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RESUMO

Introducgdo: Nas Gltimas décadas, descobriu-se que o adipdcito era
capaz de secretar adipocinas e citocinas com fungBes autdcrinas,
parécrinas e sistémicas, que influenciavam de maneira importante, todo
0 metabolismo dos organismos vivos. Dentre os fatores associados aos
distarbios da biologia do adipdcito, podemos destacar o estresse
oxidativo, intimamente relacionado a formacgdo dos produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs). Esparsos trabalhos na literatura tém
procurado elucidar o papel da via do 6xido nitrico (NO") na fisiologia do
tecido adiposo. Essa via, por meio do aumento das concentracdes de
guanosina 3’5’ monofosfato ciclico (GMPc), promove efeitos positivos
na biologia do adipdcito, e consequentemente maior equilibrio no
balanco energético e metabolismo sistémicos. Outra maneira de
incrementar as concentracbes de GMPc € por meio da administracdo de
inibidores da fosfodiesterase 5, medicamentos que no futuro talvez
sejam Uteis nos distdrbios do tecido adiposo, como a obesidade, e suas
consequéncias. Objetivos: Identificar o impacto de uma dieta
hipercalérica e hiperlipidica (dieta de cafeteria) sobre a variacdo do peso
corporal, a ingestdo alimentar, a resisténcia a acdo da insulina, as
concentracBes séricas de adiponectina, bem como nas concentragBes de
fator de necrose tumoral a (TNFa), interleucina 6 (IL-6), NO" e AGEs
no tecido adiposo visceral. Analisar o efeito do tadalafil na intensidade
da resisténcia a insulina, nas concentracGes séricas de adiponectina,
assim como nas concentragdes de TNFa, IL-6 e AGEs no tecido adiposo
visceral. Métodos: Estudo analitico experimental controlado e com
intervencdo, envolvendo um total de 72 ratos machos Wistar,
distribuidos em 06 subgrupos de 12 animais: subgrupo ragdo salina —
SGRS, recebeu racdo e solucdo salina; subgrupo ragdo tadalafil - SGRT,
recebeu ragdo e tadalafil; subgrupo racdo magro - SGRM, recebeu ragdo
e solucdo salina; subgrupo cafeteria salina - SGCS, recebeu dieta de
cafeteria e solugdo salina; subgrupo cafeteria tadalafil — SGCT, recebeu
dieta de cafeteria e tadalafil e subgrupo cafeteria magro — SGCM,
recebeu dieta de cafeteria e solucéo salina. O estudo teve a duragdo de
10 semanas, e 0 peso dos animais e a ingestdo alimentar foram
registrados semanalmente. Foram mensuradas as concentracdes séricas
de insulina e adiponectina, bem como as concentra¢fes de TNFa, IL-6,
nitrito (metabdlito do NO’) e compostos de Maillard (equivalente aos
AGES) no tecido adiposo, sendo que todo o material foi coletado no
momento do sacrificio dos animais. Na andlise estatistica foram
empregados os testes ANOVA one way com corregdo de Tukey,



ANOVA two way e teste t pareado. Resultados: Foi observado um
aumento significativo do peso corporal ao longo do estudo em todos os
subgrupos. A média de peso final aos 60 dias foi superior nos animais
alimentados com dieta de cafeteria. A ingestdo alimentar em gramas foi
maior nos animais alimentados com racao. Os animais alimentados com
dieta de cafeteria apresentavam uma maior expansdo do tecido adiposo.
As médias do modelo de avaliagdo da homeostase para resisténcia a
insulina (HOMA-IR) entre os subgrupos no final do acompanhamento
ndo foram diferentes. A proporcao da adiponectina sérica em relagdo ao
tecido adiposo total foi maior nos animais que receberam dieta
balanceada, e as concentracdes de IL-6 foram maiores nos animais que
receberam dieta de cafeteria. A concentracdo de nitrito foi maior nos
animais submetidos a dieta balanceada. As concentracdes médias de
compostos de Maillard foram maiores nos animais submetidos a dieta de
cafeteria e nos animais de maior peso. Nos animais submetidos a dieta
de cafeteria e tadalafil a concentracdo de compostos de Maillard foi
menor. Conclusdo: A dieta de cafeteria por 60 dias, apesar de mais
sacietdgena, levou a uma média de peso ponderal e tecido adiposo
visceral superiores nos animais a ela submetidos sem, no entanto,
induzir a um aumento expressivo da resisténcia a acdo da insulina.
Apesar da expansdo do tecido adiposo total, a dieta de cafeteria ndo foi
capaz de aumentar proporcionalmente as concentracdes de adiponectina,
sugerindo a interferéncia de outros fatores na fisiologia desta adipocina.
O aumento das concentracBes de IL-6, no tecido adiposo visceral dos
animais alimentados com dieta de cafeteria, indica um provavel
incremento no processo inflamatério local. A diminuicdo dos niveis de
nitrito no tecido adiposo dos animais submetidos a dieta de cafeteria
sugere um prejuizo a via do Oxido nitrico, enquanto o aumento das
concentracGes de compostos de Maillard, e, por consequéncia de AGEs,
uma intensificacdo do processo oxidativo. Outro fator relacionado aos
compostos de Maillard foi o peso, ja que os animais de menor peso
apresentavam também uma concentracdo menor destes compostos. O
uso do tadalafil ndo foi eficaz na reducdo da resisténcia a insulina, no
aumento das concentragdes séricas de adiponectina e na diminuigcdo das
concentracgdes de citocinas inflamatdrias no tecido adiposo. No entanto,
o tadalafil mostrou-se capaz de reduzir a concentra¢cdo de AGEs no
tecido adiposo de animais submetidos & dieta de cafeteria, sugerindo um
possivel efeito favoravel sobre o estresse oxidativo.

Palavras-chave: Tecido adiposo. Adiponectina. Inflamacdo. Oxido
nitrico. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: In recent decades, new discoveries demonstrated that the
adipocytes were capable of secreting adipokines and cytokines with
autocrine, paracrine and systemic functions, which influenced in
important ways throughout the metabolism of living organisms. Among
the factors associated with adipocyte biology disorders we can highlight
oxidative stress, closely related to the advanced glycation end products
(AGEs) formation. Few studies have sought to elucidate the role of
nitric oxide (NO") in the adipose tissue physiology. This pathway
increases the titles of guanosine 3'5' cyclic monophosphate (cGMP),
ultimately bringing positive effects on adipocyte biology, and
consequently greater balance in energy control and systemic
metabolism. Another way to increase cGMP levels is through the
administration of phosphodiesterase-5 (PDEDS) inhibitors, drugs that may
be useful in the future in adipose tissue disorders, such as obesity and its
consequences. Objectives: To identify the impact of a hypercaloric and
hyperlipidic diet (cafeteria diet) on body weight variation, food intake,
insulin resistance, serum adiponectin levels and visceral adipose tissue
levels of tumor necrosis factor oo (TNFa), interleukin 6 (IL-6), NO", and
AGEs. To analyze the consequences of the administration of tadalafil in
the intensity of insulin resistance, serum adiponectin levels, as well as
visceral adipose tissue levels of TNFa, IL-6, and AGEs. Methods:
Analytical controlled experimental intervention study involving a total
of 72 male Wistar rats, divided into 06 subgroups of 12 animals: chow-
saline subgroup (CSG) received chow and saline; chow-tadalafil
subgroup (CTG) received chow and tadalafil; chow lean subgroup
(CLG) received chow and saline; cafeteria diet-saline subgroup (CafSG)
received cafeteria diet and saline; cafeteria diet-tadalafil subgroup
(CafTG) received cafeteria diet and tadalafil; and cafeteria diet-saline
lean subgroup (CafLG) received cafeteria diet and saline. The study
lasted 10 weeks and weight gain and food intake were recorded weekly.
Insulin and adiponectin levels were detected in serum. The
concentrations of TNFa, IL-6, nitrite (NO™ metabolite) and Maillard
compounds (AGEs equivalent) were detected in adipose tissue. All the
samples for testing were collected at the time of animals’ sacrifice. In
statistical analysis, one-way ANOVA test with Tukey correction, two-
way ANOVA, and paired t test were applied. Results: A significant
increase of body weight throughout the study was observed in all
subgroups. The mean final weight at 60 days was higher in animals fed



cafeteria diet. Food intake in grams was higher in animals fed with chow
at many times of the study. Animals fed the cafeteria diet had greater
expansion of epididymal and retroperitoneal adipose tissue. The mean
homeostasis model assessment for insulin resistance (HOMA -IR)
between subgroups at the end of follow-up was not different. The serum
adiponectin levels in relation to total adipose tissue were higher in
animals fed a balanced diet, and the IL-6 levels were higher in animals
fed cafeteria diet. The nitrite concentration was higher in animals
subjected to balanced diet. Mean levels of Maillard compounds were
higher in animals subjected to the cafeteria diet, and in the animals with
the highest weight. In animals submitted to the cafeteria diet and
tadalafil, concentration of Maillard compounds was lower. Conclusion:
Cafeteria diet for 60 days, although more satiating, led to a higher mean
total weight and visceral adipose tissue in animals that were submitted
to it, without, however, resulting in a significant increase in insulin
resistance. Despite the total adipose tissue expansion, cafeteria diet was
not able to proportionally increase adiponectin levels, suggesting the
influence of other factors in this adipokine production. Increased levels
of visceral adipose tissue I1L-6 of animals fed cafeteria diet indicate a
probable increase in the local inflammatory process. The decreased
adipose tissue nitrite levels of animals subjected to the cafeteria diet
suggest injury to the nitric oxide pathway, while increased Maillard
compounds levels, and consequently of AGEs, an intensification of the
oxidative process. Another factor related to Maillard compounds was the
weight of the animals, as leaner animals showed lower concentration of
these compounds. The use of tadalafil was not effective in reducing
insulin resistance, increasing adiponectin levels, and decreasing
inflammatory cytokines in adipose tissue. However tadalafil was
capable of reducing AGEs levels in the adipose tissue of animals fed
cafeteria diet, suggesting a possible favorable effect on oxidative stress.

Keywords: Adipose Tissue. Adiponectin. Inflammation. Nitric oxide.
Oxidative stress.
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I. REFERENCIAL TEORICO
1. INTRODUCAO
1.1. Consideracdes gerais:

Apesar da presenca constante da fome ao longo da evolugéo
humana, atualmente 65% da populacdo mundial vive em paises onde o
sobrepeso e obesidade sdo causas mais importantes de mortalidade do
gue a desnutricdo (1-2). Os seres humanos desenvolveram-se muito bem
adaptados, como cacadores coletores, durante um periodo que vai de 6
milhdes a 25 mil anos antes de Cristo, até o despertar da agricultura.
Recentemente, o ambiente no qual o homo sapiens vive foi alterado
drasticamente. Como consequéncia, os homens foram expostos a fatores
para 0s quais 0 seu genotipo era mal adaptado. O desfecho, com o
incremento da urbanizacdo, € uma epidemia global de obesidade,
sindrome metabdlica, diabetes tipo 2 e doencgas cardiovasculares (2).
Essa proporcdo mundial epidémica de sobrepeso e obesidade ¢é
responsavel por pelo menos 2,8 milhdes de 6bitos a cada ano em paises
diversos, independentemente de seu grau de desenvolvimento (3).

A sindrome metabdlica € um conjunto dos mais poderosos fatores
de risco para a morte cardiovascular. Os critérios para seu diagndstico,
de acordo com a Federacdo Internacional de Diabetes (IDF), séo a
presenga de obesidade central, associada a 2 ou mais dos seguintes
achados: altas concentracGes de triglicerideos, valores reduzidos de
lipoproteinas de alta densidade (HDL), pressdo arterial aumentada e
glicemia de jejum elevada. As causas da sindrome metabodlica
continuam a desafiar os especialistas, mas a resisténcia a insulina,
obesidade central, fatores genéticos, sedentarismo, envelhecimento,
estados pro-inflamatérios e alteracfes hormonais sdo considerados
agentes causais. A resisténcia a insulina ocorre quando as diferentes
células do organismo se tornam menos sensiveis, ou eventualmente
resistentes a insulina, o horménio produzido pelas células beta do
pancreas para facilitar a absor¢éo de glicose (4).

Existe um ténue balanco entre a resisténcia a insulina e a massa
efetiva de células beta no pancreas, para compensar as alteracOes
metabdlicas. Contudo, em individuos suscetiveis, estas células podem
ficar sobrecarregadas, falhar em contrabalancar a resisténcia a insulina e
levar ao aparecimento do diabetes. Tem-se proposto que esta falha seja
causada por um aumento na apoptose das células beta, provocado pela
combinacdo de hiperglicemia cronica, hiperlipidemia, e certas citocinas
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que interferem nas vias de sinalizacdo que mantém o crescimento e
sobrevivéncia celular adequados (5).

Ao longo das duas Ultimas décadas foi estabelecido o conceito de
que o tecido adiposo ndo é um simples depdsito energético, mas também
um érgdo enddcrino, que libera fatores conhecidos como adipocinas (6-
7). Sdo exemplos de adipocinas: leptina, adiponectina, resistina,
visfatina, apelina, vaspina e omentina (6). Os adipdcitos humanos séo
capazes também de produzir e liberar citocinas como o fator de necrose
tumoral alfa (TNFa), e as interleucinas relacionadas ao inicio e
perpetuacdo da inflamagdo (6-8). A disfungdo dessas adipocinas e
citocinas é capaz de reduzir a sensibilidade celular sistémica a insulina e
contribuir para o aparecimento da sindrome metabdlica (9-10). Em raz&o
do papel do tecido adiposo no controle metabolico, sua expansao
promove alteraces em sua fisiologia normal, gerando distlrbios
autocrinos, paracrinos e finalmente sistémicos (9-10).

A obesidade é fator determinante para a formacdo de produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs), compostos intimamente
relacionados ao stress oxidativo (11). Os AGEs sdo capazes de interferir
na fisiologia normal dos adipdcitos, diminuindo a secrecdo de
adiponectina, aumentando a expressdo de citocinas inflamatérias e
diminuindo a sensibilidade & insulina (12-14).

O o¢xido nitrico (NO") é uma pequena molécula gasosa, liberada
por diferentes tipos celulares no organismo, onde age como
neurotransmissor ou agente paracrino (15). Quando se liga a guanilato
ciclase soluvel (GCs) causa a sua ativagdo e consequentemente um
incremento da conversdo da guanosina-5’-trifosfato (GTP) em
guanosina 3’5’ monofosfato ciclico (GMPc) (15). O aumento da
concentracdo de GMPc promove mudancas fisioldgicas mediadas em
grande parte pela proteina quinase dependente de GMPc (PKG) (15).
Alguns estudos sugerem o envolvimento da via NO' /GMPc /PKG em
varios aspectos da fisiologia do tecido adiposo, e consequentemente,
uma conexao com as disfuncdes da sindrome metabdlica (16-22).

A fosfodiesterase 5 (PDE5) é a enzima responsavel pela
degradagdo e inativacdo do GMPc (23-24). Sua inativagdo, por meio dos
inibidores da PDE5, como o tadalafil, tem sido estudada por alguns
pesquisadores para avaliar seu efeito nas desordens relacionadas a
sindrome metabdlica, como a inflamacdo do tecido adiposo, resisténcia
a insulina, ateroesclerose, e finalmente, a morte por causas
cardiovasculares (16-18, 22).
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1.2. A adiponectina e seu papel na resisténcia a insulina e no balancgo
energético:

A adiponectina foi descrita em 1995, como uma nova proteina de
fungdo desconhecida, entdo denominada proteina do adipdcito
relacionada ao complemento (ACRP30), ja que é estruturalmente similar
a proteina C1q do sistema complemento. O fato de sua expressdo ter
sido encontrada somente em adipdcitos, o0 aumento de sua secrecao pela
acdo da insulina, e a sua presenca fisiologica no plasma, sugeriam que
ela estava envolvida no controle do status nutricional do organismo
(25).

A adiponectina é uma proteina de 244 aminodcidos, sintetizada a
partir de um gene localizado no brago longo do cromossoma 3 (3927),
secretada por adipdcitos, e que circula de forma copiosa no plasma (26-
27). Ela representa a proteina mais abundante secretada pelo tecido
adiposo (28). Seus efeitos benéficos sdo mediados principalmente por
dois receptores celulares de membrana, os receptores tipo 1 (AdipoR1) e
2 (AdipoR2). Apesar dos receptores da adiponectina serem encontrados
sistemicamente, a importancia da expressdo de seus subtipos varia
conforme o tecido estudado, o que também regula a acdo deste
horménio (26, 29).

Uma caracteristica singular da estrutura da adiponectina é sua
capacidade de se agrupar, em vdrias isoformas oligoméricas
caracteristicas. Podemos encontrar a adiponectina na circulagéo
predominantemente na forma de trés complexos oligoméricos, o formato
trimérico, hexamérico e o de alto peso molecular (HMW); este Gltimo
configura a isoforma mais ativa na sensibilizacdo & agdo da insulina
(30). Entre todas as espécies em que a sequéncia primaria de
aminoacidos da adiponectina foi clonada, se evidenciou uma
semelhanca de mais de 80% em sua estrutura (30).

O promotor do gene da adiponectina contém multiplos sitios de
ligacdo, para fatores transcricionais que modulam sua atividade. A
transcri¢do do gene pode ser estimulada pela acdo destes fatores; dentre
eles podemos destacar a ativacdo do receptor gama ativado pelo
proliferador de peroxissomo (PPAR-y), que constitui o alvo da a¢do dos
medicamentos da classe tiazolinedionas, usados no tratamento do
diabetes mellitus tipo 2 (31). Outros farmacos também aumentam as
concentragbes de adiponectina, muitas vezes por mecanismos
desconhecidos. Dentre estes farmacos podemos citar as estatinas, 0s
inibidores da enzima conversora de angiotensina, bloqueadores dos
receptores de angiotensina, fenofibrato, niacina, ezetimiba, acarbose,
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sulfoniluréias, bloqueadores androgénicos e o rimonabanto (31-32).
Podemos também observar uma reducdo da transcricdo em estados
cronicos de inflamacéo e oxidagdo, como 0s encontrados na obesidade, e
em caso do stress do reticulo endoplasmatico, que resulta de condicGes
como o excesso de aporte nutricional e obesidade (31). Em relacdo ao
mecanismo molecular da sensibilizagdo ao efeito da insulina, promovido
pela adiponectina, podemos destacar a estimulacdo da proteina quinase
ativada por adenosina monofosfato (AMPK) pelo hormdnio (33). Para a
manutencdo da vida celular, é imprescindivel que haja um equilibrio na
relacdo entre a adenosina trifosfato (ATP) e a adenosina difosfato (ADP)
(34). Situacdes que consomem o ATP ou impedem a sua sintese acabam
gerando ADP e adenosina monofosfato (AMP) (35). Entre estas
situagdes, podemos destacar os fatores que interferem com a producao
de ATP, como a hipoxia, hipoglicemia e a isquemia, € 0s que aumentam
0 consumo de ATP, como a contragdo muscular. A AMPK também
pode ser ativada pela leptina, e por horménios que agem via receptores
acoplados a proteina G (35). Uma vez ativada, a AMPK promove uma
reacdo em cascata, que inibe os processos metabdlicos celulares que ndo
sdo essenciais a sobrevivéncia da célula em curto prazo, como a sintese
de lipideos, carboidratos e proteinas. Independente do estimulo inicial, a
ativagdo da AMPK promove mudangas metabdlicas que seriam
benéficas em individuos com diabetes mellitus tipo 2 e sindrome
metabdlica, como um incremento da captacdo e metabolismo da glicose
no musculo e em outros tecidos, diminuicdo da producéo de glicose pelo
figado e inibicdo da sintese e aumento da oxidacdo de &cidos graxos
(35). A adiponectina também estimula a degradacédo de acidos graxos e
0 consumo de energia, em parte via ativacdo do receptor nuclear alfa
ativado pelo proliferador de peroxissomo (PPAR-a), o que promove
uma diminuicdo do contetdo de triglicerideos dos musculos esqueléticos
e figado, e consequentemente a um aumento da sensibilidade a acdo da
insulina in vivo (33). A administracdo de adiponectina recombinante em
roedores resulta em um aumento da captacdo de glicose, e na oxidagdo
de acidos graxos no musculo, reducéo da producdo de glicose hepatica e
uma maior sensibilidade & acdo da insulina sistemicamente (28).

As concentragdes basais baixas de adiponectina sdo fortes
preditoras do aparecimento futuro de diabetes mellitus, em humanos
com alto risco para a doenga, mesmo ap0s 0 ajuste para o0 peso corporal
(36). Em uma metandlise de estudos prospectivos, encontrou-se uma
forte associacdo inversa entre as concentracdes plasmaticas de
adiponectina e a incidéncia de diabetes mellitus tipo 2. Os resultados
ndo diferiram substancialmente em relacdo ao ensaio de mensuragéo do
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hormdnio, método de diagnodstico do diabetes, tamanho do estudo,
duracdo do seguimento, indice de massa corporal ou proporcdo de
homens e mulheres. Entre as varidveis confundidoras, destacam-se
dados demogréficos e variagdes do estilo de vida dos pacientes incluidos
nos trabalhos, a ddvida se a adiponectina € um marcador causal para o
diabetes mellitus ou sé um fator paralelo com outras atividades
bioldgicas, os erros diagndsticos e a heterogeneidade dos varios estudos
gue deram origem a esta metandlise (37).

Os baixos niveis plasmaticos de adiponectina sdo um dos mais
fortes e consistentes preditores da progresséo, em curto prazo, de doenca
coronariana aterosclerética em homens e mulheres assintométicos (38).
O tecido adiposo, especialmente o visceral, expressa numerosos genes
para proteinas secretadas na circulacdo, entre elas o fator inibidor do
ativador do plasminogénio (PAI-1), que funciona como um regulador do
sistema fibrinolitico. Em modelos animais de obesidade, a expressdo do
gene relacionado ao PAI-1 encontra-se aumentada. A expansdo do
tecido adiposo visceral levaria a diminuicdo da adiponectina circulante e
também aumentaria as concentragcBes plasméaticas do PAI-1, assim
favorecendo os eventos trombéticos (39).

Os pacientes que apresentam doenca hepatica gordurosa ndo
alcoolica (DHGNA), especialmente aqueles com esteatohepatite, tém
concentracBes de adiponectina plasmatica significativamente mais
baixas do que os individuos saudaveis. As baixas concentracGes desta
adipocina sdo preditores independentes de esteatose hepatica e
necroinflamagdo (40). Em células hepéticas estelares ativadas sob
cultura, a adiponectina, especialmente a isoforma multimérica, apresenta
efeito antifibrotico mediado pela ativagdo da AMPK (41). Em aparente
contraste com seu efeito hepatoprotetor, demonstrou-se que em
humanos e ratos com cirrose a adiponectina esta aumentada (42-43).

Portanto, conforme o que foi acima discutido, a adiponectina, que
constitui a proteina mais abundante secretada pelo adipdcito, apresenta
um papel crucial na modulacdo do aporte alimentar e do gasto
energético. As baixas concentracdes plasmaticas desta adipocina
estariam associadas ao aparecimento de diversas patologias, como o
diabetes mellitus, a doenca coronariana ateroesclerética e a DHGNA.
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1.3. As citocinas inflamatdrias e seu papel na sindrome metabdlica:

Para entender a relacdo da inflamagdo do tecido adiposo com a
sindrome metabdlica é importante destacar que, neste tecido,
encontramos macrofagos originados da medula dssea, e que a
concentracdo dessas células inflamatorias esta diretamente relacionada
com o grau de obesidade (44). As concentragdes do fator inibidor da
migracdo de macrofagos (MIF), uma quimiocina envolvida na
infiltracdo tecidual por macréfagos, encontram-se elevadas na obesidade
e na resisténcia a insulina (29). A associagdo inversa das concentracdes
de adiponectina, derivada do tecido adiposo visceral, e do MIF na
obesidade, sugere que a inflamagdo pode ser responsavel pelas baixas
concentracBes dessa adipocina (29). A ativacdo desses macrofagos
teciduais promove a liberagdo de véarias quimiocinas, 0 que por sua vez
recruta mais dessas células inflamatorias, perpetuando o processo
inflamatdrio (44). Citocinas como o TNFa, IL-6, IL-1p e fatores
secretados por macrofagos exercem efeitos paracrinos ativando vias
inflamatorias no interior das células alvo para a insulina (9, 44). A
concentracdo desses agentes pré-inflamatérios recebe ainda um reforco
de citocinas secretadas diretamente pelo tecido adiposo (6-8).

O TNFo é uma das citocinas secretadas pelos adipécitos e
macrofagos teciduais, que pode afetar a sensibilidade a insulina (45).
Sua expressao esta aumentada no tecido adiposo de humanos e animais
obesos, e por esta razdo tem-se postulado que ela esteja envolvida na
conexdo entre obesidade e aumento da resisténcia a insulina (45). O
aumento das concentracdes de TNFa, bem como de &cidos graxos livres,
prejudica a via de sinalizacéo da insulina por meio da ativacéo de vérias
serina quinases (10, 46). A fosforilacdo da proteina quinase C theta
(PKCO®) gera uma ativacdo em cascata de duas outras quinases, a
quinase c-JUN NH2-terminal (JNK) e o complexo kB quinase (IKK).
JNK e IKK interagem com o substrato do receptor da insulina (IRS-1),
promovendo sua fosforilacdo a serina que acaba bloqueando o IRS-1
(10, 46). A resisténcia a insulina ocorre em razdo da interrupcdo da
interacdo entre o receptor da insulina (IR) / IRS-1 e pela propria
degradacgdo do IRS-1 (10, 44, 46).

Acredita-se que o tecido adiposo possa produzir até um terco das
concentracBes de IL-6 presentes no plasma, e que suas altas
concentragBes estdo associadas ao incremento da resisténcia a agdo da
insulina, e sdo preditoras do desenvolvimento de diabetes mellitus (47).
Em dois ensaios clinicos a utilizagdo de tocilizumabe, um anticorpo
anti-1L-6, promoveu a reducdo das concentragdes glicémicas e do indice
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do modelo de avaliacdo da homeostase para resisténcia a insulina
(HOMA-IR) (48-49).

Levando-se em consideracdo o que foi acima discorrido, podemos
afirmar que a relacdo entre inflamagdo, obesidade e sindrome
metabolica é clara. Mesmo que a inflamacdo ndo seja a Unica agente
causadora da resisténcia a insulina, ele participa ativamente do processo,
servindo de conector entre os distlrbios do tecido adiposo e sua
expressao sistémica maior, a sindrome metabdlica.

1.4. Os produtos finais da glicacdo avancada (AGES) e a obesidade:

Os AGEs sdo as substancias finais de uma glicagdo ndo
enzimatica (11). A dislipidemia, hiperglicemia e o estresse oxidativo,
presentes na obesidade, desempenham importantes papeis nas vias
complexas de formagdo dos AGEs (11). Mesmo na auséncia de diabetes,
0s AGEs podem também ser adquiridos por meio da ingestdo de
alimentos industrializados e pelo uso do tabaco (50). Estudos realizados
em humanos e animais demonstraram que aproximadamente 10% dos
AGEs presentes nos alimentos podem ser absorvidos, e que dois tercos
permanecem no organismo por 72 horas, tempo suficiente para
promover stress oxidativo, gerar mais AGEs, e potencialmente levar a
injaria tissular (50).

Dentre 0s mecanismos propostos para explicar os efeitos
deletérios dos AGEs estdo a glicagdo de proteinas intracelulares,
alteracdo da matriz proteica extracelular e a ligacdo dessas moléculas
com seus receptores em diferentes tipos celulares, promovendo a
ativacdo de vias de sinalizagdo intracelulares (51). Como resultado final
dessas interacOes, temos a alteracdo da funcdo celular e a interferéncia
na interacdo normal entre as proteinas e as células (51). Os AGEs
afetam a fisiologia normal dos adipdcitos, interferindo na secrecdo de
adipocinas e citocinas inflamatdrias, inclusive do TNFa (12-13).
Promovem um aumento da expressdo da proteina quimiotatica de
mondcitos e do inibidor do ativador do plasminogénio, que em conjunto
com o estimulo & ativacéo do fator nuclear de transcrigdo kappa-B (NF-
kappa-B), estdo implicados na intolerancia a glicose associada a
obesidade (12). Os AGEs também podem diminuir a expressdo de
adiponectina, uma adipocina, como ja mencionado antes, relacionada a
melhora da sensibilidade celular a insulina (52). Nos adip6citos os
AGEs promovem resisténcia & insulina por diminuir a captacdo de
glicose mediada por insulina (14).
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Deve-se também destacar que durante as reacdes que levam a
formacdo de AGEs, espécies reativas do oxigénio (ROS) sdo também
geradas (53-54). Quando a concentracdo de ROS supera a capacidade do
sistema de defesa antioxidante celular, por aumento na concentracdo
desses radicais ou por uma diminui¢do nos mecanismos antioxidantes, o
estresse oxidativo ocorre (55). O aumento da concentragdo de ROS
entdo, direta ou indiretamente, medeia uma série de efeitos adversos
como o dano aos acidos nucleicos, as proteinas e aos lipideos, e por essa
razdo tem sido associado a carcinogénese, neurodegeneracao,
ateroesclerose, diabetes e ao envelhecimento (55).

Para finalizar, os AGEs parecem causa e efeito da resisténcia a
insulina, ja que os distlrbios metabdlicos atribuidos a sua presenca
como a hiperglicemia e a dislipidemia acabam por estimular ainda mais
a sua formacgdo. Os AGEs estdo diretamente implicados na infiltracdo
inflamatéria do adipdcito e na sua incapacidade de secretar
apropriadamente a adiponectina.

1.5. O 6xido nitrico e a fisiologia do adipécito:

O NO’ é uma pequena molécula gasosa, composta por um &tomo
de nitrogénio e um de oxigénio, tendo uma meia vida de alguns
segundos (15). E produzido por uma familia de sintases, e sua principal
via de metabolizacdo é a oxidagao em nitrito e nitrato (56). No plasma e
em outros fluidos fisiolégicos, o NO™ é oxidado quase completamente
em nitrito, onde ele permanece estavel por vérias horas (56). Os AGEs
tém a capacidade de diminuir a atividade das sintases do NO',
diminuindo a biodisponibilidade dessa molécula (57).

O NO’ interage com o grupo heme da guanilato ciclase solavel
(GCs), promovendo a sintese de GMPc (15, 58). O GMPc funciona
como um segundo mensageiro, mediando respostas biolégicas a uma
variedade de estimulos extracelulares, incluindo horménios,
neurotransmissores, quimiocinas e citocinas (15, 59). O aumento da
concentragcdo deste nucleotideo ciclico ativa a proteina quinase
dependente de GMPc (PKG) que fosforila uma variedade de substratos
(15, 59-60). A fosforilacdo destes substratos regula uma miriade de
processos fisioldgicos, como a resposta imunoldgica, contracdo
muscular, fisiologia da visdo, glicogendlise, agregacdo plaquetaria,
condutibilidade dos canais i6nicos, apoptose e crescimento celulares
(15, 59-60). Outra forma de aumentar as concentracBes de GMPc
independente do NO', que precisa ser destacada, é a que ocorre por meio
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da ligagdo do peptideo natriurético atrial (ANP) ao seu receptor (RPN-
A) (61-63). Desta forma o tecido adiposo pode também ser alvo da via
RPN-A/GMPc/PKG, culminando com a diferenciagéo celular (61-63).

Em relagdo ao tecido adiposo branco, o 6xido nitrico é capaz de
estimular a adipogénese por meio do aumento da expressdo de genes
especificos, o que pode ser evidenciado pelo incremento dos marcadores
da adipogénese: triacilglicerol (TG), lipase lipoproteica (LPL), glicerol 3
fosfato desidrogenase (G3PDH), adiponectina, PPARY, sintase do acido
graxo (FAS), proteina estimuladora de ligacdo a CCAAT (CEBP),
promotor lipoespecifico do gene aP2 e o transportador de glicose tipo 4
(GLUT 4) (16-17, 64-66).

O papel da via do dxido nitrico na inflamagéo do tecido adiposo
branco pode ser evidenciado em um modelo animal (eNOS -/-), que
demonstrou que a deficiéncia genética da enzima sintase do dxido
nitrico aumenta a expressdao de citocinas pré-inflamatorias (CP) e o
recrutamento de macréfagos para o tecido adiposo epididimal de
camundongos (16).

Outro aspecto relevante da via do NO’ é sua capacidade de
induzir caracteristicas do tecido adiposo marrom no tecido adiposo
branco (67-68). A importancia do tecido adiposo marrom é sua potencial
capacidade de dissipar energia por meio da produgdo de calor, e
possivelmente servir como contraponto para a obesidade e sindrome
metabdlica (68). Sob o estimulo da via do NO’, o tecido adiposo branco
pode se diferenciar e promover o aparecimento de células ricas em
proteina desacopladora 1 (UCP1), as células beges ou brite (67, 69).
Adipdcitos beges, tal como as células do tecido adiposo marrom, podem
induzir termogénese com eficiéncia, promovendo perda de peso e
melhora dos transtornos metabélicos (67, 69).

Em resumo, a via do NO' / GMPc / PKG desempenha um papel
ativo na fisiologia do adip6cito branco. Pode estimular a adipogénese,
diminuir a inflamagéo tecidual, e induzir a um fendétipo celular com
maior capacidade de dissipar energia, melhorando a salde do tecido
adiposo, e protegendo contra o aparecimento da obesidade e da
sindrome metabdlica (22) (Figura 1).
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Figura 1. Via do Oxido nitrico (NO") no adipécito. O NO" é produzido por sua sintase usando como substrato a arginina (a). O NO" ativa a guanilil ciclase
soltvel (GCs) (b). A GCs aumenta a conversdo da guanosina-5-trifosfato (GTP) em guanosina 3’5’ monofosfato ciclico (GMPc) (c). A fosfodiesterase 5
pode hidrolisar o GMPc em sua forma inativa (d). Os altos niveis de GMPc ativam a proteina quinase G (PKG) (e). A PKG fosforila substratos, incluindo
fatores de transcricédo (f). Os fatores de transcri¢do coordenam a diferenciagéo celular e a secrecdo de citocinas (g). O peptideo natriurétrico atrial (PNA)

aumenta os niveis de GMPc, ligando-se ao seu receptor, e pode também ativar a PKG (h). A inibigo da via ROCK tem efeitos anti-inflamatorios e anti-
hipertroficos (i). *Sitio de agdo da PDE 5 (22).
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1.6. Os inibidores da fosfodiesterase 5 (PDES5):

A fosfodiesterase 5 (PDE5) é uma enzima que catalisa a hidrélise
do GMPc levando a sua inativacdo (23-24). Foi identificada em 1978, e
recebeu pouca atencdo até a descoberta de que regulava a contracdo da
musculatura lisa, e era o alvo da droga sildenafil (24, 70).

Os inibidores da PDE5 agem aumentando os niveis de GMPc, e
foram inicialmente administrados a pacientes com asma induzida pelo
exercicio, revelando efeito brocodilatador moderado (70). Descobriu-se
entdo que estes farmacos podiam potencializar o relaxamento induzido
pelo NO™ no corpo cavernoso do pénis, e assim serem Uteis para 0
tratamento da disfuncéo erétil (DE) (70).

Em 1998 a introducdo do inibidor da PDES5 sildenafil na pratica
clinica revolucionou o tratamento da DE, e apds seu langamento, dois
outros farmacos, vardenafil e tadalafil, aumentaram ainda mais as
opcdes terapéuticas para este transtorno (70-71).

Além do uso bem estabelecido dos inibidores de PDE5 para a
DE, e posteriormente também para a hipertensao pulmonar, o perfil de
seguranca satisfatorio dos trés farmacos (sildenafil, vardenafil e
tadalafil) encorajou a pesquisa do uso desses farmacos em outras
doencas (23, 72). Desta forma, pesquisas tém sido realizadas avaliando
0 desempenho dos inibidores da PDE5 para o tratamento de doencas
neurolégicas, distrofia muscular, fenémeno de Raynaud, doencas
autoimunes, fibrose cistica, disfun¢Bes do trato genitourinério, cancer,
obesidade e sindrome metabdlica (22-23, 72).

Considerando o que foi anteriormente descrito, os inibidores da
PDE5 tém mostrado efeitos diversos em varios drgdos e sistemas do
organismo. Em raz&o do 6timo perfil de seguranca, convém explorar ao
maximo esta classe de farmacos, visando outras possiveis indicacdes
terapéuticas.

1.7. A via do 6xido nitrico, os inibidores da fosfodiesterase 5 e 0
tecido adiposo:

Esparsos estudos experimentais trouxeram evidéncias de que os
inibidores da PDE5 poderiam interferir na fisiologia do tecido adiposo
branco, e promover alteracdes benéficas em sua fisiologia (17, 22, 65,
67).

Foi em 2007 que um experimento com camundongos demonstrou
pela primeira vez que a administracdo de sildenafil era capaz de
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melhorar o balango energético, e aumentar a sensibilidade a insulina nos
animais submetidos a uma dieta hiperlipidica (66). A administracdo de
sildenafil de forma crénica mostrou-se segura e ndo resultou em efeitos
adversos na morfologia cardiaca ou nos niveis pressdricos (66).

Outro estudo explorou o efeito do sildenafil na adipogénese de
pré-adipécitos em cultura (17). A administragdo deste inibidor da PDE5
resultou em um aumento pronunciado da expressdo de genes
relacionados a adipogénese, como 0 aP2 e 0 GLUT 4 (17). Os resultados
evidenciaram ainda que o estimulo a adipogénese promovido pelo
farmaco acontecia, pelo menos em parte, mediado pela via da PKG (17).

Um experimento com pré-adipocitos humanos expostos a
tadalafil e sildenafil demonstrou um aumento na expressdo da
aromatase, e consequentemente a um aumento da razdo estradiol /
testosterona (73). Tal mudanca poderia trazer efeitos favoraveis no
endotélio em disturbios metabolicos como a obesidade, a esteatose
hepaética e a resisténcia a insulina (18, 73).

Na obesidade existe um funcionamento mitocondrial
inapropriado, tanto no tecido adiposo como no masculo (65). Visando
estudar os efeitos do inibidor da PDE5 vardenafil na génese
mitocondrial, adip6citos omentais humanos foram expostos a droga
(65). Um aumento benéfico no conte(ldo de DNA mitocondrial pode ser
observado ap6s 72 horas de administracdo do vardenafil (65).

A administracdo de sildenafil também foi capaz de estimular a via
do NO' / GMPc em adipdcitos de camundongos submetidos a uma dieta
hiperlipidica (16). A administracdo do farmaco foi capaz de aumentar a
sensibilidade a insulina e diminuir os niveis glicmicos (16).

Um estudo mais recente investigou a capacidade do sildenafil de
induzir o efeito browning em adipécitos de camundongos e células 3T3-
L1 (67). No efeito browning o tecido adiposo branco adquire algumas
caracteristicas do tecido adiposo marrom, como sua capacidade maior de
dissipar energia (67). De fato o farmaco, mesmo por um periodo de 7
dias, levou a um aumento da expressdo de marcadores da sintese
mitocondrial como o UCP-1, o coativador-1a. do PPARy (PGC-1a) e a
proteina coreguladora PRDM 16 (PRDM16) (67).

Em resumo, podemos afirmar que alguns estudos experimentais
conseguiram demonstrar que os inibidores da PDE5 poderiam promover
mudancas fisiol6gicas positivas no tecido adiposo. Dentre estas
mudancas poderiamos citar o incremento da diferenciagdo do adipdcito,
0 aumento consequente da expressdo de adiponectina, uma maior
disponibilidade de estradiol, e um aumento da biossintese mitocondrial
(fendmeno browning). E importante destacar que as mudangas
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promovidas por esses farmacos foram definidas por meio da expressdo
de genes relacionados a cada efeito pesquisado em questdo (22) (Figura
2).
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Figura 2. Fluxograma descrevendo resultados recentes de trabalhos da literatura sobre o
papel da via do 6xido nitrico na fisiologia do tecido adiposo branco. Oxido nitrico
(NO"), guanosina 3’5’ monofosfato (GMPc), proteina quinase G (PKG), lipase
lipoproteica (LPL), triacilglicerol (TG), glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDH),
proteina o estimuladora de ligagdo a CCAAT (CEBPa), receptor y ativado pelo
proliferador de peroxissomo (PPAR-y), acido graxo sintase (FAS), promotor
lipoespecifico do gene aP2 (aP2), transportador de glicose do tipo 4 (GLUT4), fator de
necrose tumoral a (TNFa), complexo de ataque a membrana (Mac-2), fosforilagdo da
subunidade p65 do fator nuclear-xp (fosfoNF- kp), proteina quimiotatica de mondécitos
1 (MCP-1), ligante de quimiocina 3 (CCL3), ligante de quimiocina 7 (CCLY7),
interleucina 6 (1L-6), DNA mitocondrial (mtDNA), proteina desacopladora 1 (UCP-1),
coativador-1a do PPARy (PGC-1a), proteina coreguladora PRDM16 (PRDM16) (22).
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1.8. A dieta de cafeteria como modelo experimental de obesidade:

A dieta de cafeteria representa um modelo Util para os estudos da
obesidade humana, pois é uma dieta hipercalérica e hiperlipidica,
palatavel, que induz ganho de peso corporal rapido. Ainda que por
periodos curtos, como o de quinze dias, esta dieta é suficiente para
produzir um aumento significativo na adiposidade de ratos Wistar (74-
75). A alta adiposidade esta relacionada mais a um incremento da
gordura visceral do que dos depdsitos subcutaneos (74). Apesar da dieta
de cafeteria ser capaz de promover um estado pré-diabético, com
aumentos da glicose, insulina e acidos graxos nao esterificados no
plasma (76), alguns trabalhos demonstraram que a ingestdo alimentar é
menor apds o consumo de uma dieta rica em lipideos, provavelmente
por uma inibicdo da gordura sobre o esvaziamento gastrico, e um
aumento da oxidacao dos lipideos durante a ingestéo desta dieta (77-79).
A secrecdo de adiponectina, em contraste com a secre¢do de outras
adipocinas, esta paradoxalmente diminuida na obesidade (80).
Entretanto, trabalhos associando a dieta de cafeteria com a adiponectina
demonstraram um aumento de sua expressdo no tecido adiposo, e um
incremento de seus titulos plasmaticos. Este fendmeno poderia
representar um mecanismo de adaptacdo inicial & dieta altamente
caldrica, que, com a manutengdo desta dieta por periodos maiores de
tempo, quando entdo a deposicdo de gordura estivesse plenamente
estabelecida, levaria finalmente & reducdo da capacidade de secrecédo de
adiponectina pelo tecido adiposo. Assim, a diminuicdo das
concentragcbes de adiponectina, nesta situagdo, seria mais uma
consequéncia do que uma causa de obesidade (81-82).

Em resumo, a dieta de cafeteria, apesar de algumas deficiéncias, é
Gtil nos estudos experimentais sobre o impacto da dieta ocidental na
expansdo do tecido adiposo branco, e nas consequéncias locais e
sistémicas.
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2. JUSTIFICATIVA

As interacGes entre 0 peso corporal, as caracteristicas nutricionais
da dieta, a resisténcia a insulina e o balango energético, com fatores tao
diversos como as concentracdes séricas de adiponectina, a magnitude do
processo inflamatorio no tecido adiposo, e o estresse oxidativo celular,
permanecem como objeto de controvérsia na literatura. Os hébitos
alimentares inapropriados, que se encontram padronizados no modelo da
dieta de cafeteria, precisam ser mais bem estudados, ja que o aumento
da obesidade em escala mundial ndo pode ser explicado somente por
mudancas na bagagem genética. A dieta de cafeteria € um modelo util
para o estudo da obesidade, pois é hipercalérica e hiperlipidica, e induz
hiperfagia voluntaria e rapido ganho de peso. Por outro lado, a dieta com
alto teor de lipideos pode ocasionar hipofagia, em decorréncia da
lentificacdo do esvaziamento gastrico e da maior oxidacdo das gorduras.
O conhecimento do impacto da dieta de cafeteria sobre as concentragdes
de adiponectina permitir4 avango no entendimento da dindmica desse
importante hormonio em relacdo a composicéo dos alimentos ingeridos.
A secrecdo de adiponectina, em contraste com a secre¢do de outras
adipocinas, estid paradoxalmente diminuida na obesidade. A razdo da
baixa producdo de adiponectina pelo tecido adiposo visceral tem sido
atribuida em parte a inflamacao, mas esse € um argumento que necessita
ainda de maiores esclarecimentos. O papel da via do 6xido nitrico no
adipdcito é outro assunto que, apesar da aparente relevancia, foi muito
pouco explorado. Poucas evidéncias sugerem que inibidores da PDE5,
como o tadalafil, sdo capazes de gerar efeitos positivos na fisiologia do
adipocito como a intensificagdo da diferenciacdo celular, o aumento das
concentracbes de adiponectina, o incremento da razdo estradiol /
testoterona, a diminuicdo da inflamacdo tissular e a inducdo do
fendmeno browning pela maior biossintese mitocondrial. Em conjunto,
essas mudancgas levariam a um maior gasto energético e & diminuicdo da
resisténcia a insulina, e potencialmente poderiam ser exploradas no
tratamento da obesidade e da sindrome metabdlica. Por outro lado, é
relevante registrar que esses exiguos resultados sdo em grande parte
definidos pelo aumento da expressdo de genes especificos no adipécito,
e a real magnitude do efeito dessas mudancas nos desequilibrios
metabdlicos sistémicos carece ainda de maior investigagdo. Para
finalizar, ndo encontramos nenhum trabalho na literatura que aborde o
impacto da dieta de cafeteria e da administracdo de tadalafil na
concentracao de produtos finais de glicagdo avancgada no tecido adiposo.
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3. HIPOTESES

o A dieta de cafeteria é capaz de induzir ganho de peso,
expansdo do tecido adiposo, resisténcia insulinica e diminuicdo
nas concentragcdes séricas de adiponectina em ratos Wistar
machos.

e A dieta de cafeteria € capaz de aumentar as
concentrages de citocinas inflamatérias e produtos finais de
glicacdo avancada no tecido adiposo branco de ratos Wistar
machos.

e A dieta de cafeteria é capaz de diminuir as
concentracBes de Oxido nitrico no tecido adiposo branco de
ratos Wistar machos.

e O tadalafil pode diminuir a intensidade da resisténcia a
acdo da insulina em ratos Wistar machos submetidos a dieta
balanceada ou hiperlipidica.

e A administracdo de tadalafil pode aumentar as
concentracBes séricas de adiponectina em ratos Wistar machos
submetidos a dieta balanceada ou hiperlipidica.

e A administracdo de tadalafil pode diminuir as
concentraces de citocinas inflamatorias e produtos finais de
glicacdo avancada no tecido adiposo branco de ratos Wistar
machos.
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1. OBJETIVOS

1 GERAL:

e Estudar o efeito das caracteristicas da dieta por 10
semanas, e da administracdo de tadalafil por curto periodo de
tempo, sobre fatores relacionados ao controle metabdlico
(HOMA-IR, adiponectina, inflamacéo e estresse oxidativo) em
modelo animal.

2 ESPECIFICOS:

o Identificar o efeito da dieta de cafeteria sobre a
variagdo do peso corporal, o deposito de tecido adiposo
visceral, a ingestdo alimentar e a resisténcia a acdo da insulina
(HOMA-IR);

e Estudar o efeito da dieta de cafeteria sobre as
concentracBes séricas de adiponectina em relagdo a gordura
corporal total;

e Investigar o efeito da dieta de cafeteria sobre as
concentragdes de citocinas inflamatérias (TNFo/IL-6) no tecido
adiposo visceral;

e Estudar o efeito da dieta de cafeteria sobre as
concentracBes de dxido nitrico e produtos finais da glicacéo
avancada no tecido adiposo visceral;

e Analisar o efeito do tadalafil sobre a resisténcia a
insulina (HOMA-IR);

e Estudar as consequéncias da administracdo de tadalafil
sobre as concentragdes séricas de adiponectina em relacdo a
gordura corporal total;
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¢ Analisar o efeito da administracdo de tadalafil sobre as
concentracdes de citocinas inflamatérias (TNFo/IL-6) no tecido
adiposo visceral;

e Estudar o efeito da administracdo de tadalafil sobre as
concentracbes de produtos finais da glicacdo avancada no
tecido adiposo visceral.
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11l METODOS

1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este é um estudo analitico experimental controlado e com
intervencao, envolvendo animais, que foi desenvolvido no Laboratério
da Disciplina de Técnica Operatdria e Cirurgia Experimental (TOCE) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

2. AMOSTRA

Um total de 72 ratos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem
Wistar, machos adultos, com 60 dias de vida e peso médio entre 250 e
300 gramas, provenientes do biotério central da UFSC, permaneceram
em regime de adaptacdo no laboratério por um periodo de sete dias antes
do inicio das atividades. Durante todo o experimento foram controlados
0s niveis de ruido, luz, e se manteve o ciclo dia e noite bem definido
(com fotoperiodo de 12 horas). A umidade foi mantida a 55£10% e a
temperatura entre 20 e 24°C (83). O peso dos ratos foi aferido e
registrado semanalmente, sempre no mesmo dia e no mesmo periodo,
bem como no momento do sacrificio, por meio de balanca digital
(Precision ®, PR 1000).

a) Os animais inicialmente foram  distribuidos
randomicamente em 02 subgrupos, a saber (Figura 3):

Subgrupo ragdo SGR (n=36)
Esse subgrupo recebeu uma dieta balanceada (ragdo especifica
para ratos) por 04 semanas.

Subgrupo cafeteria SGC (n=36)

Esse subgrupo de ratos recebeu uma dieta hipercalérica (dieta de
cafeteria) por 04 semanas.
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b) Apds 30 dias os 48 animais que apresentaram maior ganho
de peso foram agrupados em dois subgrupos de 24 animais, e 0s
restantes, com menor peso, em outros dois subgrupos de 12 animais.
A retirada dos animais de menor peso visava obter uma amostra mais
homogénea, com menor desvio padrdo, e foi considerada apds nossa
experiéncia com ratos Wistar machos do biotério central da
Universidade Federal de Santa Catarina em um estudo prévio, que deu
origem a um artigo disponivel na literatura (75).

Subgrupo ragdo SGR (n=24)

Esse subgrupo recebeu uma dieta balanceada (racdo especifica
para ratos) por 04 semanas.
Subgrupo racéo magro SGRM (n=12)

Esse subgrupo recebeu uma dieta balanceada (racéo especifica
para ratos) por 04 semanas.

Subgrupo cafeteria SGC (n=24)

Esse subgrupo de ratos recebeu uma dieta hipercaldrica (dieta
de cafeteria) por 04 semanas.

Subgrupo cafeteria magro SGCM (n=12)

Esse subgrupo de ratos recebeu uma dieta hipercaldrica (dieta
de cafeteria) por 04 semanas.

c) Apds os 60 dias os animais foram finalmente distribuidos
em 6 subgrupos, sendo que o grupo de 24 ratos mais obesos, foi
randomicamente distribuido em dois grupos de 12 animais:

Subgrupo racéo salina SGRS (n=12)

Esse subgrupo recebeu uma dieta balanceada (racdo especifica
para ratos) por 15 dias. Nestes ultimos 15 dias antes do sacrificio dos
animais este subgrupo recebeu salina por via oral por meio de gavagem.
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Subgrupo ragdo tadalafil SGRT (n=12)

Esse subgrupo recebeu uma dieta balanceada (racdo especifica
para ratos) por 15 dias. Nestes ultimos 15 dias antes do sacrificio dos
animais este subgrupo recebeu tadalafil 10 mg/kg/dia por via oral por
meio de gavagem . A escolha do tadalafil se deu por seu maior tempo de
acdo quando comparado ao sildenafil e ao vardenafil (84), e sua dose foi
baseada em trabalhos da literatura, que descreveram efeito terapéutico
sem toxidade aos animais (85-86).

Subgrupo racdo magro SGRM (n=12)

Esse subgrupo recebeu uma dieta balanceada (racéo especifica
para ratos) por 15 dias. Nestes Ultimos 15 dias antes do sacrificio dos
animais este subgrupo recebeu salina por via oral por meio de gavagem.

Subgrupo cafeteria salina SGCS (n=12)

Esse subgrupo recebeu uma dieta hipercalérica (dieta de
cafeteria) por 15 dias. Nestes ultimos 15 dias antes do sacrificio dos
animais este subgrupo recebeu salina por via oral por meio de gavagem.

Subgrupo cafeteria tadalafil SGCT (n=12)

Esse subgrupo de ratos recebeu uma dieta hipercalérica (dieta de
cafeteria) por 15 dias. Nestes ultimos 15 dias antes do sacrificio dos
animais este subgrupo recebeu tadalafil 10 mg/kg/dia por via oral por
meio de gavagem.

Subgrupo cafeteria magro SGCM (n=12)

Esse subgrupo recebeu uma dieta hipercalorica (dieta de
cafeteria) por 15 dias. Nestes Gltimos 15 dias antes do sacrificio dos
animais este subgrupo recebeu salina por via oral por meio de gavagem.
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Figura 3. Organograma representando a divisdo dos grupos
experimentais. T Obito de 01 animal de cada subgrupo magro.
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3. PROTOCOLO DE ALIMENTAGCAO

Apos a divisdo dos animais em 2 grupos experimentais, 0s ratos
do SGR receberam diariamente racdo especifica para ratos ad libitum,
enquanto os do SGC receberam apenas dieta de cafeteria, também ad
libitum. No trigésimo dia do experimento, os animais de menor peso
foram separados, e os ratos do SGR e SGRM continuaram recebendo
racdo balanceada para ratos, enquanto os do SGC e SGCM recebiam
dieta de cafeteria por mais 30 dias até o 60° dia do experimento. Nos
Gltimos 15 dias do trabalho, quando ocorreu a intervencgao, 0s subgrupos
foram finalmente divididos em SGRS, SGRT, SGRM alimentados com
racdo e SGCS, SGCT e SGCM alimentados com dieta de cafeteria.

A alimentacdo quando em quantidade minima na bandeja era
reposta, apos ser pesada por meio de balanca digital (Precision ®, PR
1000), e entdo registrada.

3.1. Ragéo para Ratos

A dieta balanceada utilizada para a alimentagdo dos ratos foi a
racdo Nuvilab Cr-1®, especifica para ratos e camundongos, com a
seguinte composicao: Proteina Bruta 22 a 22,5%, lipideos 4,4 a 4,6% e
carboidratos de 53 a 55%

e A dieta Standard (rac&o) foi administrada ad libitum

e A agua foi oferecida ad libitum

3.2. Dieta de Cafeteria

Teve como base as dietas utilizadas em trabalhos e publicadas na
literatura (74, 76), e era constituida de:

¢ Alimentos solidos altamente energéticos, incluindo chocolate,
biscoito recheado, bacon, salame, queijo gordo e doce de amendoim.

e Dieta liquida: incluia 4gua ad libitum.

A distribuicdo dos nutrientes respeitou uma propor¢do de 45% de
carboidratos, 45% de lipideos e 10% de proteinas.



52

4. ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos experimentais estdo de acordo com o0s
Principios Eticos em Experimentacio Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e o projeto foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFSC sob o
nimero PP00819 (Anexo A).

5. INTERVENCOES
5.1. Gavagem

Procedimento em que a substéncia € introduzida na cavidade oral
ou no aparelho digestivo, por meio de um tubo esofagico ou estomacal.
Um tubo flexivel (ou agulha) com a ponta arredondada é introduzido na
boca do animal, e gentilmente empurrado pelo eséfago até o estdbmago.
No trabalho em questdo foi escolhido o uso de um tubo fino acoplado a
um eppendorf, que serviu de bocal, para a administracdo do tadalafil
(10mg/Kg de peso) ou salina até o estdbmago, por se mostrar menos
traumatico do que as agulhas rigidas. A intervencdo ocorreu nos ultimos
quinze dias do experimento.

5.2. Procedimento Anestésico

Previamente a anestesia, foi administrada em cada animal uma
dose de atropina na quantidade de 0.05 miligramas/Kg de peso por via
subcutanea, um anticolinérgico visando evitar a sialorréia excessiva
durante o ato anestésico (87). Apds identificacdo dos animais, a
anestesia foi realizada com uma solucdo de ketamina 75mg/Kg,
associada a xilazina 10mg/Kg injetada intramuscular, na face interna de
uma das patas traseiras (87). A efetividade da anestesia foi avaliada pela
auséncia de reflexo corneo-palpebral e reagdo motora apds preensao
com pinga do coxim adiposo de uma pata dianteira. Os animais foram
entdo devidamente pesados.

5.3. Obtenc¢do das amostras de soro

As amostras para a determinagdo das concentragBes séricas de
glicose, insulina e adiponectina foram obtidas por punc¢do cardiaca, ap6s
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0 procedimento anestésico e depois de um jejum de 12 horas. Apds a
coleta, o sangue foi centrifugado, para a obtencdo do soro. Todas as
amostras foram congeladas a -70°C, e descongeladas apenas no dia da
realizagdo dos ensaios.

5.4. Obtencao e preparacdo do tecido adiposo

Para a analise das citocinas inflamatérias o tecido adiposo
visceral, obtido no dia do sacrificio dos animais da regido epididimal,
foi homogeneizado com solucdo de PBS contendo Tween 20 (0,05 %),
fluoreto de  fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0,1 mM, acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 10 mM, aprotinina 2 ng/mL e cloreto
de benzamethonium 0,1 mM. O material foi entdo transferido para tubos
de 1,5 mL e centrifugado a 3000 x g durante 10 min a 4° C e o
sobrenadante obtido foi armazenado a -70° C para posterior analise .

Para as andlises relacionadas ao estresse oxidativo o tecido
adiposo da regido epididimal, obtido no dia do sacrificio dos animais,
foi homogeneizado em cinco volumes de tampéao fosfato de sédio 20mM
(pH 7,4) contendo cloreto de potassio. O material foi entdo centrifugado
a 2500 rpm por 10 minutos a 4°C para descartar os ndcleos e debris
celulares. O pellet foi descartado e o sobrenadante, uma suspenséo de
organelas mistas e preservadas, foi imediatamente analisado.

O tecido adiposo inguinal e retroperitonial, representantes do
tecido adiposo subcutdneo e visceral respectivamente, foram retirados
apenas para as suas quantificacbes em gramas e depois desprezados.

5.5. Morte indolor assistida

Foram utilizadas no experimento as doses de 300mg/kg de
Ketamina e 30 mg/kg de Xilazina IM (87).
6. ANALISES LABORATORIAIS

6.1. Determinagéo das concentracdes de insulina e adiponectina

A determinacdo das concentragdes de insulina e adiponectina foi
realizada no soro.
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As concentracdes de insulina foram determinadas por meio do Kit
insulina rato-camundongo e os de adiponectina pelo Kit adiponectina-
rato, ambos da marca Millipore® (Billerica, EUA) (ensaio ELISA). Os
limites inferiores de deteccdo para 0s ensaios e as variagOes ideais de
valores eram:

e Insulina— 0,2 ng/mL e 0,2 a 10 ng/mL

¢ Adiponectina — 0,155 ng/mL e 3,125 a 200 ng/mL

O ensaio ELISA utilizado foi do tipo sanduiche, em que um
anticorpo conhecido (anticorpo de captura), neste caso direcionado ao
antigeno (horménio) que se quer mensurar, esta fixado a uma placa de
poliestireno. Faz-se uma primeira lavagem para retirar o anticorpo livre.
Adiciona-se a amostra com o antigeno que se quer identificar e
quantificar, que se liga ao anticorpo fixado nos pocos da placa. Segue-se
nova lavagem para eliminar o antigeno ndo ligado ao anticorpo.
Acrescenta-se entdo um conjugado composto de outro anticorpo dirigido
contra 0 antigeno, associado a uma enzima. Lava-se para retirar o
conjugado livre. Adiciona-se por fim um cromdgeno, e um substrato
gue, no caso de atividade enzimatica, muda de cor e pode ser detectado
por espectrofotometria. Foram utilizados os filtros de 450nm e 590nm
na leitora de ELISA (espectrofotdmetro), e todos os procedimentos
relacionados & andlise do material bioldgico colhido seguiram
rigorosamente as instrucdes do fabricante dos Kits de exame e foram
realizados em duplicata.

6.2. Determinacéo da glicemia

A glicemia foi determinada através do método da hexoquinase da
Siemens Healthcare Diagnostics Inc.®. A glicose é fosforilada com
adenosina trifosfato (ATP) na reacdo catalisada pela hexoquinase (HK).
O produto glicose-6-fosfato (G6P) é entdo oxidado com a reducdo
concomitante da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP)
para NADPH (forma reduzida da coenzima), na reacdo catalisada pela
glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH). Um mol de NADP é
reduzido a um mol de NADPH para cada mol de glicose presente. A
absorbancia em relacdo aos niveis de NADPH, e consequentemente da
concentracdo de glicose, € entdo determinada.
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6.3. Calculo do modelo de avaliagdo da homeostase para resisténcia
ainsulina (HOMA-IR)

Os valores do HOMA-IR foram calculados por meio da
seguinte férmula: HOMA-IR = Glicemia de jejum (mg/dL) x Insulina
sérica de jejum (MU/mL) / 405.

6.4. Célculo do indice adiponectina sérica/gordura total

A avaliagdo da proporcdo da adiponectina sérica pela quantidade
de gordura total foi calculada pela seguinte formula: indice adiponectina
gordura = adiponectina sérica (ug/mL) / gordura total (epididimal +
retroperitonial + inguinal em mg) (88).

6.5. Determinacgdo das concentragdes de fator de necrose tumoral o
(TNFo) e interleucina 6 (IL-6)

6.5a Determinacdo das proteinas

O teor total de proteina foi medido no sobrenadante utilizando o
método de Bradford , com albumina de soro bovino (BSA) como padréao
(89).

6.5b Determinacéo das citocinas inflamatorias

A determinag8o das concentragdes de TNFa e IL-6 foi realizada
no tecido adiposo visceral.

As concentraces de TNFa foram determinadas por meio do Kit
TNF-alpha DuoSet rato e os de IL-6 pelo Kit IL-6 DuoSet rato, ambos
da marca R&D Systems® (Minneapolis, EUA) (ensaio ELISA). Os
limites inferiores de deteccdo para 0s ensaios e as variagOes ideais de
valores eram:

e TNFa— 62,5 ng/mL e 62,5 - 4,000 pg/mL

o IL-6 — 125 ng/mL e 125 - 8,000 pg/mL

Foram utilizados os filtros de 450nm e 550nm na leitora de
ELISA (espectrofotdmetro), e todos os procedimentos relacionados a
andlise do material biolégico colhido seguiram rigorosamente as
instrucdes do fabricante dos Kits de exame, e foram realizados em
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duplicata. Os valores foram expressos como a quantidade de citocina /
mg de proteina.

6.6. Andlise dos parédmetros relacionados ao 6xido nitrico e produtos
finais de glicagdo avancada

6.6.a Determinacdo das proteinas

A quantificacdo das proteinas na analise do estresse oxidativo foi
efetuada por meio da  técnica  de Lowry (90).

6.6.b Determinacdo do metabdlito do dxido nitrico (NO’):

Em razdo da meia vida extremamente curta do éxido nitrico in
vivo (menos de 1 segundo em sangue circulante) (56, 91), a
concentracdo de d6xido nitrico foi estimada através de seu metabolito
nitrito (NO;"). A concentracdo de NO, foi determinada de acordo com o
método de Hevel e Marletta (92) no material sobrenadante, apés a
homogeneizacdo do tecido adiposo epididimal. O total de NO, foi
mensurado por ensaio colorimétrico (leitora multifuncional Tecan
infinite M200 PRO (Tecan, Grédig/Salzburg, Austria) a 540 nm baseado
na reacao de Gries (93).

6.6.c Avaliacdo das concentragdes de produtos finais da glicacdo
avancada (AGEs):

A formacdo dos compostos de Maillard, produtos iniciais nas
reacOes que originam os AGEs, foi avaliada como previamente descrita
por Biemel (94), no material sobrenadante, apds a homogeneizacédo do
tecido adiposo epididimal. A deteccdo foi realizada por fluorescéncia,
em a que luz emitida ou fluorescéncia é proporcional a concentracéo do
composto analisado. A analise foi realizada nos espectros (Aex) 370 nm
e 440 nm utilizando a leitora multifuncional Tecan infinite PRO M200
(Tecan, Grodig/Salzburg, Austria).
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7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + desvio padréo.
Apds a constatacdo de que os dados assumiam uma distribuicdo normal,
por meio do teste de Shapiro-Wilk, a comparacdo das médias dos
diferentes subgrupos foi realizada utilizando o método estatistico
ANOVA one way com correcao de Tukey, quando se efetuava a analise
de varidncia de um fator. Na andlise de variancia bifatorial foi
empregado o ANOVA two way, seguido de ANOVA one way com
correcdo de Tukey para a comparagao entre os grupos. O teste t pareado
foi utilizado para comparagdo das médias entre diferentes semanas do
estudo em cada subgrupo. A andlise estatistica dos dados foi realizada
utilizando software SPSS versdo 17.0. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes.
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IV. RESULTADOS

Variacdo do peso corporal nos diferentes grupos ao longo das
semanas de estudo e peso médio final no dia do sacrificio dos
animais nos diferentes subgrupos:

A Figura 4 mostra a evolucdo das médias dos pesos em gramas ao
longo dos primeiros trinta dias do estudo de dois subgrupos de ratos:
subgrupo ragdo (SGR) e subgrupo cafeteria (SGC). Quando foi
comparado o peso médio ao final do acompanhamento com o peso
inicial foi observado um aumento significativo do peso corporal durante
0 periodo do estudo nos animais dos dois subgrupos (p < 0,050).
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Figura 4. Evolucdo das médias dos pesos em gramas em dois subgrupos de
ratos (SGR/SGC) desde o inicio do estudo, quando os animais apresentavam 60
dias de vida, até o 30° dia do experimento quando estavam com 90 dias de vida.
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A Figura 5 mostra a evolucdo das médias dos pesos em gramas no
segundo més do estudo de quatro subgrupos de ratos: subgrupo racao
(SGR), subgrupo ragdo magro (SGRM), subgrupo cafeteria (SGC) e
subgrupo cafeteria magro (SGCM). Quando foi comparado o peso
médio ao final do acompanhamento com o peso inicial foi observado um
aumento significativo do peso corporal durante o periodo do estudo nos
animais dos quatro subgrupos (p < 0,050). Quando o peso dos animais
na 4 semana foi comparado nos diferentes subgrupos, as médias foram
maiores no SGR em relagdo ao SGRM (p = 0,002), no SGC em relacédo
a0 SGR (p =0,042) e no SGC em relagdo ao SGCM (p < 0,001).

430
410
390
370 -

350 4 —4—SGR

330 /*;'x
290 % e

270 =>¢=SGCM
250

230 T T T 1

Peso em gramas

Semanas

Figura 5. Evolugdo das médias dos pesos em gramas em quatro subgrupos de
ratos do 30° dia do estudo, quando os animais apresentavam 90 dias de vida em
que foram separados 0s doze animais mais magros de cada grupo, até o 60° dia
do experimento, quando estavam com 120 dias de vida.
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A Figura 6 mostra a evolugdo das médias dos pesos em gramas ao
longo dos quinze dias finais do estudo, em seis subgrupos de ratos:
subgrupo racdo salina (SGRS), subgrupo racdo tadalafil (SGRT),
subgrupo racdo magro (SGRM), subgrupo cafeteria salina (SGCS),
subgrupo cafeteria tadalafil (SGCT) e subgrupo cafeteria magro
(SGCM). Quando foi comparado o peso médio ao final do
acompanhamento com o peso inicial ndo foi observada variacdo
significativa do peso corporal durante o periodo do estudo em nenhum
dos subgrupos.
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Figura 6. Evolugdo das médias dos pesos em gramas em seis subgrupos de
ratos do 60° dia do estudo (inicio da intervencdo), quando os animais
apresentavam 120 dias de vida, até o 75° dia do experimento quando estavam
com 135 dias de vida.
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Variacdo da ingestdo alimentar nos diferentes subgrupos ao longo
dos 3 principais periodos do estudo:

A Figura 7 mostra a ingestdo alimentar em gramas dos subgrupos que
receberam racdo especifica para ratos (SGR) e dieta de cafeteria (SGC)
nos 30 primeiros dias do experimento. Quando comparados em relacdo a
ingestdo alimentar, os animais do SGR apresentaram uma ingestdo
média maior que os animais do SGC em todas as semanas.
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Figura 7. Ingestdo (Média + DP) dos animais do SGR e SGC nos primeiros 30
dias do estudo. *p = 0,013 para compara¢do SGC e SGR na primeira semana,
**p = 0,015 na segunda semana, ‘p = 0,004 na terceira semana e 'p < 0,001 na
quarta semana.
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A Figura 8 mostra a ingestdo alimentar em gramas dos subgrupos que
receberam racdo especifica para ratos (SGR/SGRM) e dieta de cafeteria
(SGC/SGCM) no segundo més do experimento. Quando comparados
com relacédo a ingestao alimentar, os animais do SGR apresentaram uma
ingestdo média maior que os animais do SGC na primeira semana do
segundo més do estudo.
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Figura 8. Ingestdo (Média + DP) dos animais do SGR, SGRM, SGC e SGCM
no segundo més do estudo. *p = 0,030 para comparacdo SGC e SGR na
primeira semana.
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A Figura 9 mostra a ingestdo alimentar em gramas dos subgrupos que
receberam racdo especifica para ratos (SGRS/SGRT/SGRM) e dieta de
cafeteria (SGCS/SGCT/SGCM) nos Ultimos 15 dias do experimento.
Quando comparados com relagdo a ingestdo alimentar, os animais do
SGRS apresentaram uma ingestdo média maior que os animais do SGCS
na primeira semana dos 15 dias finais do estudo. Quando comparados
com relagdo a ingestdo alimentar, os animais do SGRS apresentaram
uma ingestdo média maior que os animais do SGRM e SGCS na
segunda semana dos 15 dias finais do estudo. Quando comparados com
relagdo a ingestdo alimentar, os animais do SGCS apresentaram uma
ingestdo média maior que os animais do SGCM na segunda semana dos
15 dias finais do estudo.
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Figura 9. Ingestdo (Média £ DP) dos animais do SGRS, SGRT, SGRM, SGCS,
SGCT e SGCM nos 15 dias finais do estudo. *p = 0,007 para comparacéo entre
SGCS e SGRS na primeira semana. **p < 0,001 para comparacdo entre SGRM
e SGRS, p < 0,001 para comparacio entre SGCS e SGRS e “"p=0,030 para
comparagdo SGCM e SGCS na segunda semana.
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Valores médios da gordura epididimal (EP), gordura retroperitonial
(RP) e gordura inguinal (ING) mensurados no dia do sacrificio dos
animais nos diferentes subgrupos:

As médias da gordura epididimal, gordura retroperitonial e gordura
inguinal sdo exibidas na Tabela 1. Quando comparados quanto a gordura
epididimal final, os animais do SGCS apresentaram médias
significativamente maiores que aqueles do SGRS (p = 0,001) e SGCM
(p = 0,017). Quando comparados quanto a gordura retroperitonial final,
0 SGCS apresentou média significativamente maior em relagdo ao
SGRS (p < 0,001) e SGCM (p = 0,028). Quando comparados quanto a
gordura inguinal final, os animais do SGCS apresentaram médias
significativamente maiores que aqueles do SGRS (p = 0,003) e SGCM
(p =0,022).

Tabela 1 — Gordura epididimal (gramas), gordura retroperitonial
(gramas) e gordura inguinal (gramas) nos subgrupos racdo salina
(SGRS), racao tadalafil (SGRT), racdo magro (SGRM), cafeteria salina
(SGCYS), cafeteria tadalafil (SGCT) e cafeteria magro (SGCM):

Grupos SGRS SGRT SGRM SGCS SGCT SGCM

Gordura 334 420 352 7,80 762 446
EP(g)  +104 +094 +120  +350° 4290 +1,65°

Gordura 459 6,00 524 12,97 1312 8,82
RP(g)  #155 +1,74 155 =+422° 480 +2.82°

Gordura 4,52 5,39 4,82 9,70 9,55 5,62
ING (g) +122  +121 182 #437° #353 2,02

*Meédia + Desvio Padrdo (DP)

ANOVA one way. °p = 0,001 para comparacéo SGCS e SGRS, °p = 0,017 para
comparagdo SGCM e SGCS, p < 0,001 para comparagdo SGCS e SGRS, dp =
0,028 para comparagio SGCM e SGCS, °p = 0,003 para comparacdo SGCS e
SGRS, fp: 0,022 para comparacdo SGCM e SGCS.
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Valores médios do modelo de avaliagdo da homeostase para
resisténcia a insulina (HOMA-IR):

A figura 10 mostra as médias do HOMA-IR ao final do
acompanhamento dos subgrupos de animais que receberam racdo
especifica para ratos (SGRS/SGRT) e dieta de cafeteria (SGCS/SGCT).
N&o foram observadas diferengas estatisticamente significantes entre os
grupos.
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Figura 10. HOMA-IR (Média + DP) dos animais do SGRS, SGRT, SGCS e
SGCT calculada a partir das glicemias e insulinas séricas coletadas no dia do
sacrificio dos animais.
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Valores médios do indice adiponectina/gordura total nos diferentes
subgrupos de animais em amostras de soro, colhidas no dia do
sacrificio dos animais.

A Figura 11 mostra as média do indice adiponectina/gordura total dos
subgrupos que receberam racdo especifica para ratos (SGRS/SGRT) e
dieta de cafeteria (SGCS/SGCT). Quando comparados com relacdo
indice adiponectina/gordura total, os animais do SGRS apresentaram um
nivel médio maior que os animais do SGCS (p < 0,001).
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Figura 11. indice adiponectina/gordura (Média + DP) dos animais do SGRS,
SGRT, SGCS e SGCT mensurado no tecido adiposo visceral extraido no dia do
sacrificio dos animais. *p < 0,001 para comparacdo SGCS e SGRS
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Concentragdes médias de citocinas inflamatdrias em amostras de
tecido adiposo visceral, extraidas no dia do sacrificio dos animais.

A Figura 12 mostra as concentracfes de fator de necrose tumoral o
(TNFa) em pg/mg de proteina no tecido adiposo visceral dos subgrupos
que receberam ragdo especifica para ratos (SGRS/SGRT) e dieta de
cafeteria  (SGCS/SGCT). Nado foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos.
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Figura 12. TNF o (Média + DP) dos animais do SGRS, SGRT, SGCS e SGCT
mensurado no tecido adiposo visceral extraido no dia do sacrificio dos animais.
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A Figura 13 mostra as concentragdes de interleucina 6 (IL-6) em pg/mg
de proteina no tecido adiposo visceral dos subgrupos que receberam
racdo especifica para ratos (SGRS/SGRT) e dieta de cafeteria
(SGCS/SGCT). Animais do SGCT apresentaram médias de IL-6
significativamente maiores que as do SGRT (p = 0,043).
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Figura 13. IL-6 (Média £ DP) dos animais do SGRS, SGRT, SGCS e SGCT
mensurado no tecido adiposo visceral extraido no dia do sacrificio dos animais.
*p = 0,043 para comparagdo entre SGCT e SGRT.
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Concentragbes médias de nitrito nos diferentes subgrupos em
amostras de tecido adiposo visceral, extraidas no dia do sacrificio
dos animais.

A Figura 14 mostra as concentracdes de nitrito em pmol/mg de proteina
no tecido adiposo visceral dos subgrupos que receberam ragédo
especifica para ratos (SGRS/SGRT) e dieta de cafeteria (SGCS/SGCT).
Quando comparados com relacdo ao nitrito do tecido adiposo visceral,
o0s animais do SGRS apresentaram um nivel médio maior que os animais
do SGCS (p = 0,013).
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Figura 14. Nitrito (Média + DP) dos animais do SGRS, SGRT, SGCS e SGCT
mensurado no tecido adiposo visceral extraido no dia do sacrificio dos animais.
*p = 0,013 para comparagdo SGCS e SGRS.
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Concentragdes médias de compostos de Maillard nos diferentes
subgrupos em amostras de tecido adiposo visceral, colhidas no dia
do sacrificio dos animais:

A Figura 15 mostra as concentracdes de compostos de Maillard
no tecido adiposo visceral dos subgrupos que receberam ragédo
especifica para ratos (SGRS/SGRT) e dieta de cafeteria (SGCS/SGCT).
Animais do SGCS apresentaram médias significativamente mais
elevadas que aqueles do SGRS (p = 0,005) e SGCT (p = 0,038).
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Figura 15. Compostos de Maillard (Média + DP) dos animais do SGRS, SGRT,
SGCS e SGCT mensurado do tecido adiposo visceral extraido no dia do
sacrificio dos animais. *p = 0,005 para comparacdo entre SGCS e SGRS e **p
= 0,038 para comparagdo entre SGCT e SGCS.
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A Figura 16 mostra as concentracdes de compostos de Maillard
no tecido adiposo visceral dos subgrupos que receberam ragdo
especifica para ratos (SGRS/SGRM) e dieta de cafeteria
(SGCS/ISGCM).  Animais do SGCS apresentaram  médias
significativamente mais elevadas que aqueles do SGCM (p = 0,008).
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Figura 16. Compostos de Maillard (Média + DP) dos animais do SGRS,
SGRM, SGCS e SGCM mensurado do tecido adiposo visceral extraido no dia
do sacrificio dos animais. *p = 0,008 para comparacéao entre SGCM e SGCS.
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V. DISCUSSAO

O intuito do presente estudo foi abordar a influéncia da natureza
da dieta sobre os transtornos metabélicos, associados principalmente a
expansdo do tecido adiposo, e concomitantemente, avaliar uma
intervencdo farmacoldgica especifica sobre esses desequilibrios.
Conforme o assunto é discorrido, fatores tdo distintos e aparentemente
independentes como o metabolismo dos carboidratos, a inflamacéo e o
estresse oxidativo se revelam coautores desses distdrbios metabolicos
sistémicos, relacionados ao aparecimento de doencas. Inicialmente se
procurou validar o modelo animal de obesidade utilizado, mostrando
gue ele ¢é realmente adequado ao desenho do estudo, e € potencialmente
capaz de esclarecer as davidas levantadas, que justificam a realizacdo do
trabalho. O modelo animal de obesidade, alimentado com uma dieta rica
em carboidratos e lipideos, é entdo confrontado com seu grupo controle,
submetido a uma dieta balanceada, e as diferencas sdo destacadas,
mostrando ao que o habito alimentar inadequado pode ocasionar. O
equilibrio fisioldgico do tecido adiposo dos animais de diferentes
subgrupos é explorado, tanto em material primario extraido do proprio
tecido, quanto a partir de dosagens séricas pertinentes. A relevancia da
discussdo que se segue fica dbvia quando lembramos que hoje
enfrentamos uma epidemia global de obesidade, e, consequentemente da
morbimortalidade a ela associada.

1. ADIETA DE CAFETERIA E O PESO CORPORAL

Quando foi avaliada a média ponderal ao final dos primeiros 30
dias de acompanhamento nos dois diferentes subgrupos de animais, nao
foi observada uma diferenca significativa de peso, mas com 60 dias de
dieta a diferenca era evidente e os animais do SGC, que receberam dieta
de cafeteria, apresentavam peso médio superior aos do SGR, que
receberam dieta balanceada (p=0,042). Este achado vai ao encontro do
que foi demonstrado na literatura, onde os animais submetidos a dieta de
cafeteria também apresentavam um peso médio superior aos
alimentados com racdo balanceada (74, 76). A dieta de cafeteria, que
tem como base a alimentag&o ocidental, tem sido responsabilizada, junto
com o sedentarismo, pela crescente prevaléncia mundial de obesidade e
suas consequéncias, com destaque as complicacBes cardiovasculares.
Como nosso interesse era estudar a influéncia de fatores externos nos
distarbios do tecido adiposo, o maior peso encontrado nos animais
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submetidos a dieta hipercaldrica ratifica a qualidade do modelo animal
de obesidade utilizado.

2. ADIETA DE CAFETERIA E A INGESTAO ALIMENTAR

Ao longo do estudo a ingestdo alimentar média foi por muitas
vezes superior nos subgrupos alimentados com ragdo, quando
comparados aos alimentados com dieta de cafeteria. Isto pdde ser
particularmente constatado nos primeiros trinta dias do trabalho, em que
em todas as semanas a ingestdo média foi superior nos animais
alimentados com a dieta balanceada. Este fato ndo deve causar
estranheza se considerarmos que a dieta de cafeteria, por ser rica em
lipideos, pode gerar hipofagia (77-79). Devemos, todavia, relembrar que
apesar da ingestdo menor, a dieta de cafeteria apresenta um valor
calérico total superior ao da dieta balanceada.

3. ADIETA DE CAFETERIA E A GORDURA CORPORAL

De grande importancia no estudo foi constatar que o subgrupo de
animais alimentado com dieta de cafeteria (SGCS) apresentava um peso
médio de gordura visceral (epididimal e retroperitonial) superior ao do
subgrupo alimentado com racdo (SGRS) (p=0,001 e p<0,001). O
resultado comprova a qualidade do modelo animal de obesidade
utilizado neste estudo. Este é um achado presente em outros trabalhos
semelhantes da literatura, em que a dieta de cafeteria também foi capaz
de gerar uma expansdo do tecido adiposo visceral, superior a dieta
balanceada (74, 81, 88). Com relacdo aos subgrupos de ratos com menor
peso corporal total (SGRM e SGCM), retirados dos respectivos grupos
maiores com intuito principal de controlar o desvio padrdo das amostras,
podemos constatar que com relacdo a gordura visceral (epididimal e
retroperitonial) o SGCS apresentava uma média superior ao SGCM
(p=0,017 e p=0,028).

Ao avaliarmos a gordura inguinal, representante do tecido
adiposo subcutaneo, verificamos que os animais alimentados com dieta
de cafeteria (SGCS) apresentavam um peso médio de gordura
subcutanea superior aos alimentados com ragdo (SGRS) (p=0,003). Este
é¢ um achado concordante com a literatura, onde os animais que
recebiam a dieta de cafeteria também apresentavam maior expanséo do
tecido adiposo inguinal (88). Podemos observar que a quantidade de
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tecido inguinal também estava relacionada ao peso, e ndo sé a natureza
da dieta ingerida, ja que animais mais magros (SGCM), submetidos a
mesma dieta (dieta de cafeteria) apresentavam uma quantidade menor
desse tecido adiposo do que os de maior peso (SGCS) (p=0,022).

4. ADIETA DE CAFETERIA E O HOMA-IR

Quando se comparou 0 HOMA-IR nos diferentes subgrupos
nenhuma diferenca significativa foi encontrada. Apesar do HOMA-IR
ser considerado um indice aceitavel e confidvel na estimativa da
resisténcia a insulina em humanos, ratos e camundongos, os resultados
dos trabalhos disponiveis na literatura sobre o impacto da dieta de
cafeteria sobre este indice sdo varidveis (95). Dentre os estudos que
utilizaram a dieta de cafeteria para a confec¢do de um modelo animal de
obesidade, os valores do HOMA-IR encontrados variaram da total
auséncia de diferenca (96) até o aumento significativo do indice (76). E
possivel que esta diversidade nos valores de HOMA-IR esteja
relacionada a diversidade da composicdo das dietas empregadas, mas
também ao género e a idade dos animais. De fato, tanto a idade quanto o
sexo podem influenciar a sensibilidade & acdo da insulina em animais e
humanos (97-100). Em animais e humanos, com o envelhecimento, é
possivel ver uma redistribuicdo da gordura, adquirindo um carater mais
visceral, 0 que em conjunto com a deterioracdo geral de 6rgdos e
sistemas, leva & diminuicao da sensibilidade celular a insulina.

5. A DIETA DE CAFETERIA E O INDICE ADIPONECTINA /
GORDURA TOTAL

A adiponectina, secretada copiosamente pelo tecido adiposo,
proporcionalmente encontra-se diminuida na obesidade (7, 28). Em
nosso estudo, o subgrupo de animais alimentado com dieta de cafeteria
(SGCS), e com uma maior expanséo do tecido adiposo total, apresentava
um valor menor da razdo adiponectina/gordura total, do que o subgrupo
alimentado com racdo (SGRS) (p<0,001). Este achado encontra respaldo
em outro trabalho experimental com ratos, em que nos animais
alimentados com dieta de cafeteria, a adiponectina ajustada para o tecido
adiposo branco também estava reduzida (88). A razdo para a relacdo
inversa da adiponectina e do grau de obesidade est4 talvez no fato do
tecido adiposo visceral ndo ser um bom secretor desta adipocina (80).
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6. ADIETA DE CAFETERIA E AS CONCENTRAGOES MEDIAS
DE CITOCINAS INFLAMATORIAS (TNFao/IL-6)

A inflamagdo tem sido responsabilizada inimeras vezes pelas
baixas concentracdes de adiponectina produzidas pelo tecido adiposo
visceral, e por muitos outros aspectos que associam 0s disturbios da
fisiologia do tecido adiposo com a sindrome metabolica (8, 29, 44). No
trabalho aqui discutido podemos verificar que o achado de maiores
titulos de IL-6 no tecido adiposo visceral de ratos do SGCT, quando
comparados aos do SGRT, corrobora esta associagao (p=0,043). A Unica
diferenca entre os dois grupos de animais é a constituicdo da dieta,
sendo que o primeiro grupo (SGCT) foi submetido a dieta de cafeteria.
Na literatura outros trabalhos relacionaram a IL-6 com a obesidade e
processos inflamatérios crénicos (101-103). A expansdo do tecido
adiposo branco cursa com um aumento in loco dos titulos de IL-6, e
finalmente a uma diminuicdo da sensibilidade celular local a insulina,
gue ao se tornar sistémica da origem aos varios aspectos relacionados a
sindrome metabdlica e a seu desfecho mais temido, a morbimortalidade
cardiovascular (101-104).

7. ADIETA DE CAFETERIA E AS CONCENTRACOES MEDIAS
DE NITRITO

Reforcando a importancia da via do 6xido nitrico no tecido
adiposo e validando o modelo de obesidade aqui utilizado, podemos
verificar nos resultados que os animais submetidos a dieta balanceada e
salina (SGRS) apresentavam concentragdes médias superiores de nitrito,
guando comparados aos alimentados com deita de cafeteria e salina
(SGCS) (p=0,013). Como ja antes destacado, para avaliar as
concentracBes de Oxido nitrico, em razdo de sua efémera meia vida,
pode-se medir 0s seus metabolitos, aqui representados pelo nitrito. A via
do dxido nitrico tem suma importancia na fisiologia do adipécito, que
vai do estimulo a sua diferenciagdo até a expressdo de genes
responsaveis pelo perfeito equilibrio de todo tecido adiposo (16-17, 64-
66). As maiores concentragcfes de nitrito, e consequentemente de oxido
nitrico, no tecido adiposo epididimal dos ratos alimentados com ragéo,
mostra que a gordura visceral desses animais apresentava-se mais
saudavel. Essa maior atividade da via do dxido nitrico, de forma
autécrina e paracrina, € capaz de finalmente trazer efeitos sistémicos
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positivos, considerando a importancia atual do tecido adiposo no
controle do metabolismo geral.

8. A DIETA DE CAFETERIA E OS COMPOSTOS DE
MAILLARD

Ao avaliarmos os compostos de Maillard, que estdo diretamente
relacionados aos produtos finais da glicagdo avancada (AGEs),
percebemos que suas concentracbes medias estavam mais elevadas nos
animais alimentados com dieta de cafeteria (SGCS), quando
comparados aos que receberam racdo (SGRS) (p=0,005), ambos sem a
influéncia do tadalafil. O mesmo podemos perceber ao compararmos 0s
animais de maior peso, submetidos a dieta de cafeteria (SGCS), aos de
peso inferior alimentados com a mesma dieta (SGCM) (p=0,008),
também sem a influéncia do tadalafil. Estes resultados estdo em
concordancia com a literatura, onde a obesidade ja foi caracterizada
como um importante estimulo a formacdo dos AGEs (11). De fato os
AGEs podem interferir na fisiologia de multiplos tecidos, incluindo aqui
0 tecido adiposo, de suma importancia para o metabolismo da glicose
(105-106). Ainda devemos lembrar que os animais submetidos a dieta
de cafeteria podem receber um aporte extra de AGEs por meio da
alimentacdo. Como j& mencionado anteriormente, alimentos
industrializados, comuns na dieta ocidental, podem ser fontes diretas de
AGEs (50).

9. O TADALAFIL E O HOMA-IR

Com relacdo ao efeito do tadalafil sobre 0o HOMA-IR, néo foram
notadas diferencas significativas do ponto de vista estatistico, quando
foram comparados os diferentes subgrupos. Ao analisarmos os dois
trabalhos disponiveis na literatura, que avaliaram o efeito dos inibidores
da PDE5 na sensibilidade a insulina, percebemos que em ambos 0s
casos o tempo de administracdo da droga foi maior (16, 66). No
primeiro trabalho o sildenafil foi administrado por 4 semanas (16) e no
segundo estudo, também com sildenafil, foi a administracdo cronica da
droga por 12 semanas que aumentou a sensibilidade a insulina (66). E
possivel que a administracdo do farmaco por apenas 2 semanas, no
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estudo aqui discutido, ndo tenha sido suficiente para levar a uma
melhora da sensibilidade sistémica & insulina.

10. © TADALAFIL E OS VALORES MEDIOS DA RELAGAO
ADIPONECTINA SERICA/GORDURA TOTAL

Em nosso trabalho a administracdo de tadalafil ndo levou a um
aumento do indice adiponectina/gordura total. De fato, trabalhos
disponiveis na literatura evidenciaram que os inibidores da PDE5
podiam estimular esta adipocina no tecido adiposo branco (17, 65).
Diferentemente de nosso experimento este incremento da adiponectina
foi demonstrado por meio da expressdo do seu gene, e ndo da molécula
ja formada (17, 65). E possivel que esta seja a razdo da discordancia de
resultados. Podemos nos perguntar se 0 aumento da expressao do gene é
suficiente para justificar um efeito clinico relevante, ja que a magnitude
real do efeito da droga na secrecéo da adiponectina néo ficou realmente
clara.

11. O TADALAFIL E AS CONCENTRACOES MEDIAS DE
CITOCINAS INFLAMATORIAS (TNFa/IL-6)

Ao analisarmos o efeito do tadalafil na concentracdo de citocinas
inflamatdrias no tecido adiposo visceral dos animais que receberam
dieta de cafeteria ou ragdo balanceada, ndo encontramos qualquer
diferenca. De forma contrdria um trabalho disponivel na literatura
mostrou que o sildenafil (inibidor da PDES5) podia atuar como anti-
inflamat6rio no tecido adiposo branco (16). E relevante mencionar que
aquele estudo avaliou a expressao do gene da citocina, e ndo a molécula
ja formada, como foi o caso do trabalho aqui discutido, 0 que pode ter
sido o motivo da discrepancia de resultados. A proteina formada
apresenta possivelmente uma melhor relagdo com a magnitude do efeito
da droga. Outro fator que pode ter influenciado os resultados foi o
tempo de administracdo da droga. No trabalho que concluiu que um
inibidor da PDE5 podia reduzir a expressdo dos genes do TNFa e da IL-
6, a droga foi administrada por quatro semanas (16).
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12. O TADALAFIL E OS COMPOSTOS DE MAILLARD

Um dado de extrema relevancia é a constatagdo que no tecido
adiposo dos animais submetidos a dieta de cafeteria e tadalafil (SGCT) a
concentracdo meédia de compostos de Maillard era menor do que a
observada na gordura dos ratos que receberam dieta de cafeteria e salina
(SGCS) (P=0,038). Podemos inferir que a melhora na fisiologia tecidual
promovida pelo farmaco tenha criado um ambiente mais equilibrado e
com uma menor producdo das AGEs. De fato, como ja mencionado
anteriormente, alguns trabalhos experimentais disponiveis na literatura
demonstraram que os inibidores da PDE5, aqui representados pelo
tadalafil, podem promover modificacBes positivas na biologia do tecido
adiposo, como o incremento da diferenciacdo do adipdcito, o aumento
consequente da expressdo de adiponectina, uma maior disponibilidade
de estradiol e um aumento da biossintese mitocondrial (fenémeno
browning) (17, 65, 67). Na literatura um Unico trabalho abordou a
utilizacdo dos inibidores da PDE5 no blogueio dos efeitos deletérios dos
AGEs em células endoteliais humanas (107). Os resultados deste estudo
permitiram concluir que o vardenafil, um inibidor da PDE5, é capaz de
inibir o aumento da expressdo da proteina quimiotatica de mondcitos
mediado pelos AGEs, quimiocina esta implicada no recrutamento de
células inflamatdrias, no inicio da formacgéo da placa de ateroesclerose
nos vasos (107). N&o encontramos nenhum estudo anterior que tenha
analisado o efeito dos inibidores de PDE5 na concentracdo de AGEs no
tecido adiposo.
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13. LIMITAGOES DO ESTUDO

E de grande importancia que algumas limitacdes do estudo sejam
discutidas.

Outros meios para a caracterizacdo da resisténcia a insulina
teriam sido Uteis para reforcar a sua presenca ou auséncia nos grupos
estudados. No trabalho aqui discutido foi utilizado o HOMA-IR para
mensurar a resisténcia a insulina, e a auséncia de resultados que
confirmem sua presenca ja € um indicativo de que sua intensidade foi
modesta. Como descrito anteriormente, o clamp euglicémico
hiperinsulinémico, que ndo foi utilizado no presente estudo, fornece a
mais pura e reprodutivel informacdo sobre a acéo tecidual da insulina
(108-109). Contudo, o0 HOMA-IR, aplicado no estudo em questdo, €
considerado atualmente um indice simples e confidvel na mensuracdo do
grau de resisténcia a insulina, fortemente relacionado ao clamp
euglicémico hiperinsulinémico, que nos ratos € de dificil execucdo em
razdo do pequeno calibre dos vasos e da baixa volemia (95).

Em nosso trabalho os efeitos positivos do tadalafil no tecido
adiposo branco foram avaliados por meio da dosagem das moléculas de
interesse ja formadas, e ndo da expressdo de seus genes. Porém, a
avaliacdo desses efeitos por meio da expressdo génica pode aumentar a
sensibilidade da detec¢do, mas talvez superestime o efeito clinico da
droga em questao.
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VI. CONCLUSOES E IMPLICACOES

1. CONCLUSOES

e A dieta de cafeteria foi capaz de levar a uma média final de
peso maior nos animais a ela submetidos, quando comparados
aqueles que receberam somente alimentacdo balanceada
(racdo).

e A dieta de cafeteria foi capaz de levar a uma média final de
tecido adiposo visceral (epididimal/retroperitonial) maior nos
animais a ela submetidos, quando comparados aqueles que
receberam somente alimentacéo balanceada (ragéo).

e A ingestdo alimentar foi menor nos subgrupos de animais
alimentados com a dieta de cafeteria, quando comparados
aqueles que receberam alimentagdo balanceada (racéo).

e A dieta de cafeteria por 10 semanas ndo alterou o indice de
resisténcia a insulina (HOMA-IR).

e A dieta de cafeteria, apesar de levar a uma maior expansao do
tecido adiposo total, ndo aumentou proporcionalmente as
concentracdes séricas de adiponectina.

e A dieta de cafeteria levou a uma maior concentracdo de IL-6 no
tecido adiposo dos animais a ela submetidos.

e A dieta de cafeteria levou a uma menor concentragdo de nitrito,
e consequentemente de dxido nitrico, no tecido adiposo dos
animais a ela submetidos.

e A dieta de cafeteria levou a uma maior concentracdo de
compostos de Maillard, e consequentemente de produtos finais
de glicacdo avancada (AGEs), no tecido adiposo dos animais a
ela expostos.
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A administragdo de tadalafil por duas semanas néo foi capaz de
influenciar o HOMA-IR

O tadalafil ndo foi capaz de aumentar as concentragdes séricas
de adiponectina, em relagdo ao tecido adiposo, nos subgrupos
de animais a ele expostos.

A administracdo de tadalafil ndo foi efetiva em reduzir as
concentragbes de citocinas inflamatérias (TNFa/IL-6), no
tecido adiposo de animais submetidos a dieta de cafeteria.

A administracdo de tadalafil foi efetiva em reduzir as
concentragGes de compostos de Maillard, e consequentemente
de produtos de glicacdo avancada (AGEs), no tecido adiposo de
animais submetidos a dieta de cafeteria.

2. IMPLICACOES

A dieta de cafeteria é uma intervencdo valida para a obtencdo
de um modelo animal adequado para o estudo da obesidade.

A pesquisa sobre a utilizacdo de tadalafil e de outros inibidores
da PDE5 deve ser encorajada, visando uma possivel aplicacéo
dessa classe de drogas nos desarranjos do tecido adiposo e de
suas consequéncias.
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ANEXO A — Protocolo aprovado pela CEUA/UFSC

Resultado de Solicitacdo de Protocolo CEUA
Protocolo
PP00819
Titulo
EFEITO DO TADALAFIL NAS ADIPOCINAS E MARCADORES
INFLAMATORIOS RELACIONADOS A SINDROME METABOLICA
Data de Entrada
03/09/2012

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
07/12/2012

Consideragdes

Oficio n? 123/CEUA/PRPE/2012

Do: Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(a): Prof(a) Dr(a) Armando José d'Acampora, Clinica Cirurgica - CCS
Prezado(a) Professor(a),

Em relagao ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA
deliberou o seguinte:

- APROVADO, por quatro anos, para a utilizagdo de setenta e dois ratos
(Rattus Norvegicus).

- Procedéncia do animal: Biotério Central da UFSC

Por ocasido do término desse protocolo, DEVERA SER
APRESENTADO RELATORIO detalhado relacionando o uso de animais
no Projeto desenvolvido aos resultados obtidos, conforme formulario ON
LINE CEUA.

Atenciosamente,
Relatério Final previsto para (90 dias ap6s término da vigéncia do
protocolo ou ho momento da apresentagdo de um novo protocolo)
Data 14/03/2017

Data 14/12/2012

<)
("N Qs
Prof. Assoc. Carlos Rogérie Tonussi, D.5c.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE
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ABSTRACT

Introduction: Adipose tissue as an endocrine organ is responsible for the release of multiple cytokines,
which have the most diverse metabolic functions. Therefore, it is extremely important to preserve its
physiological health in order to avoid local and systemic disorders. Experiments available in literature
show the importance of the nitric oxide (NO)/guanosine 3'5' cyclic monophosphate (cGMP)/protein
kinase G (PKG) pathway in adi biology. T i 5 (PDE5) is an enzyme responsible
for cGMP inactivation, and the use of its inhibitors can be an alternative in the search of a more balanced
adipose tissue.
Objective: This review aims to describe the PDES role and the possibility of using PDES inhibitors in adi-
pocyte physi and their ¢ es
Design and methods: Studies published in the last 10 years that related PDE5 and its inhibitors to adipose
tissue were raised in major databases.
Results: PDE5 is present in adi and PDES5 inhibi can promote interfere with adi-
pokines secretion, decrease inflammatory markers expression, and increase the thermogenic potential of
white adipose tissue.
Conclusions: PDE5 plays an important role in adipocyte physiology and the use of its inhibitors may prove
a useful tool to combat adipose tissue disorders and its highest expression, metabolic syndrome.
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Introduction

While hunger was a constant presence during human evolution,
nowadays 65% of the world’s population live in countries where
overweight and obesity kill more people than underweight [1.2].
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Over the last years adipose tissue rose from a simple energy
deposit to an endocrine organ, producing hormones known as
adipokines, and also cytokines related to the onset and perpetua-
tion of inflammation [3-5]. On account of its role in metabolic
control, adipose tissue expansion leads to alteration of its normal
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