BRUNA LEONCIO BARBOSA

Reducgao da producao de H.S no figado de

camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.

Sao Paulo
2019

16



17

RESUMO

Barbosa, BL. Reducédo da producdo de H.S no figado de camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica. 2019. 85 p. Dissertagdo de mestrado em
Ciéncias — Fisiologia Humana — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Sulfeto de Hidrogéncio (H2S) € uma molécula gasosa sinalizadora que atua
sobre processos fisiologicos e fisiopatoldgicos, promovendo a sulfidracdo de
moléculas celulares como a Keap 1. E sintetizado principalmente pelas
enzimas cistationina—gama-liase (CSE) e cistationina beta-sintase (CBS),
ambas dependentes do co-fator 5’-fosfato de pirodoxal, e que utilizam o L-
cisteina como substrato. Essas enzimas estao presentes em varios tecidos
incluindo o figado. O camundongo CBSKO apresenta fendtipo de
homocistinuria, ou seja, além da homocisteinemia apresenta estresse oxidativo,
fibrose e esteatose hepatica. Ademais, ha estudos in vitro sugerindo um papel
desse gas reduzindo a captagcdo de glicose hepatica. A hipotese dessa
dissertacdo é que a ingestao de dieta hiperlipidica (DHL) modifica a producao
de H.S no figado de camundongos e que isso seja um evento precoce a
instalagdo do figado gorduroso ou doenga hepatica gordurosa nao alcoolica
(DHGNA). Para isso, foram usados camundongos C57BI6 alimentados com
dieta hiperlipidica por 5 periodos diferentes (10, 20, 40, 60 e 80 dias de dieta) e
avaliados a evolugédo ponderal, os consumos alimentar e caldrico diarios, a
tolerancia a glicose e a insulina (GTT, ITT e Kitt), nos animais vivos. Nos
fragmentos hepaticos retirados apds a eutanasia foram avaliados a produgao
de H.S, a morfohistologia com corantes HE e picrocirius red, as expressdes
proteica e génica das enzimas CBS e CSE, a quantificacdo do conteudo de
triglicérides, a detecdo de F4/80 e as atividades de enzimas antioxidantes
(catalase, GPx e arginase). A massa corporal foi aumentada a partir de 20 dias
de DHL acompanhada de intolerancia/resistencia a insulina, no entanto, aos 10
dias da dieta ja havia intoleréncia a glicose. Aos 40 dias de DHL foi detectado

reducdo da producdo de H,S e inicio da presenca de vesiculas intracelulares
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nos hepatocitos, correspondendo a cerca de 5% dos hepatocitos com
esteatose. No entanto, ndo houve relagao clara entre expressao proteica ou
génica das enzimas CBS e CSE com a producdo do gas. Aos 60 dias de DHL
houve esteatose em 20% dos hepatocitos. Aos 80 dias da dieta, além da
esteatose em cerca de 25% dos hepatdcitos, foram detectados sinais de
inflamacao através da deteccao do marcador inflamatério F4/80 por imuno-
histoquimica, aumento de deposicdo de colageno nos espagos vasculares e
aumento da atividade da ALT sanguinea, caracterizando um quadro de
transicao inicial de esteatose para esteato-hepatite induzida pela DHL. Assim,
concluimos que a producao hepatica de H,S foi reduzida antes da instalacao
do figado gorduroso induzido pela DHL a despeito da ausencia de modificagao
na expressao proteica das enzimas CBS e CSE.

Como esse gas modula a atividade da via Keap 1/Nrf2, centrais na manutengao
do sistema antioxidante celular, € possivel sugerirmos participagdo dessa
reducdo n&o apenas no mecanismo celular/tecidual gerador do figado
gorduroso e mas também para a transicdo da esteatose para a esteato-

hepatite.

PALAVRAS-CHAVES: Sulfeto de hidrogénio. Doenga gordurosa hepatica nao
alcoolica (DGHNA). Resisténcia a insulina. Cistationina beta sintase (CBS).

Cistationina gama liase (CSE).
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ABSTRACT

Barbosa, BL. Reduction in H,S production in the livers of mice fed a hyperlipidic
diet. 2019. 75 p. Master of Science Dissertation — Human Physiology — Institute
of Biomedical Sciences, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Hydrogen sulfide (H.S) is a gaseous signaling molecule that regulates a variety
of physiological and pathophysiological processes through sulphydratation. It is
primarily synthesized by cystathionine-gamma-lyase (CSE) and cystathionine
beta-synthase (CBS), which are expressed in the liver, require 5'-pyrodoxal
phosphate as a co-factor, and use L-cysteine as a substrate. Interestingly, CBS
knockout (CBS KO) mice present homocystinuria and associated
homocysteinemia, as well as oxidative stress, fibrosis and hepatic steatosis.
Furthermore, in vitro studies suggest that this gas reduces hepatic glucose
uptake. It was hypothesized that mice fed a high fat diet (HFD) would dislay an
early reduction H.S production by the liver and that this event could occur prior
in the establishment of fatty liver or NAFLD, which is associated with diet
induced obesity (DIO). Towards the goal of gaining a better understanding of
H.S production during the onset and progression of DIO, male C57B16 mice
were fed a HFD for 10, 20, 40, 60 or 80 days. During the experimental period,
weight evolution, daily food and caloric intake, as well as glucose and insulin
tolerance (GTT, ITT and Kitt) were evaluated. At the end of each time period
hepatocyte morphology was assessed by HE and picrocirius red staining, CBS
and CSE gene and protein expression were evaluated, triglyceride content was
quantified, F4/80 antigen was detected and antioxidant enzyme (catalase, GPx
and arginase) activites were determined. The results showed that mice fed a
HFD for 20 days or longer presented an increase in final body weight. Reduced
glucose tolerance and insulin resistance were observed after consuming the
HFD for 10 and 20 days, respectively. Intracellular vacuoles were detected in
the hepatocytes after 20 days of the HFD. The amount of compromised
hepatocytes increased from 2% after 20 days of the HFD, to about 5% after 40
days, to approximately 20 to 25% after 60 and 80 days. After consuming the

HFD for 80 days, there was an observed ballooning of hepatocytes, increased
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F4/80 detection indicating the presence of inflammatory infiltrates, increased
collagen fiber detection in the vascular spaces, and increased serum ALT
activity. There was a ~50% reduction in H,S production in the liver samples
from animals fed a HFD for 40 days; however, there was no clear relationship
with the alterations detected in CBS and CSE gene or protein expression.
Based on the results, the development of fatty liver occurs later in the DIO mice.
Additionally, the spectrum of the developed NAFLD presented incipient
steatohepatitis characteristics. The reduction in H.S gas production appeared
after the installation of insulin resistance, but prior to the establishment of
NAFLD. Therefore, we conclude that alterations in hepatic H.S production is an
early event associated with the onset of NAFLD, and it may play a role in the
progression from simple steatosis to NASH, considering its described effect

upon the antioxidant system mediated by the Keap-1/Nrf2 pathway.

KEYWORDS: Hydrogen sulfide. Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD).
Insulin resistance. Cystathionine beta synthase (CBS). Cystathionine gamma
lyase (CSE).
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1 INTRODUGAO

O sulfeto de hidrogénio (H.S), também conhecido como gas sulfidrico, é
um gas incolor, com odor de ovo e carne podres. Além desse odor
caracteristico € téxico e inflamavel. Foi, infelizmente, usado no passado como
arma quimica de Guerra, na década de 1910. Seus efeitos toxicos estdo
relacionados a concentracdo de exposigcao e tempo; levando a sintomas que
variam de leve irritagao ocular, perda da capacidade olfativa, edema pulmonar,
excitabilidade de sistema nervoso central e morte imediata por parada
respiratoria. No entanto, ele também ¢é produzido pelos animais e humanos,

principalmente pelas bactérias do sistema digestorio. (FIORUCCI et al., 2006)

Na década de 1950 foi descoberto que células de mamiferos eram
capazes de sintetizar esse gas (STIPANUK; BECK, 1982). Um primeiro papel
fisioloégico foi descrito como efeito neuromodulador do gas (ABE; KIMURA,
1996). Recentemente, foi evidenciado o efeito de H2S na protecéo ao prurido e
inflamacao da pele in vivo e in vitro (RODRIGUES et al., 2016). Além disso,
foram também determinados efeitos sobre a presséo arterial (DONGO et al.,
2018; WANG, 2012; YANG et al., 2008). Assim, o H2S passou a ser
considerado membro da familia de mediadores bioldégicos denominados
gasotransmissores, juntamente com o o6xido nitrico (NO) e mondxido de
carbono (CO). Essas moléculas sdo capazes de atravessar livremente as
membranas celulares sem a utilizagdo de transportadores especificos (SZABO,
2007).

Zhao e colaboradores, 2001, demonstraram o papel do H.S sobre os
canais de potassio dependente de ATP (adenosina trifosfato), Kare. Estudos in
vivo demonstraram efeito hipotensor transitério em ratos apds injegdo com
doador do gas, independente da frequéncia cardiaca. Esse efeito foi
antagonizado pelo bloqueio dos canais Katr com a glibenclamida. Além disso,
uso de anéis isolados de aorta de ratos incubados com o gas mostrou efeito

direto do gas sobre relaxamento desses vasos. Finalmente, através de patch-
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clamp os autores demonstraram aumento da corrente ibnica do canal Katr com

a presenga do gas.

Os canais Katr também estdo presentes nas células B pancreaticas e
desempenham papel central no mecanismo de secrecao de insulina induzida
pela glicose. Com a metabolizagao intracelular da glicose ha geragéo de ATP;
consequentemente a razao ATP/ADP aumenta no citoplasma das células
pancreaticas. A consequéncia desta aumentada relacdo ATP/ADP €& o
fechamento dos KaTp, com subsequente despolarizagdo da membrana celular.
Essa despolarizacdo leva a abertura de canais de calcio com consequente
influxo de calcio para a célula B resultando em manutengao da despolarizagao
da membrana plasmatica e desencadeamento do processo exocitético (HABER
et al., 2001). A insulina regula a homeostase de glicose em varios niveis,
reduzindo a producao hepatica de glicose (via diminuicdo da gliconeogénese e
glicogendlise) e aumentando a captacéo periférica de glicose, principalmente
nos tecidos muscular e adiposo. A insulina também estimula a lipogénese no
figado e nos adipdcitos, bem como aumenta a sintese e inibe a degradacéo
proteica (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

O efeito do H,S sobre a secrecéo da insulina foi demonstrado in vitro em
células MIN 6 (células B pancreaticas de camundongos) e em ilhotas isoladas
de ratos Wistar. O tratamento com doador de H,S na presenca de glicose
induziu reducdo da producdo de ATP e, consequentemente, reducao da
liberacgao de insulina (KANEKO et al., 2006; MOUSTAFA; HABARA, 2016).

O H;S atua induzindo a sulfidragdo de moléculas. Sulfidragdo é um
processo que envolve a conversdao de grupos tidis (-SH) de cisteina para
persulfetos (-SSH) (FILIPOVIC, 2015; MUSTAFA et al., 2009). Um alvo bem
estabelecido cuja acdo é regulada por sulfidracdo € o fator de transcrigao

chamado Keap1 (Proteina 1 Associada a ECH Semelhante a Kelch).

A sulfidragao da proteina Keap 1 interfere com sua interagdo com outra
proteina, o Nrf-2 (fator nuclear 2 relacionado ao eritroide). Quando nao

sulfidrado o Keap 1 se associa ao NrF2 e o direciona para a via de degradacéao
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do complexo ubiquitina/ligases. Assim, quando ha sulfidracdo da Keap 1 ha
dissociagdo do complexo Keap 1/Nrf2 permitindo que o Nrf2 transfira do
citoplasma para o nucleo celular. No nucleo, o Nrf2 se associa ao elemento de
resposta antioxidante (ARE) ativando a transcricdo de varios genes de defesa
antioxidante (CALVERT et al., 2009; FILIPOVIC, 2015) (Figura 1).

Figura 1: A proteina Keap-1 (Proteina 1 Associada a ECH Semelhante a Kelch) mantém

Nrf-2 no citoplasma, onde pode ser degradado.

Gos e ‘

A sulfidracdo de cisteinas da proteina Keap1 ndo permite sua interagdo com Nrf-2
provocando a dissociagao e translocagdo desse para o nucleo. No nucleo, ele se liga ao
elemento de resposta antioxidante (ARE) causando a transcricdo de varios genes de
defesa antioxidante (FILIPOVIC MILOS, 2015).

Os precursores do H.S sdo L-cisteina e homocisteina. O primeiro € um
aminoacido n&o essencial que pode ser obtido pela dieta ou sintetizado a partir
de metionina. O segundo é um aminoacido sulfidrilico produzido como
intermediario durante a metabolizacdo da metionina. A L-cisteina também pode

ser resultante da metabolizacdo de homocisteina. Tanto metionina quanto L-
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cisteina estdo presentes em ovos, carnes, produtos lacteos e cereais integrais
(HINE; MITCHELL, 2014).

A producao enddégena do H,S envolve uma via enzimatica e uma via ndo
enzimatica. A via enzimatica é caracterizada pela acdo de trés enzimas. As
enzimas dependentes de piridoxal-5-fosfato (P5P), cistationina-b-sintase (CBS)
e cistationina-gama-liase (CSE), podem metabolizar L-cisteina, resultando na
geracdo de H2S. A L-cisteina pode também ser convertida em 3
mercaptopiruvato através da enzima cisteina aminotransferase (CAT), cuja
atividade depende da presenga de um alfa-cetoglutarato. A mercaptopiruvato
transferase (3MST), que é amplamente localizada nas mitocondrias, pode
metabolizar o 3-mercaptopiruvato e, consequentemente, gerar H2S
(FLANNIGAN et al., 2013) (Figura 2).

A via ndo enzimatica acontece nos eritrécitos. A quantidade gerada por
essa via corresponde uma parcela muito pequena do total de H,S produzido
(SEARCY et al., 1998).

Figura 2: Biossintese de H.S em células de mamiferos.
Methionina

Cofator: piridoxal 5
fosfato (vitamina B6)

Homocisteina

Cistationina L- cisteina

$

L- cisteina 3-mercatopiruvato

&=
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Principais vias para sintese de H.S. L-cisteina é o principal substrato para geragédo de
sulfeto de hidrogénio a partir da acdo das enzimas CBS, CSE e a via CAT/3MST neste
processo.

A metabolizagdo desse gas acontece de varias maneiras, sendo as mais
importantes as que ocorrem na mitocondria e no citosol. Na mitocondria a via
de oxidacdo do tiossulfato a sulfito e posteriormente a sulfato por agao da
enzima sulfito oxidase (KIMURA, 2012) e no citosol o H.S pode sofrer
metilacdo pela tiol-S-metiltransferase, originando metanotiol e dimetilsulfeto.
Em seguida, os metabdlitos do H,S sdo excretados principalmente pelos rins
(FURNE et al.,, 2001). Assim, a manutencdo de H.S dentro de valores
fisiolégicos envolve varios processos. Além da oxidagdo e metilagdo ha
scavenging pela meta-hemoglobina e pela expiragao (revisado por MANI et al.,
2014).

O excesso de H,S causa toxicidade e esse efeito envolve sua
capacidade em bloquear a enzima citocromo C oxidase, inibindo a cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial e consequentemente, prejudicando o
metabolismo energético (DORMAN et al., 2002; KHAN et al., 1990).

O figado é um 6rgéo importante tanto para a sintese quanto para a
remogado do H.S. Ambas as enzimas, CBS e CSE, estdo presentes nesse
orgao. Pessoas com deficiéncia de CBS apresentam a homocistinuria. Doenga
de base genética relacionada ao metabolismo de aminoacidos. O camundongo
knockout para CBS (CBSKO) apresenta fenotipo semelhante as pessoas com
homocistinuria, ou seja, além da homocisteinemia, estresse oxidativo, fibrose e
esteatose hepatica (ROBERT et al., 2005; WATANABE et al., 1995).

Ademais, ha estudos in vitro sugerindo um papel desse gas reduzindo a
captacéo de glicose hepatica via inativacdo de AMPK (proteina quinase ativada
por adenosina monofosfato) e glicoquinase, bem como interferindo com a
producao hepatica de glicose através de inibicao da AKT e ativagdo da PEPCK
(revisado por MANI et al., 2014). Por outro lado, ha basicamente um estudo

mostrando o papel do H.S sobre o metabolismo hepatico lipidico. Os autores
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demonstraram em camundongos CBSKO reduzida beta-oxidagéo e secrecao
de VLDL-colesterol e presenca de esteatose (ENOKIDO et al., 2004).

A esteatose hepatica ou doenga hepatica gordurosa ndo alcdolica
(DHGNA) é a manifestacao hepatica da sindrome metabdlica, caracterizada
pelo acumulo de triglicérides em mais de 5% de hepatécitos na auséncia de
uso excessivo de alcool (JIN; VOS, 2015). Essa doenga tem um espectro que
varia de simples acumulo de gordura intracelular, denominada esteatose, até
condicao inflamatdria, denominada estato-hepatite (EHNA ou NASH) podendo
evoluir para presenca de fibrose a cirrose, que por fim levara a disfungao grave

do figado.

A identificacdo de esteatose hepatica e esteato-hepatite é feito através
da analise histolégica do tecido. Na esteatose ha presenca de gotas de gordura
intracelular em numero igual ou maior a 5% dos hepatécitos, sem evidéncias
de lesdo hepatocelular na forma de balonizagdo dos hepatécitos. Ja na EHNA
ou NASH ha, além da esteatose, infiltrados celulares inflamatdérios nos espacgos
perivasculares, balonizacdo dos hepatécitos, com presenga ou néo de fibrose
(STEFAN; HARING; CUSI, 2018).

Os macréfagos residentes ou células de Kupffer hepaticas tem papel
importante no desenvolvimento de esteato-hepatite (EHNA), uma vez que
produzem citocinas pré-inflamatérias e recrutam outras células inflamatdrias.
Em linhas gerais, o processo inflamatorio € regulado pelo equilibrio entre as
células proé-inflamatérias M1 e as anti-inflamatérias M2. Assim, a liberagao
exacerbada de mediadores derivados das células M1 contribui para a
patogénese da esteatose hepatica, do recrutamento de células imunologicas
inflamatorias e da ativagdo da fibrogénese (SICA; INVERNIZZI; MANTOVANI,
2014). Em contrapartida, a ativacdo da via M2 permite recrutamento de
citocinas anti-inflamatérias que promovem a resolugdo da inflamagado e
reparagao tecidual (WAN et al., 2014)

Uma consequéncia importante da ativagdo da via pro-inflamatéria é o

aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou de nitrogénio (RNS) que
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levam ao estresse oxidativo e nitrosativo, respectivamente, causando danos
celulares (LEFRANC et al., 2018; RAHAL et al., 2014). As espécies reativas de
oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) sdo produtos normais do metabolismo
oxidativo, da bioenergética mitocondrial e da fungdo do sistema imunoldgico.
Isso € um processo fisioldgico que ocorre apos as refeicdes pelo aumento da
glicose sanguinea, porém é equilibrado pela defesa antioxidante. No entanto,
pacientes diabéticos e pré-diabéticos sdo mais susceptiveis a estresse
oxidativo pés-prandial devido ao prolongado periodo de exposicao a
hiperglicemia (TUCKER; FISHER-WELLMAN; BLOOMER, 2008). As formas de
ROS mais frequentes sdo anion superoxido (O%), perdxido de hidrogénio
(H203), radical hidroxil (OH" ") e perdxido de lipidios, que estdo envolvidos no
desenvolvimento, morte e diferenciagao celular. As RNS s&o 6xido nitrico (NO)
e peroxinitrito (ONOO"). Ambas as espécies reativas podem se ligar a acidos
nucleicos, enzimas, lipidios de membrana e proteinas, promovendo alteragdes
nos processos fisiologicos celulares (GRAVES, 2012; RAJENDRAN et al.,
2014; ROLEIRA et al.,2015).

Esse cenario esta relacionado ao desenvolvimento de obesidade,
doengas cardiovasculares e até insuficiéncia hepatica (LEFRANC et al., 2018;
RAHAL et al., 2014).

Pessoas com obesidade e resisténcia a insulina tem 4 a 11 vezes mais
riscos de desenvolver DHGNA. A resisténcia periférica a insulina pode causar
um aumento de lipidios hepaticos, devido ao aumento de acidos graxos (AG)
no plasma, glicose e insulina, que estimula a sintese de lipidios e prejudica a b-
oxidacao hepatica. Dietas com alto teor de lipidios podem promover inflamacéao
e estresse oxidativo, bem como causar resisténcia a insulina hepatica antes de
uma resisténcia a insulina sistémica (NAGLE; KLETT; COLEMAN, 2008).

A resisténcia a insulina € um componente central da sindrome
metabdlica, que por sua vez, é um importante mecanismo fisiopatolégico do
DM2

(GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011; HARCOURT; PENFOLD; FORBES, 2013).
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Ocorre nos principais tecidos alvos da agcdo metabdlica da insulina como
o figado, musculo esquelético e tecido adiposo. No figado, tem um papel
importante na hiperglicemia de jejum. A elevada concentracdo de glicose
sanguinea estimula as células 3 pancreaticas a uma secregdo aumentada de
insulina, resultando em hiperinsulinemia associada a concomitante intolerancia
a glicose e/ou hiperglicemia. A manutengdo desse estado pode levar a uma
insuficiéncia relativa na producao e secreg¢ao de insulina e, consequentemente
a instalacdo do DM tipo 2. Assim, pode-se dizer que a resisténcia a insulina
(RI) hepatica € um estado pré-diabético (SAH et al., 2016).

A RI esta associada a defeitos nos elementos da complexa rede da via
intracelular de sinalizagcao desse hormdnio; incluindo reducédo da fosforilacédo
em residuos tirosina do receptor de insulina (IR) e seus substratos mais
importantes (IRS1/2), bem como reducdo da fosforilagdo em serina da
AKT nos tecidos-alvos da insulina (BOURA-HALFON; ZICK, 2008; GREGOR;
HOTAMISLIGIL, 2011). Em situagbes de obesidade, ha uma elevagdo nos
niveis de citocinas inflamatérias teciduais, como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), que podem ativar diversas serinas quinases intracelulares (JNK e
IKKB). A acado dessas quinases sobre o IRS1 estd associada a redugéo ou
inibicdo da acdo da insulina (AGUIRRE et al., 2002; GO; UYSAL; MAEDA,
2009; QUON et al., 2002).

A obesidade é um fator de risco para o desenvolvimento de doengas
metabdlicas associadas ou ndo a doencas cardiovasculares. Define-se
obesidade como aumento da massa corporal as custas de aumento da massa
gorda. Em humanos adultos séo utilizados o indice de massa corporal, IMC, e
a circunferéncias da cintura para avaliacdo do estado nutricional. O IMC é
analisado conforme a classificagdo definida pela Organizagdao Mundial de
Saude (OMS): < 18,5 corresponde a baixo peso; valores entre 18,5 e menor
do que 25 correspondem a peso adequado; valores entre 25 e menor do que
30 correspondem a sobrepeso e valores iguais ou maiores do que 30 kg/m?
correspondem a obesidade.(LEFRANC et al., 2018).



30

Nos modelos animais murinos a caracterizacdo de obesidade e/ou
sobrepeso € definida pela demonstragcdo de aumento da massa corporal total
as custas de aumento da massa gorda dos distintos territorios. Nos roedores, a
massa gorda também esta distribuida pelos tecidos adiposos localizados nas
regides subcuténea e visceral. Sendo que a visceral apresenta as divisdes
anatdbmicas: mesentérica, perigonadal, ovariana ou epididimal, peri-renal e
pericardiaca. (PARK et al., 2001)

Ademais, a obesidade pode ser consequéncia de fatores genéticos,
endocrinos e ambientais. Dentre os fatores genéticos existem os camundongos
com defeitos na agao da leptina, os camundongos denominados db/db e ob/ob
(SANCHES et al., 2015).

Dos fatores enddcrinos classicamente conhecidos como indutores de
obesidade estdo os que sao induzidos pelo excesso de glicocorticoides, os
animais privados dos horménios sexuais, os com excesso de GH e os com
hipotireoidismo, principalmente (LEFRANC et al., 2018). Por outro lado, dois
outros modelos animais bem conhecidos e utilizados s&o os animais
submetidos a dieta hipercaldrica, com base em excesso de lipideos, e os

envelhecidos.

O envelhecimento, tanto em humanos quanto nos modelos murinos
apresentam um progressivo aumento da massa gorda acompanhado ou nao de
um quadro de sarcopenia. Além disso, esses animais apresentam intolerancia
a glicose acompanhada de hiperinsulinemia e resisténcia a agao da insulina
(AMBROSI et al., 2017; LINGALA; GHANY, 2016; WANG; REN, 2018). Ha
dados na literatura demonstrando que nessa condicao a resisténcia a insulina
parece ser resultante de defeito da acdo da insulina principalmente no tecido
muscular e em menor extensao no figado. Por outro lado, nos animais com
obesidade induzida pela dieta hiperlipidica, além de apresentarem intolerancia
a glicose e resisténcia a insulina, os valores de glicemia em jejum sdo maiores
do que os detectados nos envelhecidos. Além disso, os alimentados com dieta

hiperlipidica evoluem para uma condi¢gao semelhante ao diabetes do tipo 2 em
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humanos, inicialmente com hiperinsulinemia e com o decorrer do tempo com
hipoinsulinemia relativa (TURNER et al., 2013).

Assim, considerando o potencial papel fisiologico do H,S sobre a
regulacdo da fungao hepatica, avaliamos o efeito da obesidade induzida pela
dieta hiperlipidica na instalacdo da DGHNA e na producdo desse gas em

camundongos machos C57BI6.

A hipotese dessa dissertacdo € que a ingestdo de DHL modifica a
producéo de H,S no figado de camundongos e que isso € um evento precoce a

instalagdo de DHGNA nesse modelo experimental.
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6 CONCLUSAO

Os dados obtidos nesse estudo confirmaram nossa hipotese, ou seja, ha
reducdo da producao hepatica de H.S prévia a instalacdo da DGHNA induzida
pela DHL. Além disso, confirmaram que a DHL induz aumento da massa
corporal, aumento da glicemia basal e intolerancia a glicose (IG) precoce,
seguida da instalagdo da intolerancia ou resisténcia a insulina e constitui um
modelo de transigao inicial de esteatose para esteato-hepatite com presenca
do marcador de ativacdo dos macréfagos, F4-80, e inicio do aumento da

deposicao de fibras colagenas nos espacgos portais.

O esquema a seguir ilustra essas modificagées detectadas ao longo do

periodo de consumo da DHL por até 80 dias.

Figura 21: Esquema representativo dos resultados obtidos em camundongos

alimentados com dieta hiperlipidica por 10, 20, 40, 60 e 80 dias consecutivos
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