0

carcaga)
742 £ 116 647 £ 65

(mg)

Massa Magra (% do 12 10
86,5+ 1,8 87,9+1,0

peso da carcaga)

Figado (% do peso 17 12
4,29 +0,13 4,35 £ 0,08

corporal)

TG Hepatico (mg/g) 225+22 13 192+23 10

COL Hepético (mg/g) 1,99 £0,11 13 2,02 +£0,10 11
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Tabela 10: Homeostase glicémica de camundongos deficientes do receptor de LDL (RO)
tratados com 2,4 dinitrofenol (RO-DNP).

Parametros RO N RO-DNP N
Glicemia (mg/dL)

Alimentado 144 £3.9 27 140 £4,0 24
Jejum 86 +2,7 16 85+3,3 13
Insulina (ng/mL)

Alimentado 1,12+ 0,14 7 1,31 £ 0,21 5

Jejum 0,36 + 0,01 7 0,33 + 0,04 5

Indice HOMA-IR 142 +1,7 7 123+18 5

Jejum de 12 horas, HOMA-IR: (insulina de jejum (pM)*glicemia de jejum (mM))/22,5.

85



Tabela 11: Marcadores do estado redox em plasma e figado de camundongos deficientes
do receptor de LDL (RO) tratados com 2,4 dinitrofenol (RO-DNP).

Parametros N WT RO RO-DNP
Antioxidantes Totais 6-8

1,28 £0,12 1,02 £ 0,04 1,02 £ 0,05
(mM)
Proteina Carbonilada 8-9

45+1,1 8,010 5,1 £0,8*

(nM/mg de proteina)
Oxidagdo da VLDL
Lag Time (min) 6-11 382 + 80 73 +4.9 71 +£4,5
Velocidade (inclinacao) 5.11 45+05 8.5+0,2 9,0 +0,4

Camundongos selvagens (WT) foram utilizados apenas como referencial. * P=0,024 teste T de Student one tail
em relacdo ao RO.

Tabela 12: Marcadores inflamatdrios sist€émicos em camundongos deficientes do receptor
de LDL (RO) tratados com 2,4 dinitrofenol (RO-DNP).

Parametros RO N RO-DNP N
TNFa (pg/ml) 72+0,3 11 8,2+0,7 12
PCR (ng/ml) 75+0,3 8 7.3 +£0,6 7
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Figura 1: Curva de crescimento (Painel A) e de ganho de peso corporal (Painel B) de camundongos deficientes do
receptor de LDL (RO) sob regime de restricao calérica (RO-RC) durante o periodo de trés meses. n= 16-22.
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Figura 2: Producao de CO, in vivo de camundongos deficientes do receptor de LDL (R0) sob
regime de restri¢do caldrica (RO-RC) durante o periodo de trés meses. n= 8. Devido ao
protocolo de restri¢do caldrica, com alimentagdo dia-sim, dia-ndo, os camundongos RC foram
avaliados nos estados de jejum e alimentado., * P<0,025 teste T de Student.
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Perfil de Lipoproteinas
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Figura 3: Perfil de lipoproteinas plasmaticas de camundongos deficientes do receptor de LDL (R0) sob
regime de restricdo caldrica (RO-RC) durante o periodo de trés meses. n= 8-10. As fragdes de
lipoproteinas foram separadas por cromatografia liquida de alta resolu¢dao (FPLC). A VLDL, LDL e
HDL sdo visualizadas no primeiro, segundo e terceiro pico, respectivamente.
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Figura 4: Concentracdes plasmaticas de leptina (jejum e alimentado) (Painel A) e adiponectina (jejum) (Painel B)
de camundongos deficientes do receptor de LDL (RO) sob regime de restrigdo caldrica (RO-RC) durante o periodo
de trés meses. n= 7-14. * P<0,015 teste T de Student.
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Teste de Tolerancia a Glicose Area sob a curva
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Figura 5: Teste oral de tolerancia a glicose (GTT) (Painel A) e drea sob a curva total do GTT (Painel B) de
camundongos deficientes do receptor de LDL (R0) sob regime de restricio calérica (RO-RC) durante o periodo

de trés meses. Camundongos selvagens (WT) foram utilizados apenas como referencial. n = 8-10, * P<0,003
teste T de Student.
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Figura 6: Teste de tolerancia a insulina (ITT) (Painel A) e 4rea sob a curva total do ITT (Painel B) de
camundongos deficientes do receptor de LDL (R0) sob regime de restri¢do calérica (RO-RC) durante o
periodo de trés meses. n = 7-8. * P<0,025 teste T de Student.
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Suscetibilidade de oxidag¢ao da VLDL
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Figura 7: Curva representativa da suscetibilidade de oxida¢do da VLDL induzida por 40 uM de
CuSO4 em camundongos deficientes do receptor de LDL (R0) sob regime de restricdo calérica (RO-
RC) durante o periodo de trés meses. Camundongos selvagens (WT) foram utilizados apenas como
referencial. A oxidacdo foi determinada através do aumento da absorbancia no comprimento de onda
de 234 nm, devido a formagao dos dienos conjugados. As VLDL foram incubadas na concentrag¢do de
0,1 mg/mL de triglicérides.
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Figura 8: Velocidade de geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (Painel A) e de peréxido de hidrogénio
(H,0,) (Painel B) em mitocondrias isoladas de figado de camundongos deficientes do receptor de LDL (R0) sob
regime de restricdo calérica (RO-RC) durante o periodo de trés meses. Camundongos selvagens (WT) foram
utilizados apenas como referencial. n= 5-6. * P=0,0023 teste T de Student one tail em relagdo ao R0O. A geracdo de
EROS foi determinada através da oxidagdo de diaclorofluoresceina (DCF) e de H,O, através da oxidagdo de amplex

red.
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Aterosclerose naraiz da aorta
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Figura 9: Area de lesdo aterosclerdtica na raiz da aorta em camundongos deficientes do receptor de
LDL (RO) sob regime de restri¢cao caldérica (RO-RC) durante o periodo de trés meses . n=15-18. *
P<0,0001 teste T de Student.
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Figura 10: Fotomicrografias representativas com aumentos de 5,10 e 20 vezes da raiz da aorta de
camundongos deficientes do receptor de LDL (RO) sob regime de restricio calérica (RO-RC) durante o
periodo de trés meses. As lesdes de aterosclerose foram coradas com oil red e estdo representadas em
vermelho na parede interna da aorta.
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Figura 11: Curva de crescimento (Painel A) e de ganho de peso corporal (Painel B) de camundongos
deficientes do receptor de LDL (RO) tratados com 2,4 dinitrofenol (Img/L) na dgua de beber durante o
periodo de trés meses (RO-DNP). n= 16-22.
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Figura 12: Producdo de CO, in vivo de camundongos deficientes do
receptor de LDL (RO) tratados com 2,4 dinitrofenol (1mg/L) na dgua de
beber durante o periodo de trés meses (RO-DNP). n= 8
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Perfil de Lipoproteinas
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Figura 13: Perfil de lipoproteinas plasmaticas de camundongos deficientes do receptor de LDL
(RO) tratados com 2,4 dinitrofenol (1mg/L) na dgua de beber durante o periodo de trés meses
(RO-DNP). n=7-8. As Fragdes de lipoproteinas foram separadas por cromatografia liquida de alta
resolucdo (FPLC). A VLDL, LDL e HDL sao visualizadas no primeiro, segundo e terceiro pico,

respectivamente.
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Figura 14: Concentracdes plasmaticas de leptina (jejum e alimentado) (Painel A) e adiponectina (jejum)
(Painel B) de camundongos deficientes do receptor de LDL (RO) tratados com 2,4 dinitrofenol (1mg/L) na dgua
de beber durante o periodo de trés meses (RO-DNP). n=7-14
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Figura 15: Teste oral de tolerdncia a glicose (GTT) (Painel A) e area sob a curva total do GTT (Painel B) de
camundongos deficientes do receptor de LDL (RO0) tratados com 2,4 dinitrofenol (Img/L) na dgua de beber

durante o periodo de trés meses (RO-DNP). Camundongos selvagens (WT) foram utilizados apenas como
referencial. n = 9-10.
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Figura 16: Teste de tolerancia a insulina (ITT) (Painel A) e area sob a curva total do ITT (Painel B) de

camundongos deficientes do receptor de LDL (RO) tratados com 2.4 dinitrofenol (Img/L) na 4gua de beber
durante o periodo de trés meses (RO-DNP). n = 7-8.
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Figura 17: Velocidade de geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (Painel A) e de peréxido de hidrogénio
(H,0,) (Painel B) em mitocondrias isoladas de figado de camundongos deficientes do receptor de LDL (RO) tratados
com 2,4 dinitrofenol (Img/L) na dgua de beber durante o periodo de trés meses (RO-DNP). Camundongos selvagens
(WT) foram utilizados apenas como referencial. n= 5-6. * P<0,025 teste T de Student one tail em relagao ao R0O. A
geragdo de EROS foi determinada através da oxidacdo de diclorofluoresceina (DCF) e de H,O, através da oxidacdo de
amplex red.
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Figura 18: Area de lesdo aterosclerdtica na raiz da aorta de camundongos deficientes do receptor de
LDL (RO) tratados com 2,4 dinitrofenol (1mg/L) na 4gua de beber durante o periodo de trés meses (RO-
DNP). n=15-18. Na andlise estatistica, as areas de lesdo foram transformadas em LOG, devido
distribui¢do ndo-normal. * P=0,015 teste T de Student.
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Figura 19: Fotomicrografias representativas com aumentos de 5,10 e 20 vezes da raiz da aorta de
camundongos deficientes do receptor de LDL (RO0) tratados com 2,4 dinitrofenol (1mg/L) na dgua de
beber durante o periodo de trés meses (RO-DNP). As lesdes de aterosclerose foram coradas com oil
red e estdo representadas em vermelho na parede interna da aorta.
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