DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DA VIDA

FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DE COIMBRA

2012

Efeito da Berberina em animais obesos

Disfuncao endotelial e Sindrome Metabdlica

Efeito da Berberina em animais obesos; Disfuncdo endotelial e Sindrome Metabdlica

Ana Margarida dos Reis Marques Pereira

2012

Ana Margarida Pereira




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DA VIDA

FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DE COIMBRA

Efeito da Berberina em animais obesos

Disfuncao endotelial e Sindrome Metabdlica

Dissertagdo apresentada a Universidade de
Coimbra para cumprimento dos requisitos
necessarios a obtencdao do grau de Mestre
em Bioquimica, realizada sob a orientacdo
cientifica do Professora Doutora Cristina
Sena (Universidade de Coimbra)

Ana Margarida dos Reis Marques Pereira

2012




AGRADECIMENTOS

Agradeco profundamente a minha orientadora, Professora Doutora Cristina Sena,
por todo o apoio, motivacdo, compreensdo e amizade que demonstrou durante este ano

lectivo, fundamentais para a evolucao deste trabalho.

Agradeco sinceramente a Professora Doutora Raquel Seica por toda a
disponibilidade, amizade e ensinamentos.

A Joana, a Daniela, & Teresa, & Ana e ao Paulo por todos os bons momentos e
apoio no laboratério, em especial a Joaninha por estar sempre disponivel para me ajudar e

ouvir em todos os momentos!
Agradeco profundamente aos meus pais, a eles devo todo 0 meu sucesso!
Agradeco ao meu irmao por ser a pessoa que é e estar sempre disponivel para mim!

A todos 0s meus amigos, obrigado por me terem dado todo o apoio, disponibilidade

e amizade. Um obrigado especial a Mariana pela companhia neste ultimo ano!

Ao Hugo, o meu melhor amigo, o meu refligio, muito obrigado por ouvires 0s meus
desabafos e pela ajuda imprescindivel em todo o meu percurso académico. Sem ti, ndo

teria sido possivel!

A todos 0 meu sincero obrigado!

Ana Margarida Pereira






INDICE GERAL

INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ettt ettt e ateataene et et e e teara et e e e steareeneenes I
INDICE DE TABELAS ...ttt ettt ettt ettt te e ata et s eteeveaveaneeeaesteareeneenes i
AB REVI I ATUR AS Lot e ettt e e e e e e et et e e e \%
RESUMO ..ot e e et ettt bt e oo e e e et ettt b e e e e e et et tbbb e e aaaeennee IX
A B S T R A T e e ettt e e e et e e e et a ettt e ear s XI
1. INTRODUGAO . ...ttt n et en s 13
1.1 SINDROME METABOLICA ....eitieiutietaeaautteeaeaasteeaaeaastteaeeaassseaasaassseeeaaansseeaeaanseeeeeaanseeeaesanees 1
O 0 B @ o 1= o F= To [T PP PP PPPPPPPPPPPP 1
O Y o ] - PSSR 2
O I T 1 [ 0 To 1= o 1] = VPSSR 2

1.1.2 ReSIStENCIA & INSUNNA .....vviiiiiiiiiiiiieece e a e e e 2

1.2 DOENCAS VASCULARES ... e 4
1.3 FUNGAO ENDOTELIAL. .....cuvitiiteeieeeeeeee et ee ettt ne e eesetseaene e enesaeesesansare e 5
T8 @ (o (o X 4 114 Tot OO 6
1.3.1.1 ProduGao de OXidO NILACO .....eeeeiieeeiiiiiiiieie i ettt e e e e e 7

1.3.2 DisfunGaO0 eNAOtelial..........ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 9

1.4 MECANISMOS ASSOCIADOS A DISFUNGAO ENDOTELIAL .....uvveeeeiiiieeeeaiieeeeeaiieeeeeanieneaeens 10
R o R o 1T o= o] o= T = PP P PP PPPPPPPPPP 10
1.4.2 ReSIStENCIA @ INSUNNA .....uvviiiiiieieiiieeiee e 10
1.4.3 SEreSS OXIAALIVO .....ceeveiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt e e e e e e e e e e e e e e eeees 12

L5 BERBERIN A L. e e e e et eaan 13

1.5.1 Berberina e 0 metabolismo lIpidiCO .........ccooeiiiiiiiiiiiiiiie e 15



1.5.2 Berberina e os efeitos na resisténcia a insulina e na glicose.............cccccceeeeeeene. 16

1.5.3 Berberina e 0S efeitos VASCUIAreS ............ooovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 17

1.6 OBUIECTIVOS ..eeuuteieiutieeateeeastaeeassseaaasseaaasteeeanseeeanseeeaseeeaasseeeanseeeanseeeanseneansseeaaseeeennsenans 18
2. MATERIAL E METODOS .....cuoiite ittt ettt ettt eteeaeatearaeaseteeneaneanens 19
2.1 MATERIAIS . 21
2.1.1 Reagentes quimMiCOS € IMUNOIOGICOS .......cuuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 21

2.2 MODELOS ANIMAIS E TRATAMENTOS ....vvveittreatteeasseeeeaseeeesnseseasseseanseseansnesansenessseesssees 22
2.2.1 Glicemia, hemoglobina ALlc € Peso Corporal .......ccceeveeeiiiiiiiiiiiiiieeeecceieeee e, 22
2.2.2 Colheita de SANQUE .......ooviiiiiii e e e e e e e e e e e 22
2.2.3 Sacrificio dos animais e recolha doS Orgaos ............ceeeeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 23
2.2.4 EStUAOS ISOMELIICOS ...ttt e et e e e e e eeeeas 23

.................................................................................................................................... 25
2.2.6 Determinacao dos niveis de leptina, adiponectina e insulina...............ccccvvveeeennn. 25
2.2.7 Determinacao dos niveis de acidos gordos lIVres..........ccoooviiiiiiiieeeiiiiiiiiiiieeen, 25
2.2.8 Homogeneizados da artériad @0rta .........coceeeeeeiieiiiieiiie e 26
2.2.9 Determinacgéo da proteina pelo método do BCA ............uuvuiiiiimimmmiiiiniiiiiiiiiinninnnns 26
2.2.10 Determinacéo dos niveis de expressédo de proteinas por Wertern Blotting........ 26
2.2.11 Stress oxidativo — Sonda dihidroetidio (DHE)..........ccccoiiiiiiiiiiiiiie i 29
2.2.12 Apresentacao dos resultados e andalise estatistiCa...............evvvvvvieiviiniiiiiiiininnnn. 29

3. RESULTADOS ..ottt e e ettt e e et e e e e et s e e e e tb e e e eatnaeeeatnaeaaees 31
3.1 PESO CORPORAL, GLICEMIA E HEMOGLOBINA ALC... ettt e e 33

3.2 PERFIL LIPIDICO DOS ANIMAIS: NIVEIS SERICOS DE COLESTEROL TOTAL, COLESTEROL NAO

HDL, TRIGLICERIDEOS E NIiVEIS PLASMATICOS DE ACIDOS GORDOS LIVRES ......vvuveniiniinennnnn. 34

3.3 NIVEIS SERICOS DE LEPTINA E ADIPONECTINA ....uuuietitireeeeetiseeeetnseseetenseesssnnaessssnnaeeeens 35



3.4 NIVEIS PLASMATICOS DE INSULINA «..ututttt ittt ettt et et et et e eae e eaeeae et st ssssnsensenseneeneenees 36

3.5 NIVEIS DE GLICAGAO: CML E RAGE ......coiiiiiii e eeee et ete e se et nnae e a e 38
3.6 RELAXAMENTO DEPENDENTE E INDEPENDENTE DO ENDOTELIO ... .cceitvreaiireasieeeesneeeennenas 41
3.7 MARCADORES DE DISFUNCAO ENDOTELIAL: ENOS EVASP ..o, 44
3.8 STRESS OXIDATIVO: SONDADHE ..o 45
3.9 PARAMETROS INFLAMATORIOS: NIVEIS DE MCP-1 .....ooiiiiieiiieeciiee e 39
3.10 NIVEIS DE EXPRESSAO DA AMPK ...ttt se et e e e nnneas 43
4. DISCUSSAOD. ... .cceiieeeeeee ettt ettt ettt e et e ettt e et et e et e et e ert et e eteateaneesteeteateaneeaens 47
5. CONCLUSAOD ... .ottt ettt ettt e ettt e et e et e et e et et e eaeeteareeneeeteeneareareens 57

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oouiiieeeeeeeeeeee et 61






INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Via de sinalizagé@o de Insulina e a sua acgéo na fungdo vascular..............ccccc....... 3

Figura 2: Esquema representativo da parede de uma artéria...........cccoeeeeeeviiiiiiiiiiiieeeeenennnnns 5

Figura 3: Esquema representativo da producéo de NO na célula endotelial e ac¢do do

MESMO NA CEIUIA MUSCUIAT TISA ....eeeeeeee e e e 7

Figura 4: Estrutura dos genes do sintase OXido NitriCO. ..........ccvveiriiriieiniiiiie e 8

Figura 5: Fungéo endotelial dependente de acetilcolina em animais normais na artéria

=04 = PP P PP 8
Figura 6: Alteracdo da via de sinalizacdo da insulina devido a resisténcia a insulina. ....... 11
Figura 7: Berberis VUIQAriS L. ........oouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeee ettt 14
Figura 8: Estrutura molecular da berberina ... 14
Figura 9: Accdes moleculares da berberina no metabolismo dos lipidos...........ccccccvvvveee... 15
Figura 10: Efeito da berberina no metabolismo da gliCoSe. ...........cveeeiiiieiiiiiiiiiiee e, 17
Figura 11: Niveis séricos de leptina (painel A) e adiponectina (painel B) ..........cccccceeeenins 36

Figura 12:

Figura 13:

Figura 14:

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Efeitos da berberina na insulinemia (painel A) e na resisténcia a insulina (painel

........................................................................................................................... 37
Efeitos da berberina nos niveis de expressédo de CML e RAGE na aorta.......... 38
Curva dose-resposta a acetilcolina (A) € a0 SNP (B) ......uuvvvviiiiimiiiiiiiiiiiiiiiinnnnns 40
Curva dose-resposta a acetilcolina na presenga de L-NAME ..............ccccveeeeenn. 41
Efeitos da berberina nos niveis de eNOS na aorta............ccccvveeeeeeeniiiiiiiinennnnnn. 42
Efeitos da berberina nos niveis de VASP na aorta. ............cccceeeeeeeniiiiiiiinenneenn. 42




Figura 18: Detecdo in situ do anido superoxido na artéria aorta nos diferentes grupos de

ANIMAUS EIM ESTUTD. ...t a e e e e e e e e e e aaa e 43
Figura 19: Efeitos da berberina nos niveis de expressdo do MCP-1 na aorta .................... 44
Figura 20: Efeitos da berberina nos niveis de AMPK na aorta. .............cceeevvvvviiiiinieeeecennnnns 45

Figura 21: Esquema simplificado dos efeitos da berberina na sindrome metabdlica que
envolvem a activacdo da AMPK e posterior regulacdo de um conjunto de parametros com
influéncia na fuNGao endotelial. ...............uuiiiiiiii 60




INDICE DE TABELAS

Tabela 1: Reagentes e produtos mais relevantes do trabalho ............cccccoeveiiiiiiiiiiennee, 21
Tabela 2: Curva dose-resposta @0 SNP ..........ouiiiiiiiii e 24
Tabela 3: Curva doSe-reSPOSta & ACK .......ooi i 25
Tabela 4: Solug@es utilizadas na técnica de Western Blot..............ccooeeeeeeiiiiieeeeeeee, 29

Tabela 5: Peso corporal, glicemia do jejum e hemoglobina Alc nos diferentes grupos em

Tabela 6: Niveis séricos de colesterol total, colesterol ndo-HDL, triglicerideos e niveis

plasmaticos de ACIAOS GOrdOS lIVIES ......cooiuiiiiiiiiiee et e e 34

Tabela 7: Percentagem de relaxamento maximo e —logECs, em segmentos isolados da

artéria aorta em resposta a acetilcolina nos diferentes grupos de animais em estudo. ....... 39







ABREVIATURAS

ACE Enzima de converséo da angiotensina
ACh Acetilcolina

ADMA Dimetil-arginina assimétrica

ADN Acido desoxirribonucleico

AGEs Produtos finais de glicacdo avancada
Akt Proteina cinase B

AMPK Cinase de adenosina monofosfato

Ang I Angiotensina Il

aP2 Adipocyte lipid-binding protein

ATP Trifosfato de adenosina

BBR Berberina

BH,4 Tetra-hidrobiopterina

BSA Albumina do soro bovino

cGMP Monofosfato de guanidina ciclico

CML N-carboximetil lisina

DDHA Dimetilarginina dimetilamino-hidrolase
DHE Di-hidroetidio

EDHF Factor hiperpolarizante derivado do endotélio
eNOS Sintase de monoxido de azoto endotelial
ERK Cinase regulada por sinal extracelular

ET-1 Endotelina 1




FAD Dinucleodtido de adenina flavina

FMN Mononucleétido de flavina

Glut Transportador de glicose

GSH Glutationa

GTP Trifosfato de guanosina

H.O, Peroxido de hidrogénio

HDL Lipoproteina de alta densidade

HO’ Radical hidroxilo

ICAM Molécula de adeséao intracelular

iNOS sintase de monoxido de azoto indutivel

IRS-1 Substrato do receptor de insulina 1

JNK Cinase do factor de transcrigdo c-Jun

LAM Molécula de ades&o leucocitaria

LDL Lipoproteina de baixa densidade

LDL-R Receptor hepético do colesterol associado as LDL
L-NAME N®Nitro-L-Arginina

MAPK Cinase das proteinas activadoras da mitigénese
MCP-1 Proteina quimiotactica para mondcitos 1
NADPH Dinucleétido de nicotinamida e adenina (fosfato)
nNOS Sintase de mondxido de azoto neuronal

NO Monoxido de azoto ou Oxido nitrico

NOS Sintase de monoxido de azoto ou 0xido nitrico sintase
O, Oxigénio

\



0,-
OMS
ONOO"~
PAI-1
PDK-1
PGl,
PH,
Phe
Pl:K
PKC
PPARy
RAGEs
ROS
SD
sGC
SNP
TXA;
VASP
VCAM

VLDL

Anido superoxido

Organizacdo Mundial de Saude

Peroxinitrito

Inibidor do activador do plasminogénio 1
3-phosphoinositide dependent protein kinase-1
Prostaciclina 2

Prostaglandina

Fenilefrina

Fosfatidilinositol cinase na posi¢éo 3

Proteina cinase C

Receptor gama activado por proliferador de peroxissoma
Receptores de produtos finais de glicacdo avangada
Espécies reactivas de oxigénio

Sprague Dawley

Guanilato ciclase soltvel

Nitroprussiato de sédio

Tromboxano A,

Fosfoproteina estimulada por vasodilatacao
Molécula de adesé&o das células vasculares
Lipoproteina de muito baixa densidade

Factor de Willebrand

Vil






RESUMO

A sindrome metabdlica é considerada um estado de inflamacao crénica que aumenta a
disfuncdo endotelial precipitando eventos isquémicos cardiovasculares e aumentando a
mortalidade. A disfuncdo endotelial, caracterizada genericamente pela reduzida
disponibilidade de o6xido nitrico (NO), € uma condicdo que precede o desenvolvimento
precoce de doenca macrovascular. A hiperglicemia, a dislipidemia, o stress oxidativo e a
resisténcia a insulina estdo na génese do desenvolvimento de doengas macrovasculares.

A berberina € um alcaldide natural existente em rizomas e raizes de vérias plantas . Foi
inicialmente utilizada como um agente destoxificante e anti-inflamatério na medicina chinesa
e tem sido associada a beneficios para a saude. Contudo, ainda ndo estdo completamente
esclarecidos os seus efeitos. Este trabalho teve como objectivo estudar o potencial
terapéutico da berberina na disfuncéo endotelial associada a sindrome metabdlica induzida
por dieta gorda em ratos Sprague - Dawley.

Para isso foram avaliados diferentes grupos de ratos Sprague-Dawley (SD), grupo SD
controlo mantido com dieta normal, grupo SD mantido com dieta gorda durante 16 semanas
e grupo SD mantido com dieta gorda ao qual foi administrado berberina (100mg/Kg) durante
um més, por via oral. Foram avaliados diferentes biomarcadores metabdlicos e de stress
oxidativo e efectuada a caracterizagdo funcional e estrutural da artéria aorta nos diferentes
grupos de animais.

VerificAmos que a berberina melhorou o perfil metabdlico e a disfuncdo endotelial e
diminuiu os niveis de stress oxidativo da parede da artéria aorta.

A berberina tem um potente efeito anti-oxidante e promotor da funcdo endotelial
vascular, tendo por isso um elevado potencial terapéutico na sindrome metabdlica e suas

complica¢cdes macrovasculares.

Palavras-Chave: Sindrome metabdlica, obesidade, doengas macrovasculares, disfuncéo

endotelial, Berberina







ABSTRACT

The metabolic syndrome is considered a chronic inflammatory state which augments
endothelial dysfunction and leads to cardiovascular ischemic events and increase in
mortality. It is characterized by a low nitric oxide (NO) bioavailability, endothelial dysfunction
together with hyperglycaemia, dislipidemia, oxidative stress and insulin resistance and
precede the early conditions involved in the genesis of macrovascular disorders.

Berberine is a natural alkaloid found in rhizomes and roots of a variety of plants. Initially
used as a detoxicating and anti-inflammatory agent by traditional Chinese medicine, the
beneficial effects of berberine on health are still unravelled.

Therefore, the main aim of this work was to investigate the potential of berberine as a
therapeutic approach to endothelial dysfunction in metabolic syndrome induced by high fat
diet in non-obese Sprague-Dawley rats (SD). To address this issue different groups of
animals were constituted: non-obese Sprague-Dawley rats maintained with a normal diet
(control group); SD rats fed with high fat diet for 16 weeks, SD rats fed with normal diet and
treated with berberine (100mg/Kg in drinking water) for 1 month. In all groups, both diet and
water were administrated ad libitum. Different metabolic and oxidative stress biomarkers
were investigated as well as functional and structural characterization of aorta artery.

It was observed that berberine is a powerful anti-oxidant, capable of decreasing
oxidative stress parameters and improving vascular endothelial function and metabolic
profile.

As a result, it is demonstrated that berberine as high potential as a therapeutically tool

for metabolic syndrome treatment and its macrovascular complications.

Keywords: Metabolic syndrome, obesity, macrovascular diseases, endothelial dysfunction,

Berberine.
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INTRODUGCAO

1.1 SINDROME METABOLICA

A sindrome metabdlica define-se como uma constelacdo de factores de risco de origem
metabdlica que sdo acompanhados pelo aumento de risco de doengas cardiovasculares e
de diabetes mellitus tipo 2, cuja fisiopatologia subjacente esta relacionada com a obesidade
(Yang, Yin et al. 2012). Existem varias organiza¢cdes, como a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) que estabeleceram critérios obrigatorios para se considerar a sindrome
metabdlica, que incluem a avaliacdo do perimetro da circunferéncia abdominal, do nivel de
glicose em jejum, dos niveis de triglicerideos e ainda da pressao arterial (Younus and
Rodgers 2011).

Ao longo do tempo tém vindo a propor diferentes definicbes para a sindrome
metabodlica. A patogénese e suas componentes € complexa, no entanto, a obesidade
central e a resisténcia a insulina sdo factores causais importantes. O perimetro abdominal é

o factor de rastreio clinico para a sindrome metabdlica (Duvnjak and Duvnjak 2009).

1.1.1 Obesidade

A obesidade tem vindo a ser considerada como uma epidemia, uma vez que ao longo
dos ultimos anos a sua prevaléncia mundial tem vindo a aumentar. A previsdo da OMS
para 2015 é de 700 milh6es de adultos com obesidade. As principais causas sdo 0 modo
de vida da populacdo, cada vez mais sedentario e os maus habitos alimentares. A
obesidade é uma patologia complexa com varias causas, que envolvem factores
ambientais, a predisposi¢do genética, disturbios alimentares e mais uma vez a reduzida
actividade fisica.

A obesidade visceral é a mais prejudicial para a salde e a que esta associada com as
alteracdes observadas na sindrome metabdlica (Duvnjak and Duvnjak 2009). O tecido
adiposo visceral, representa um 6rgao metabolicamente activo, fortemente relacionado com
a sensibilidade a insulina. O tecido adiposo actua assim como um verdadeiro 6rgao
enddcrino com hormonas e citocinas com capacidade de modular o estado inflamatério,
denominadas adipocitocinas, com efeitos enddcrinos, autdcrino e paracrinos, que controlam
0 metabolismo energético do nosso organismo. A excessiva proliferacdo e diferenciacéo
das células do tecido adiposo levam a uma excessiva acumulacéo de adipécitos resultando
assim na obesidade. A disfuncdo do tecido adiposo altera a secrecdo de adipocinas, uma

potencial ligacao entre a obesidade e a resisténcia a insulina.




INTRODUGCAO

A leptina e a adiponectina sdo duas das principais adipocinas libertadas pelo tecido

adiposo e estéo envolvidas em multiplos efeitos metabdlicos (Younus and Rodgers 2011).

1.1.1.1 Leptina

A leptina € uma das adipocinas produzidas pelo tecido adiposo cuja funcao é fornecer
ao cérebro informacdes sobre o armazenamento de gordura no corpo, controlando a
mobilizacdo e utilizacdo dessa reserva energética. A leptina em circulacdo tém sido
bastante estudada e foi demonstrado que, altas concentracbes de leptina estdo
directamente relacionadas com os efeitos adversos da obesidade, tais como, o0 aumento da
resisténcia a insulina, aumento da inflamacdo e do risco cardiovascular (Younus and
Rodgers 2011; Yang, Yin et al. 2012)

1.1.1.2 Adiponectina

A adiponectina é a hormona mais abundantemente expressa pelo tecido adiposo e é
maioritariamente produzida pelo adipdcitos (Singh, Arora et al. 2009). A adiponectina é uma
hormona com varias fungdes, aumenta a sensibilidade a insulina, diminui a producdo
hepéatica de glicose e, ao nivel do musculo esquelético, aumenta a absor¢do de glicose e a
oxidagdo dos &cidos gordos. Os niveis de adiponectina encontram-se diminuidos na
obesidade e estdo inversamente correlacionados com a resisténcia a insulina.

Esta adipocina tem propriedades anti-inflamatérias e melhora a fungdo vascular (Luo,
Liu et al. 2010). A adiponectina apresenta também propriedades anti-aterogénicas uma vez
gue inibe a expressao de moléculas de adeséo e a proliferacdo de células do muasculo liso.

A adiponectina diminui a resisténcia a insulina e ainda os riscos cardiovasculares
(Trujillo and Scherer 2005; Younus and Rodgers 2011).

1.1.2 Resisténcia a insulina

A insulina € uma hormona anabdlica hipoglicemiante com um papel muito importante
na regulagéo da glicose, do metabolismo lipidico e proteico e ainda influéncia o crescimento
e a diferenciacao celular, a funcéo endotelial e a expressdo genética (Duvnjak and Duvnjak
2009).

De modo geral, € possivel definir resisténcia a insulina como uma situagéo de resposta

biolégica insuficiente a insulina endégena ou exdgena. Para manter a homeostasia da
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glicose é necessario ocorrer um estado de hiperinsulinemia. A hiperinsulinemia resulta da
capacidade adaptativa e de reserva da célula B, caso esta célula falhe, ao fim de um
periodo mais ou menos longo de tempo surge a hiperglicemia, uma caracteristica da
diabetes (Leahy 2005).

Sob o ponto de vista metabdlico a insulino-resisténcia evidencia-se nas células
hepéticas, musculares e adiposas. O musculo e o tecido adiposo sdo os principais tecidos
responsaveis pela utilizacdo periférica da glicose em condi¢gbes pés-prandiais, assim a
diminuicdo da producdo dos transportadores de glicose, em particular o GLUT4 (regulado
pela insulina) contribuem para a hiperglicemia pos-prandial (Frayn 2011).

Insulin.,’ X

vt e,
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fe _\

Insulin Receptor
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Differentiation Vascular Endothelium Liver

Figura 1:Via de sinaliza¢&o de Insulina e a sua ac¢do nafungéo vascular. (Adaptado de (Muniyappa,
Montagnani et al. 2007)

Outro aspecto importante no que diz respeito a insulina é a sua funcéo vasodilatadora,
uma vez que apresenta uma importante ac¢do na estimulagdo de producao de 6xido nitrico
ou monoxido de azoto (NO) no endotélio, que promove o relaxamento dos vasos.

Associado a obesidade para além da resisténcia a insulina surge frequentemente a

dislipidemia, caracterizada por alteragfes do perfil normal dos lipidos e das lipoproteinas no
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plasma. Estas alteracdes incluem a diminui¢do no plasma dos niveis de colesterol HDL e o
aumento dos niveis de triglicerideos, colesterol VLDL, colesterol total, LDL e acidos gordos
livres (Avramoglu, Basciano et al. 2006). A resisténcia a insulina tem sido apontada como
uma causa para o desenvolvimento de dislipidemia, sendo os acidos gordos livres um

importante elo entre ambas.

1.2 DOENCAS VASCULARES

Intimamente relacionado com a sindrome metabdlica encontram-se as doencas
vasculares que, aumentam a sua prevaléncia com a obesidade, a dislipidemia, a resisténcia
a insulina, a hiperglicemia e a hipertensdo (van den Oever, Raterman et al. 2010). A
hiperglicemia desempenha um papel importante nhas complicacfes vasculares (Cade 2008),
devido aos seus efeitos adversos principalmente nas células endoteliais. Estas, em
condi¢cBes de hiperglicemia aumentam a formacao de espécies reactivas de oxigénio (ROS)
e o0 stress oxidativo implicado na formagéo de produtos finais de glicacdo avancada (AGES)
e na interacdo dos AGEs com o seu receptor (RAGE) (Negre-Salvayre, Salvayre et al.
2009).

Para além das lesdes provocadas pela hiperglicemia, também a obesidade, a
dislipidemia, a resisténcia a insulina e a hipertensdo promovem o desenvolvimento
constante de lesbes ao nivel das paredes dos vasos sanguineos, que se manifestam
através do desenvolvimento de disfungéo endotelial (van den Oever, Raterman et al. 2010).
A disfuncéo endotelial € um marcador precoce de doencas macro e microvasculares (Ergul
2011). As doengas macrovasculares estdo associadas a sindrome metabdlica e por a
obesidade, a alteracfes na vasodilatacéo devido a diminuicdo da biodisponibilidade de NO,
a disfuncéo das células musculares lisas, a elevada producéo de factores de crescimento

endotelial e ao aumento da agregacéo de plaquetas nos vasos (Cade 2008).
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1.3 FUNCAO ENDOTELIAL

Figura 2: Esquema representativo da parede de uma

O endotélio é uma monocamada de células que reveste o lumen dos vasos sanguineos
e forma uma barreira selectiva entre 0 sangue circulante e 0s restantes tecidos corporais
(Ley and Reutershan 2006) desempenhando um papel muito importante na homeostase
vascular (van den Oever, Raterman et al. 2010). No entanto, o endotélio ndo é uma mera
barreira fisica mas um tecido enddécrino, paracrino e autécrino metabolicamente activo e
capaz de produzir substancia vasoactivas e reguladoras que exercem um papel fisiolégico
activo, interagindo com diversos tipos de células, designadamente plaquetas, leucdcitos e
células musculares lisas (Ley and Reutershan 2006; van den Oever, Raterman et al. 2010).

A regulagdo do ténus muscular, do equilibrio entre a coagulacdo e a fibrindlise, da
adesdao e da migracdo de leucdcitos, da actividade inflamatéria sdo funcbes da
responsabilidade das células endoteliais (Schalkwijk and Stehouwer 2006). A funcéo das
células endoteliais é caracterizada pelos seguintes aspectos:

i) Possui um papel anticoagulante que promove a manutencdo do sangue
num estado fluido;

ii) Controla a troca de células e moléculas entre 0 sangue e os tecidos
corporais;

iif) Regula o fluxo sanguineo através da alteragcdo do ténus vascular;

iv) Apresenta um papel na resposta inflamatéria a agentes agressores,
promovendo a transmigracdo de leucécitos do sangue para os tecidos
através da expressdo de moléculas de adesdo e citocinas (Ley and
Reutershan 2006).

O endotélio produz substancias vasoactivas que podem mediar a vasoconstricdo ou a
vasodilatacdo (Avogaro, de Kreutzenberg et al. 2008). A producédo de vasodilatadores e
vasoconstritores geralmente permanece em equilibrio em condicbes fisioldgicas normais

(Hsueh and Quinones 2003). As substancias vasodilatadoras produzidas pelo endotélio sdo
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o NO, a prostaciclina (PGl,) e o factor hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). As
substancias vasoconstritoras produzidas pelo endotélio s&do a endotelina-1 (ET-1), a
angiotensina Il (Ang Il), o tromboxano A, (TXA,;) e a prostaglandina H, (PH,) (Guerci,
Kearney-Schwartz et al. 2001; Ley and Reutershan 2006; Hadi and Suwaidi 2007; Avogaro,
de Kreutzenberg et al. 2008). A manutencdo do equilibrio entre a vasodilatacdo e a
vasoconstricdo é fundamental para a regulacao do tonus vascular (Hadi and Suwaidi 2007).
Este equilibrio € mantido pelas células endoteliais, integrando estimulos que regulam a
funcdo hemodinamina (Busse and Fleming 2006; Giannotti and Landmesser 2007).

As células endoteliais estdo também envolvidas na producéo de moléculas especificas
gue desempenham um papel fundamental na inflamacao, designadas moléculas de adesao,
entre as quais se destacam as moléculas de adeséo leucocitaria (LAM), as moléculas de
adeséo intercelular (ICAM) e as moléculas de adeséo celular vascular (VCAM) (Hadi and
Suwaidi 2007).

A Ang Il exerce efeitos nas células musculares lisas devido a estimulacao da contracgéo,
crescimento, proliferacdo e diferenciagdo. Também ¢é responsavel pela migracdo de
mondocitos e estimulacdo de moléculas de adesdo (ICAM, VCAM e LAM) (van den Oever,
Raterman et al. 2010). E responsavel pelo aumento da expressdo da proteina quimiotactica
para mondcitos 1 (MCP-1) que promove o0 movimento de mondcitos da parede dos vasos
sanguineos, estimula a agregacdo plaquetar e activa o dinucledtido de nicotinamida e
adenina (fosfato) (NAD(P)H) oxidase que é responséavel pela producdo de anido superéxido
(O, ") (Hsueh and Quinones 2003).

O endotélio apresenta um papel importante na renovacao da integridade da parede dos
vasos sanguineos (van den Oever, Raterman et al. 2010). E responséavel pela producéo de
moléculas pré-trombdéticas tais como o inibidor do activador do plasminogénio 1 (PAI-1) e o
factor von Willebrand (VWF) (Tabit, Chung et al. 2010).

1.3.1 Oxido nitrico

O Oxido nitrico € o vasodilatador melhor caracterizado e provavelmente o mais
importante. E um gas altamente reactivo e lipofilico (Potenza, Gagliardi et al. 2009), difunde-
se rapidamente e apresenta um tempo de meia vida de apenas alguns segundos (Guerci,
Kearney-Schwartz et al. 2001), sendo o principal responsavel pelo relaxamento dependente
do endotélio (Avogaro, de Kreutzenberg et al. 2008).

Este vasodilatador apresenta propriedades antioxidantes, anti-proliferativas, anti-
inflamatorias, anti-coagulantes e anti-trombogénicas (Feletou and Vanhoutte 2006), sendo

responséavel pela regulacéo de uma diversidade de processos celulares e fisiologicos. O NO
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€ um componente chave na regulacdo do ténus vascular do endotélio, da migracédo e da
proliferacdo de células endoteliais e degradacdo da matriz extracelular, na funcdo plaquetar
bem como na angiogénese e mitogénese que séo cruciais na fisiologia vascular. Apresenta
ainda a capacidade de inibir a interacdo de leucocitos com as paredes dos vasos
sanguineos e deste modo reduz a inflamacdo e os processos pré-tromboéticos (Kolluru,
2010). A inibicdo da adesao de leucocitos pelo NO impede a expressdo de VCAM-1 e MCP-
1 induzida por citocinas (Schalkwijk and Stehouwer 2006).

1.3.1.1 Producdao de 6xido nitrico

O NO é produzido através da conversdo enzimatica do amino&cido L-arginina em L-
citrulina (Potenza, Gagliardi et al. 2009), esta reaccdo é mediada pelo complexo enzimatico
sintase de monoxido de azoto (NOS) (figura 3) (Avogaro, Fadini et al. 2006; Dudzinski and

Michel 2007; Kolluru, Siamwala et al. 2010; van den Oever, Raterman et al. 2010).
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Figura 3: Esquema representativo da produgao de NO na célula endotelial e accdo do mesmo na célula

muscular lisa

A NOS existe em trés isoformas diferentes, a NOS neuronal (nNOS), a NOS indutivel
(INOS) e a NOS endotelial (eNOS). A nNOS e a eNOS sao activadas pelo calcio e
calmodulina e a sua actividade enzimatica depende dos niveis de calcio intracelular.
Enquanto que a iNOS esta fortemente ligada a calmodulina e a sua actividade enzimatica
ndo depende da concentracdo de célcio intracelular, sendo regulada pela inducdo da

transcricdo do seu gene (Huang 2003).
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Figura 4: Estrutura dos genes do sintase 6xido nitrico. Adaptado de (Huang 2003)

E importante salientar que todas as isoformas da NOS podem ser encontradas em mais
do que um tipo de tecido e, para além do endotélio, a eNOS € igualmente expressa em
plaguetas, no musculo cardiaco entre outros (Dudzinski and Michel 2007).

A eNOS é uma enzima que actua como homodimero funcional e estruturalmente
dividida em dois grandes dominios: um dominio redutase no terminal carboxilico e um
dominio oxidase no terminal aminico (figura 4). O terminal carboxilico € o local de ligagdo
para a NADPH, para o dinucleétido de adenina flavina (FAD) e para 0 mononucleotido de
flavina (FMN), enquanto que o terminal aminico contém o local de ligacdo para o grupo
heme e tetra-hidrobiopterina (BH;) e para o seu substrato, L-arginina (Li, Everson et al.
2006). Sendo estes os principais substratos e co-factores da eNOS (Kolluru, Siamwala et al.
2010).

A acetilcolina, bradicinina e a serotonina estdo entre os activadores da vasodilatacdo

cuja accao é mediada por receptores membranares em artérias com endotélio funcional.
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Na figura 5 esta representado o0 mecanismo normal da ac¢do da acetilcolina em artérias
com endotélio intacto e funcionalmente normais. A acetilcolina interage com os receptores
muscarinicos (M) da célula endotelial promovendo o aumento dos niveis de calcio
intracelulares. Este aumento activa a eNOS que por sua vez aumenta a producédo de NO. O
NO actua nas células musculares lisas e activa a guanilil ciclase soluvel (sGC), um
heterodimero que ocorre na forma de distintas isoformas no tecido vascular. A guanilil
ciclase catalisa a defosforilagdo da guanosina trifosfato (GTP) a guanosina monofosfato
ciclica (cGMP), que serve como segundo mensageiro para muitas funcdes celulares
importantes. A cGMP induz o relaxamento muscular devido a varios mecanismos, 0
aumento dos niveis intracelulares de cGMP leva a uma inibicdo da entrada de calcio na
célula e uma diminuicdo da concentracdo de calcio intracelular, promovendo o relaxamento
muscular. Outro mecanismo mediado pela cGMP é a activacdo dos canais de potassio,
estes hiperpolarizam o musculo liso e ocorre o relaxamento. Por fim, a estimulagcao de uma
proteina cinase dependente de cGMP activa a fosfatase da cadeia leve da miosina que
promove a defosforilacdo da cadeia leve da miosina e leva ao relaxamento do masculo liso
(Klabunde 2011).

1.3.2 Disfuncéao endotelial

O endotélio € um tecido activo com fungdes fisioldégicas importantes na manutencéo do
equilibrio hemodinamico e hemostatico. O desempenho anémalo das suas funcdes é
definido como disfuncdo endotelial, caracterizada clinicamente pela incapacidade das
células endoteliais conduzirem a vasodilatacdo adequada quando estimuladas. Esta
disfuncdo pode ser provocada por stress bioguimico ou fisico (Yang and Ming 2006) e
conduz a um desiquilibrio entre a libertacéo de vasodilatadores e vasoconstritores (Jansson
2007), aumento da proliferacdo das células musculares lisas e aumento do estado proé-
inflamatorio e pro-trombético no vaso sanguineo (Feletou and Vanhoutte 2006). A disfuncao
endotelial € considerada como o primeiro passo na progresséo da aterosclerose e doencas
cardiovasculares (Potenza, Gagliardi et al. 2009). Na disfuncdo endotelial verifica-se um
aumento das interagBes com os leucdcitos e as células musculares lisas. O endotélio perde
as suas propriedades fisiolégicas desenvolvendo-se um estado de vasoconstrigao,
inflamacédo, coagulagéo, trombose e proliferacdo (Feletou and Vanhoutte 2006; van den
Oever, Raterman et al. 2010).

O principal marcador de disfungcéo endotelial € a diminuicdo da biodisponibilidade de
NO, devido a uma reducdo da sua produgdo e/ou a uma perda da sua actividade bioldgica

(van den Oever, Raterman et al. 2010). A reduc&o da bioactividade do NO pode resultar da
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diminuicdo da expressdo de eNOS, da reduzida quantidade de co-factores e substratos
para a eNOS, de danos na activacdo da eNOS e do consumo de NO pelas ROS (Feletou
and Vanhoutte 2006).

1.4 MECANISMOS ASSOCIADOS A DISFUNGAO ENDOTELIAL

A disfungdo endotelial est4 directamente associada com a hipertensdo e a
aterosclerose, mas também com processos fisiologicos e patofisioldgicos, tais como o
envelhecimento, problemas cardiovasculares e renais, inflamag¢do, microalbuminuria,
diabetes tipo 1 e 2, intoler&ncia a glicose, resisténcia a insulina, hiperglicemia, obesidade,
colesterol elevado — sindrome metabdlica — stress oxidativo, entre outros (Feletou and
Vanhoutte 2006).

1.4.1 Hiperglicemia

Niveis elevados de glicose no sangue promovem varias alteracdes ao nivel dos vasos,
tais como, disfuncdo endotelial, proliferacéo celular, e modificagdes na matriz extracelular. A
presenca de uma concentracdo elevada de glicose no sangue promove um aumento na
oxidacao de lipoproteinas e leva ainda a activacéo da via do sorbitol, ao aumento do stress
oxidativo e a formacdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGESs) e activacdo dos
seus receptores (RAGEs) (Vykoukal and Davies 2011). Associado a hiperglicemia ocorre
um aumento do stress oxidativo que inibe a actividade enzimatica da dimetilarginina
dimetilamino-hidrolase (DDHA), que é a enzima que metaboliza a dimetil-arginina
assimétrica (ADMA), o que resulta na acumulagéo deste substracto. Devido a sua estrutura
similar com a L-arginina, a ADMA actua como um antagonista competitivo que se liga ao
local catalitico da eNOS e inibe a formacdo de NO, promovendo a vasoconstricdo (Potenza,
Gagliardi et al. 2009; Dai and Dai 2010).

1.4.2 Resisténcia a insulina

A insulina € uma hormona vasoactiva e tem um papel importante na producéo de NO
no endotélio e consequente vasodilatacdo, no aumento do fluxo sanguineo e na captacao

de glicose pelo musculo esquelético (Wang, Li et al. 2009). A producdo de NO em resposta
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a insulina resulta na activacdo do receptor tirosina cinase, que conduz a fosforilagdo do

substrato do receptor de insulina (IRS-1) (figura 6).
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Figura 6: Alteracdo da via de sinalizacdo da insulina devido a resisténcia a insulina. Adaptado de

(Muniyappa, Montagnani et al. 2007)

Em seguida, ocorre o recrutamento e a activacdo da via de sinalizagdo da cinase do
fosfatidilinositol na posi¢do 3 (PI3K), que fosforila e activa a proteina cinase B (Akt) através
do 3-phosphoinositide dependent protein kinase-1 (PDK-1). A Akt fosforila directamente a
eNOS nos residuos de serina 1177, resultando num aumento da actividade da eNOS e na
producdo de NO (Muniyappa, Montagnani et al. 2007; Madonna and De Caterina 2012).

No caso da sindrome metabdlica surge inflamacdo, resisténcia a insulina e
hiperinsulinemia (figura 6) a activacdo da eNOS pela via PI3K/Akt é inibida, devido a
alteragcbes no IRS-1 e na via de sinalizacéo dependente de PI3K resultando na reducédo da
producdo de NO nas células endoteliais e na diminuicdo da translocac¢éo do transportador
de glicose (GLUT4) nos tecidos periféricos, promovendo-se a disfuncdo endotelial e a
resisténcia a insulina periférica (Muniyappa, Montagnani et al. 2007; Vykoukal and Davies
2011).

11
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1.4.3 Stress oxidativo

O stress oxidativo caracteriza-se por um desequilibrio entre os sistemas que produzem
oxidantes e os mecanismos de defesa antioxidantes, resultando num aumento da producao
de ROS, na reducédo da proteccdo antioxidante e incapacidade de reparar os efeitos
produzidos pelas ROS. Em condigBes normais, existe um equilibrio entre as espécies
oxidantes e antioxidantes com manutencdo da homeostase. As ROS sao produtos do
metabolismo do oxigénio celular e podem produzir efeitos benéficos e prejudiciais. Podem
interagir com vias de sinalizagdo intracelular envolvidas no controlo da fung&o vascular,
causando danos nos lipidos, no ADN e nas proteinas. Os efeitos patolégicos das ROS no
sistema cardiovascular resultam simultaneamente das suas acg¢des directas que modificam
o funcionamento vascular normal e na capacidade para eliminar e remover varios
compostos benéficos, tal como o NO. A interacdo entre o NO e 0 anido superéxido (O,")
ocorre tdo rapidamente que diminui as acc¢oes fisioldgicas do vasodilatador. Esta interagédo
€ agora descrita como sendo um dos mecanismos mais relevantes da disfungéo endotelial,
onde as células endoteliais sdo incapazes de promover um efeito protector na parede do
vaso (Schramm, Matusik et al. 2012). O O," e o peréxido de hidrogénio (H,O,) sdo as
principais ROS que intervém na fungdo vascular. O oxigénio é o reponsavel pela producéo
de anido superoxido, que posteriormente pode ser convertido em H,O, pela superdxido
dismutase, a radical hidroxilo (HO") e a peroxinitrito (ONOO") pela reaccao directa com o
NO (Nedeljkovic, Gokce et al. 2003; Frey, Ushio-Fukai et al. 2009; Dai and Dai 2010).

As ROS sdo pequenas moléculas de elevada reactividade devido a presenca de
electres desemparelhados, sendo produzidas dentro das células através de diversas vias
metabdlicas e enzimaticas. A principal fonte de producdo de ROS é a fosforilacdo oxidativa
mitocondrial. O sistema de fosforilacdo oxidativa inclui cinco complexos multi-enzimaticos,
denominados, complexo I, Il, 1ll, IV e ATP (Fatehi-Hassanabad, Chan et al. 2010; Shen
2010). Aproximadamente 4% do O, consumido na mitocondria € convertido em ROS (Shen
2010) e apenas 1 a 2% dos electrdes transportados ao longo dos complexos enzimaticos
sdo capazes de reduzir o O, a O, que € captado e convertido a H,O, pela superoxido
dismutase. A producéo de O, ocorre principalmente no complexo | (NADP desidrogenase)
e no complexo Il (ubiguinol-citocromo C oxiredutase) (Ballinger, Patterson et al. 2002).

Para além da fosforilagcdo oxidativa na mitocondria, as ROS podem ser produzidas por
oxidases, designadamente, xantina oxidase, cicloxigenase, lipoxogenase, citocromo P450,
peroxidases, NADPH oxidase ou por desacoplamento da eNOS (Fatehi-Hassanabad, Chan
et al. 2010) . De entre estas enzimas a NADPH oxidase € a principal fonte de producéo de
ROS nas células endoteliais (Schramm, Matusik et al. 2012). Comegam a surgir evidéncias

gue apontam para uma correlacdo entre a actividade da NADPH oxidase e o
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desenvolvimento da disfuncé@o endotelial e da aterosclerose (Avogaro, de Kreutzenberg et
al. 2008).

Os niveis de ROS e os seus efeitos bioldgicos sdo regulados pela capacidade
antioxidante dos sistemas bioldégicos em neutralizar, eliminar e reparar os danos causados
nas células (Negre-Salvayre, Salvayre et al. 2009). Os sistemas antioxidantes celulares
incluem os sistemas de enzimas antioxidantes, nomeadamente, a superoxido dismutase, a
glutationa peroxidase, a catalase, as tioredoxinas, bem como o0s compostos né&o
enzimaticos, o a-tocoferol, o B-caroteno, o ascorbato, a glutationa (GSH), entre outros (Frey,
Ushio-Fukai et al. 2009; Negre-Salvayre, Salvayre et al. 2009; Schramm, Matusik et al.
2012).

O aumento do stress oxidativo na estrutura vascular origina danos na biodisponibilidade
do NO (Tabit, Chung et al. 2010). A biodisponibilidade do NO é determinada pelo equilibrio
entre a producdo de NO pela eNOS e a reducdo do NO pelas ROS, particularmente o O,~
(Fatehi-Hassanabad, Chan et al. 2010).

O O,” e o H,O, sdo responsaveis pela oxidacdo da BH, (Forstermann 2010),
conduzindo ao desacoplamento da eNOs resultante da transferéncia de electrées para o O,
em vez da transferéncia para a L-arginina (Potenza, Addabbo et al. 2009), aumentando a
producéo de O, que reduz a biodisponibilidade de BH, e promove o stress oxidativo (Dai
and Dai 2010; Tabit, Chung et al. 2010). O stress oxidativo resulta entdo numa reduzida
biodisponobilidade de NO por uma combinagéo de eliminagéo directa e diminuigdo da sua
producdo, comprometendo assim a funcdo endotelial (Wallace, Johnson et al. 2010). O
desacoplamento da eNOS no endotélio promove a disfuncdo endotelial e o stress oxidativo
(Fatehi-Hassanabad, Chan et al. 2010).

1.5 BERBERINA

A berberina é um farmaco extraido de plantas da espécie Berberis vulgaris L.,
pertencentes a familia da Berberidaceae. Estas plantas crescem em todo o continente
asiatico e europeu. S&o também muito conhecidas no Irdo, uma vez que sdo bastante
utilizadas para fins medicinais e os seus frutos séo utilizados como alimentos (Imanshahidi
and Hosseinzadeh 2008).

A planta é um arbusto, com cerca de 1 a 3 metros de altura, espinhoso, da uma flor

amarela e frutos avermelhados (figura 7).
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Figura 7: Berberis vulgaris L.

A berberina (figura 7) pode ainda ser extraida de outras plantas, tais como, Hydrastis
canadensis, Coptis chinensis, Arcangelisia flava entre outras. Este composto, normalmente
encontra-se em maioria nestas plantas, sendo a berberina uma isoquinolina (composto

organico aromatico heterociclico), € um alcaloide e pertence a classe estrutural das

protoberberinas (Imanshahidi and Hosseinzadeh 2008).
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Figura 8: Estrutura molecular da berberina

A berberina é utilizada para o tratamento de inUmeras doencas, tendo varios efeitos
farmacologicos. Foram anteriormente descritos efeitos antibacterianos, antitumurais, anti-
inflamatorios, de reducao dos niveis de glicose no sangue, (Yang, Yin et al. 2012), ao nivel
do metabolismo lipidico, na disfuncao endotelial e ao nivel cardiovascular (Tang, Wei et al.
2006; Affuso, Mercurio et al. 2010), na resisténcia a insulina (Brownlee 2005; Kong, Zhang
et al. 2009; Liu, Cheung et al. 2010; Yang, Yin et al. 2012), na diabetes (Tang, Wei et al.
2006; Wang, Campbell et al. 2011) e na obesidade (Hu and Davies 2010; Yang, Yin et al.
2012).
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1.5.1 Berberina e o metabolismo lipidico

Os efeitos da berberina no metabolismo dos lipidos tem vindo a ser estudados e sabe-
se que a berberina diminui os niveis dos lipidos através do aumento de expressao do
receptor hepético do colesterol associado as LDL (LDLR) pela regulacdo do sinal de uma
cinase extracelular (ERK) e ainda por aumentar a actividade transcripcional do promotor
LDL-R pela via da cinase do factor de transcrigdo c-Jun (JNK) (Tang, Wei et al. 2006; Kim,
Lee et al. 2009; A.F. Cicero 2009 ; Hu and Davies 2010).

Para além do aumento da expressdo do LDLR, a berberina activa a cinase de
adenosina monofosfato (AMPK), enquanto que bloqueia a via da cinase das proteinas
activadoras da mitogénese/ERK (MAPK/ERK), resultando na inibicdo da sintese lipidica
(figura 9) (A.F. Cicero 2009).

LDL O O LDLR upregulation

W ERK and/or JNK-dependent
regulation n=

LDL receptors <" BBR

pE T MAPK/ERK pathway

AMPK activation X MAPK/ERK inhibition

} Transcription factors L‘/

h

Inhibition of lipid synthesis

Figura 9: Ac¢bes moleculares da berberina no metabolismo dos lipidos. Adaptado (A.F. Cicero 2009 )

A berberina actua no metabolismo dos lipidos inibindo a adipogénese durante a
diferenciacdo dos pré-adipécitos. Este farmaco vai actuar sobre o colesterol total e
triglicerideos e ainda promove uma diminuicdo da ingestdo de alimentos o que conduz a
uma diminuicdo do peso corporal. Uma outra vantagem deste composto € o facto de nao

apresentar toxicidade para os animais, sendo segura a sua utilizagdo (Hu and Davies 2010).
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1.5.2 Berberina e os efeitos naresisténcia a insulina e na glicose

Ao nivel da célula B3, a glicose é transportada para o interior da célula e ai é fosforilada
pela enzima glucocinase a glicose-6-fosfato. A glucocinase regula a secre¢éo de insulina
estimulada pela glicose através da modulacdo da via glicolitica (Wang, Huang et al. 2009).
A berberina vai actuar no modo de accdo desta enzima, aumentando a sua actividade.
Assim, como consequéncia € necessario mais absor¢cdo de glicose e um aumento da
secrecdo de insulina. Logo, como resultado obtemos uma diminuicdo dos niveis de glicose
no organismo.

Aparentemente a berberina ndo promove apenas um aumento da sensibilidade a
insulina mas vai também interagir directamente com o pancreas. Por outro lado, a berberina
pode também actuar ao nivel da homeostase da glicose. Alguns estudos sugerem que a
berberina inibe a fungdo mitocondrial através da inibicio do complexo | da cadeia
respiratoria mitocondrial, estimula a utilizagdo periférica da glicose, activa a via da AMPK,
reduz a adipogénese e induz a expressao de LDLR. Com todas estas acc¢des a berberina
promove uma melhoria acentuada ao nivel da resisténcia a insulina e reduz a hiperglicemia,
ambas associadas com a sindrome metabdlica (Zhou, Yang et al. 2007; Yin, Gao et al.
2008; Wang, Huang et al. 2009; A.F. Cicero 2009 ; Zhang, Xiao et al. 2011; Yang, Yin et al.
2012).
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Figura 10: Efeito da berberina no metabolismo da glicose. Adaptado (A.F. Cicero 2009 )

1.5.3 Berberina e os efeitos vasculares

Os efeitos vasorelaxantes da berberina tém vindo a ser observados em varios modelos
animais. E provavel que a berberina actue ao nivel do endotélio e das células do musculo
liso. Os efeitos vasorelaxantes da berberina podem estar associados com o efeito inibitério
da enzima de conversdo da angiotensina uma (ACE) e a libertacdo directa de NO/cGMP na
artéria aorta de ratos. Ao nivel do musculo liso a sua accao antagénica nos receptores a-
adrenérgicos, a activacdo de canais de potassio e a inibicdo da libertacdo de calcio

intracelular, podem também contribuir para o relaxamento.
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A berberina aumenta a expressao da eNOS e inibe a expressdo da iNOS, no tecido
gastrico de ratinho. No caso da aorta, uma exposi¢cao deste tecido a berberina atenua a

contracdo induzida pela angiotensina e aumenta o NO e cGMP (A.F. Cicero 2009 ).

1.6 OBJECTIVOS

Pretendemos com este projecto investigar os efeitos da berberina na disfuncéo
endotelial de modelos animais com sindrome metabdlica bem como caracterizar alguns dos
principais mecanismos de ac¢ao associados.

Serdo avaliados os beneficios terapéuticos da berberina em diferentes marcadores de
stress oxidativo sistémicos e na parede das artérias e os niveis de expressao de diferentes
proteinas. Avaliaremos o impacto da administragcdo de berberina nos niveis de adiponectina,
leptina e acidos gordos livres em circulagéo (FFAS).

A sindrome metabdlica sera analisada num modelo animal de obesidade induzida com
dieta (DIO) e insulino-resistente.

E esperado que, na presenca deste composto seja prevenida a disfuncdo endotelial e

substancialmente reduzida a insulino-resisténcia.
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2.1 MATERIAIS

2.1.1 Reagentes quimicos e imunoldgicos

Os reagentes utilizados na preparacdo das solugbes, assim como, 0S restantes

compostos nao referenciados na seguinte lista, adquiriram-se as empresas, Sigma-Aldrich,

EUA; Merck Darmstad, Alemanha; Panreac Quimica SA, Espanha, possuindo o mais

elevado grau de pureza disponivel comercialmente.

Tabela 1: Reagentes e produtos mais relevantes do trabalho

AMPK total

Cell Signaling, USA

Anti-Actin monoclonal antibody

Chemicon International Company USA

Anti-CML moniclonal antibody

Trans Genic Inc, Japao

Anti-RAGE rabbit polyclonal antibody

Abcam, Reino Unido

Berberina

Sigma-Aldrich

Dieta 60 kcal % de gordura

Research diets, inc

Glicose 30%

Braun, Portugal

MCP-1

Merk-Millipore, USA

Phospho-AMPK

Cell Signaling, USA

Phospho-eNOS (Ser 1177) Antibody

Cell Signalling, USA

Phospho-Vasp (Ser 239) Antibody

Cell Signalling, USA

Purified Mouse Anti-eNOS/NOS Type llI

BD Biosciences, USA

Secondary Anti-Mouse

GE Healthcare, RU

Secondary Anti-Rabbit

GE Healthcare, RU

VASP (9A2) Rabbit mAb

Cell Signalling, USA
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2.2 MODELOS ANIMAIS E TRATAMENTOS

Para o desenvolvimento deste estudo, recorreu-se a um modelo animal normal nao
obeso, o0s ratos machos Sprague-Dawley (SD) com 6 meses de idade. A estirpe foi
adquirida comercialmente (Charles River, Franga) e foi mantida num ambiente ventilado,
com ciclos de 12 horas de luz/ 12 horas de escuriddo com temperatura (21-24°C) e
humidade (50-60%) controlada.

Os animais foram divididos em quatro grupos de estudo: grupo controlo (SD); grupo
controlo tratado com 100mg/Kg berberina, durante 4 semanas (SD+BBR); grupo de animais
alimentados com uma dieta rica constituida por 60 Kcal % de gordura (Research diets, inc)
(SDHFD) e ainda um grupo de animais alimentados com uma dieta rica em gordura e
tratado com 100mg/Kg de berberina (SDHFD+BBR). A berberina foi administrada por via
oral durante 4 semanas até ao dia do sacrificio.

Todos os animais tiveram livre acesso a racdo e agua durante o estudo. E necessario
ressalvar que todos os procedimentos nos animais estiveram de acordo com a Lei

Portuguesa para a experimentacao de animais em laboratorio.

2.2.1 Glicemia, hemoglobina Alc e Peso Corporal

No final do periodo de terapéutica os animais dos diferentes grupos foram pesados e
foi-lhes medida a glicemia e a hemoglobina Alc apés um jejum de 16-18h. O sangue para
ambos os testes foi recolhido da veia da cauda. A glicemia foi determinada pelo método da
glicose-oxidase, recorrendo-se ao uso do glicometro (Glucometer-Ellite-Bayer, Portugal
S.A) e tiras-teste compativeis (Bayer, Portugal S.A.). Os niveis de glicose no sangue total
foram expressos em mg/mL.

Os niveis de hemoglobina Alc foram determinados no sangue total utilizando um
analisador automéatico (DCA 2000 Analyser, Bayer, Health Care Diagnostics Division). Os

niveis de hemoglobina Alc foram expressos em percentagem.

2.2.2 Colheita de sangue

Para a determinagdo de pardmetros sanguineos, o sangue total dos animais foi
recolhido ap6s um jejum de 16-18h. Os animais foram anestesiados, por via intramuscular,

com cloridrato de quetamina (75 mg/Kg) e clorpromazina (3 mg/Kg) e o sangue foi recolhido
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através de puncdo cardiaca quando o animal jA se encontrava adormecido e
completamente dessensibilizado.

Para avaliacdo de parametros séricos e plasmaticos o sangue foi centrifugado a 35009
durante 10 minutos a 4°C, sendo posteriormente o soro e o0 plasma aliquotados e

armazenados a -80°C até ao seu processamento.

2.2.3 Sacrificio dos animais e recolha dos 6rgaos

Os animais foram anestesiados, como anteriormente referido e sacrificados por
deslocamento cervical. ApO6s a exposicdo dos o6rgdos intra-abdominais procedeu-se
rapidamente a excisao da artéria aorta e retirou-se o tecido conjuntivo de forma a preservar
o endotélio.

A artéria aorta foi dividida em 2 segmentos de aproximadamente 4mm de comprimento
e a restante foi congelada em azoto liquido e armazenada a -80°C para posteriores
analises. Um dos segmentos foi preservado numa matrix criopreservante para posteriores
estudos histologicos e o outro segmento foi colocado numa solugéo de Krebs-Henseleit com
a seguinte composi¢do (mM): NaCl, 118,6; KCI, 4,7; NaHCO3;, 25,0; MgSOy,, 1,18; KH,PO,,
1,18; Glicose 11,0; CaCl,, 1,6, o pH foi aferido a 7,4 e a solucdo esteve constantemente a
ser gaseada (95% de O, e 5% CO,). Este segmento foi entdo montado num sistema a 37°C

e com a tensao controlada para os estudos isométricos.

2.2.4 Estudos Isométricos

Os segmentos de artéria aorta (4mm) foram montados em camaras de O6rgaos
individuais, num banho de 6rgdos com 5 mL de capacidade contendo a solu¢cédo de Krebs-
Henseleit com a composicdo anteriormente referida. A solugdo foi mantida a 37°C e
oxigenada com uma mistura de gases de 95% O, e 5% CO,. Os anéis de aorta encontram-
se ligados a um transdutor de forca (PowerLab) no banho de 6rgdos e foram distendidos
inicialmente a uma tensdo de repouso de 1 g, estabelecida previamente como a tenséo
ideal, através de curvas de comprimento-tensdo, durante 60 minutos.

Apbs o equilibrio, as artérias aorta séo contraidas com uma solucéo de fenilferina (Phe)
3 UM durante 10 minutos, de seguida avalia-se a resposta de relaxamento induzido pelo
dador de oxido nitrico (NO), nitroprussiato de sodio (SNP, 10-9 A 10-3 M), com adicdes
cumulativas em intervalos de 3 minutos. O SNP é um dador de NO e visa avaliar a

vasodilatagdo independente do endotélio (Tabela 1).
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De seguida, substitui-se a solucdo Krebs-Henseleit e contraem-se novamente as
artérias com 3 uM Phe durante 10 minutos seguindo-se adi¢cdes cumulativas de acetilcolina
(Ach, 10° a 10° M) (Tabela 2) em intervalos de 4 minutos, de forma a avaliar a
vasodilatacdo dependente do endotélio.

Substitui-se novamente a solucdo das artérias por uma solucdo de Krebs-Henseleit
com N®Nitro-L-Arginina (L-NAME 300 pM), um inibidor da producdo de NO, nos pocos
individuais no banho de érgaos e apos incubacgao por 15 minutos, contraem-se as artérias e
avalia-se a resposta das artérias a acetilcolina, 10° a 10° M.

As respostas de relaxamento da ACh e do SNP foram expressas em percentagem de
relaxamento a partir de um submaximo obtido através da contragdo induzida pela Phe 3 pM.
Os valores de ECs, foram determinados através de uma equacéo obtida a partir da andlise
de regressao da curva dose-resposta.

Tabela 2: Curva dose-resposta ao SNP

Sequéncia de adicdo  Concentracdo final

SNP1 1nM
SNP2 10 nM
SNP3 100 nM
SNP4 1 puM
SNP5 10 puM
SNP6 100 pM
SNP7 200 pM
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Tabela 3: Curva dose-resposta a ACh

Sequéncia de adicdo  Concentracéo final

ACh1 1nM
ACh2 10 nM
ACh3 100 nM
ACh4 1 puM
ACh5 10 puM
ACh6 100 pM
ACh7 1 mM

2.2.5 Determinacdo dos niveis séricos de colesterol total, colesterol HDL
e triglicerideos

Os niveis séricos dos parametros lipidicos colesterol total, colesterol HDL e

triglicerideos foram obtidos por analisador automatico e expressos em mg/dL.

2.2.6 Determinacdo dos niveis de leptina, adiponectina e insulina

A leptina e a adiponectina foram quantificados no soro dos animais através de kit de
ELISA (Rat leptin ELISA kit e Rat Adiponectin ELISA kit, Invitrogen). As insulinemias foram
determinadas no plasma dos animais através de um kit de ELISA (Ultrasensitive Rat Insulin
ELISA, Mercodia).

2.2.7 Determinacgéo dos niveis de acidos gordos livres

Os acidos gordos livres foram determinados no plasma dos animais por

espectrofotometria utilizando um kit comercial (Half-Micro test, Roche Apllied Science).
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2.2.8 Homogeneizados da artéria aorta

Os segmentos de artéria aorta, macerados e colocados em tampao de lise com a
seguinte constituicao (em mM, pH 7.4): Tris-HCI 50; cloreto de sédio (NaCl) 150; EDTA 1;
SDS 0,1%; desoxicolato de sddio 0,5%; Triton X-100 1%; Fluoreto de Sddio (NaF) 5; orto-
vanadato de sodio ( NazVO,) 1; B-glicerofosfato 2; pirofosfato de sédio 2; B-mercaptoetanol
0,1%; PMSF 1; cocktail de inibidores de protéase 10 pug/mL, constituido por aprotonina 10
pg/mL, leupeptina 10 pg/mL e pepstanina 10 pg/mL.

Em seguida, as amostras foram sonicadas a 4°C e centrigugadas (10min, 10000g, 4°C).
Recolheu-se o sobrenadante e procedeu-se a determinagdo da concentracdo de proteina
pelo método do BCA. Por ultimo, adicionou-se sample buffer 6 vezes (Tabela 4)
concentrado a cada amostra com base no volume de sobrenadante obtido apds a

centrifugacéo. No final as amostras foram armazenadas a -80°C até a sua utilizagao.

2.2.9 Determinacéo da proteina pelo método do BCA

O kit BCA Protein Assay (Pierce Protein research, Rockford, EUA) baseia-se num
método espectrofotométrico para a determinacdo da quantidade de proteina no tecido
homogeneizado. Para o calculo da concentracdo construiu-se uma curva de calibracdo com
albumina de soro bovino (BSA) numa concentracdo conhecida. A concentracdo das

amostras foi expressa em mg/mL..

2.2.10 Determinacao dos niveis de expressado de proteinas por Western

Blotting

A identificacdo e quantificacdo dos niveis de expressdo de eNOS total, eNOS
fosforilada, VASP total, VASP fosforilada, CML, RAGE, AMPK total e AMPK fosforilada
efectuaram-se por Western Blot.

Uma das formas de analisar as proteinas de uma amostra, € através da separagdo num
gel de poliacrilamida desnaturante contendo SDS, vulgarmente conhecida como SDS-
PAGE. Neste tipo de separacdo, o principal cuidado a ter é escolher um anticorpo que
reconheca as proteinas desnaturadas (Harlow e Lane, 1999).

Antes da aplicacao no gel, as proteinas sao desnaturadas pela accéo do calor e pelo
SDS presente no tampao de amostra. O SDS liga-se fortemente as proteinas conferindo-

lhes carga negativa e, consequentemente, quando sujeitas a accdo do campo eléctrico,
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migram para o catodo. Também estd presente no tampéo de amostra um reagente tidlico,
usualmente o B-mercaptoetanol ou o DTT (dithiothreitol) que é usado para reduzir as
ligacbes persulfureto. O tampdo de amostra também possui glicerol que é utilizado para
aumentar a densidade da amostra e assim manté-la no fundo do poco aquando da
aplicacdo no gel. Para visualizar a migracdo das proteinas € aplicado a este tampao um
corante, geralmente o azul de bromofenol que, sendo anionico e pequeno, ird migrar mais
rapidamente do que qualquer componente da mistura a separar, originando assim uma
frente de migrac&o que permite monitorizar todo o processo de separacdo (Wilson e Walker,
2005).

Os géis de poliacrilamida sdo muito usados em electroforese de proteinas, pois
apresentam uma elevada resolugéo, originando uma boa separagdo dos componentes da
amostra em estudo, que depende também do tamanho dos poros causados pela estrutura
do gel. Estes géis séo preparados através da polimerizacdo do radical livre acrilamida com
o agente de ligagbes cruzadas N,N’-metileno-bisacrilamida. A reaccdo de polimerizacdo €
iniciada pelo agente iniciador persulfato de amoénio e pelo catalisador TEMED (N,N,N’,N*-
Tetramethylethylenediamine). Os géis sao, assim, redes tridimensionais de cadeias de
hidrocarbonetos ligadas por grupos metilenos (Wilson e Walker, 2005).

Neste trabalho, a electroforese foi realizada por um sistema vertical descontinuo, em
que o tampéo utilizado na preparacdo dos géis € diferente daquele que € usado no
reservatorio de electroforese. Este tipo de sistema € composto por dois géis de composi¢ao
distinta (concentracdo de acrilamida, pH e for¢a idnica) mas contiguos. O primeiro gel € um
gel com poros largos que fica na parte superior do sistema e é um gel de concentragédo. O
segundo, fica na parte inferior, € um gel resolvente que permite a separacdo das amostras,
tendo assim poros mais apertados. A diferenca que existe nos valores de pH entre os dois
géis é importante, pois é através dessa diferenca que ocorre a concentracdo da amostra no
gel de concentracdo, o que faz com que seja possivel usar volumes maiores de amostra
num sistema descontinuo do que num sistema continuo (Wilson e Walker, 2005). O valor da
concentracao de acrilamida na mistura de polimerizacdo determina o tamanho dos poros do
gel, diminuindo o tamanho do poro a medida que a concentracdo de acrilamida aumenta.
Assim, a escolha do valor de concentracdo de acrilamida é muito importante para se obter
uma boa separacdo da amostra (Wilson e Walker, 2005).

ApOs a separacao das proteinas, ocorre a transferéncia destas sob a ac¢do de um
campo eléctrico, para uma membrana, neste caso de PVDF, que sera uma réplica exacta
da separacdo que ocorreu no gel. E entdo esta membrana, que contém as proteinas ai
imobilizadas, que vai ser incubada com os anticorpos especificos, o que vai permitir a

identificacdo e a posterior quantificacdo das proteinas em estudo (Harlow e Lane, 1999).
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O processo de detecgcdo de uma proteina numa membrana é composto essencialmente
por trés fases: a) blogueio da membrana, b) ligacdo ao anticorpo e c) visualiza¢do do sinal.
Uma vez que as membranas utilizadas na técnica de Western Blot tém uma elevada
afinidade para proteinas, é necessario bloquear as membranas com uma solucéo rica em
proteinas como, por exemplo, leite magro, de modo a evitar a adsor¢ao inespecifica entre o
anticorpo e a membrana (Harlow e Lane, 1999). Apds o bloqueio é feita a incubacédo da
membrana com o0 anticorpo primario, que € especifico para a proteina (antigénio) em
estudo, e com o anticorpo secundario que, por sua vez, reconhece o anticorpo primario. O
anticorpo secundério esta conjugado com uma molécula que facilita a sua identificacéo,
neste caso a fosfatase alcalina. Deste modo, a proteina de interesse pode ser detectada
através de uma reaccao catalisada pelo enzima.

Os géis foram polimerizados utilizando-se dois tampdes diferentes, tampao resolvente e
tampdao concentragdo (tabela 4). As amostras foram fervidas durante 5 minutos e colocadas
nos geéis polimerizados. A corrida do gel efetuou-se em tampado Running (tabela 4). As
amostras foram dispostas nos géis de acordo com a ordem desejada e utilizou-se um
padrdo para identificagdo dos pesos moleculares (Precision Plus Standard, Dual Color, Bio-
Rad, EUA). A corrida foi feita a uma voltagem de 150 V constantes durante 1h30minutos.

Apoés a corrida do gel, colocaram-se os géis em contacto direto com a membrana de
PVDF (Polyvinylidene Flouride Membrane, Bio-Rad, EUA), previamente ativadas. O sistema
de transferéncia foi montado e a transferéncia ocorreu em tampéo CAPS (tabela 4), a
amperagem constante (200mA). Concluida a transferéncia as membranas foram
blogueadas em solucdo de TBS-T-BSA 5%, no caso de proteinas fosforiladas e TBS-T-Leite
10% no caso de proteinas totais, a temperatura ambiente durante 2h.

Finalizado o bloqueio as membranas foram incubadas com o anticorpo primario durante
a noite a 4°C com agitacdo constante. No dia seguinte, efetuaram-se as lavagens em TBS-
T, e incubagdo com o anticorpo secundario, 1h a temperatura ambiente e novas lavagens.
Nos final das lavagens as membranas foram incubadas com substracto enzimatico (Rabbit
ECF Wertern Blotting Reagent, Amersham Biosciences, Carnaxide, Portugal) durante
aproximadamente 5 minutos e reveladas por leitor de fluorescéncia (Typhoon FLA 9000,

Suécia).
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Tabela 4: Solug8es utilizadas na técnica de Western Blot

Solucbes Composicéo
Tampéao Resolvente 0,75M Tris-HCI; 0,2% SDS; pH 8,8
Tampdao de concentracao 0,25M Tris-HCI; 0,2% SDS; pH 6,8

T . 0, [V 0, i - 20,
Sample Buffer (6x) 62,5mM Tris-HCI; 20% SDS a 10%; 25% glicerol; 2% Bromofenol

azul; pH 6,8
Tampao de corrida 125mM Tris; 480mM Glicina; 9mM SDS; pH 8,8
Tampéao CAPS 50mM CAPS, 10% metanol; pH 11
Tampéo TBS 250mM Tris; 1,5mM NacCl; pH 7,6
Tampé&o TBS-T Solugéo de TBS + 1% Tween 20

2.2.11 Stress oxidativo — Sonda di-hidroetidio (DHE)

Di-hidroetidio (DHE) é uma sonda lipofilica que permeia facilmente as células e é
rapidamente oxidada a brometo de etidio na presenca do radical livre superoxido. A
producdo de brometo de etidio (produto fluorescente no vermelho) é fixada por intercalacéo
no ADN dando-nos a indicagdo da presenca de stress oxidativo (Elmarakby, Loomis et al.
2005; Sena, Matafome et al. 2011).

Secc¢Oes de aorta com cerca de 10 um de espessura foram incubadas com DHE 2uM,
em PBS durante 30 minutos, a 37°C, em ambiente himido e protegidos da luz. Para a
deteccdo do brometo de etidio, as imagens foram obtidas utilizando um microscopio de

fluorescéncia (Leica DMIRE200, Wetzlar, Alemanha).

2.2.12 Apresentacgao dos resultados e analise estatistica

Os resultados foram todos apresentados como média + erro padrdo da média (e.p.m.)
do nimero de experiéncias (n). Os dados foram analisados utilizando a andlise de variancia

simples (ANOVA ) para um intervalo de confianca de 95%.
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RESULTADOS

3.1 PESO CORPORAL, GLICEMIA E HEMOGLOBINA Al1C

Quando se esta a avaliar o efeito de uma ingestdo exagerada de lipidos e calorias é
crucial o controlo do peso dos animais. Num estudo em que estamos a avaliar o
agravamento da sindrome metabodlica em animais obesos também é muito importante a
monotorizagdo da glicemia em jejum e da hemoglobina Alc, um indicador do perfil glicémico
dos animais nos ultimos 3 meses.

O grupo de animais alimentado com uma dieta gorda apresentou, como seria de
esperar, um aumento significativo do peso corporal quando comparado com 0O grupo
controlo SD mantido com dieta standard (p<0,01) (tabela 5). Relativamente ao grupo obeso
tratado com berberina (SDHFD+BBR), verificAmos que houve uma diminuigdo significativa,
cerca de 20% do peso corporal quando comparado com o grupo SD (p<0,01) e cerca de
40% quando comparado com o grupo SDHFD (p<0,001).

No que diz respeito a glicemia em jejum, verificou-se um aumento significativo da
glicemia em jejum nos animais com dieta gorda, (p<0,05) quando comparados com 0s
animais controlo. Relativamente aos valores do grupo SDHFD+BBR verificamos uma
diminuicdo significativa deste parametro relativamente aos grupos SD (p<0,05), SD+BBR
(p<0,05) e ao grupo SDHFD (p<0,01).

A hemoglobina Alc apresentou um aumento significativo nos animais alimentados com
dieta gorda relativamente aos animais SD (p<0,01). Nos grupos de animais tratados com
berberina, tanto os SD (p<0,001) como os SDHFD+BBR (p>0,05) observdmos uma

diminuicdo significativa deste parametro relativamente ao grupo de animais obesos.

Tabela 5: Peso corporal, glicemia do jejum e hemoglobina Alc nos diferentes grupos em estudo;

*p <0,05, **p<0,01 relativamente ao grupo SD; §p<0,05, §§p<0,01, 888

SD+BBR; #p<0,05, *®p<0,01, ®**®p<0,001 relativamente ao grupo SDHFD

p<0,001 relativamente ao grupo

SDHFD+BBR
SD (n=9) SD+BBR (n=9) SDHFD (n=9)
(n=6-7)
Peso corporal 558 .
) 643,2+21,16 558+13,07 777,73+31,63 538,5+18,55
g
Glicemia .
o 75,2+1,41 74,4+1,39 80,45+3,17* 63,14+4,365%
jejum (mg/dL)
HbAlc (%) 3,25+0,05 3,23+0,04 ¥ 3,53+0,06" 3,3+0,04°
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3.2 PERFIL LIPIDICO DOS ANIMAIS: NIVEIS SERICOS DE COLESTEROL TOTAL,
COLESTEROL NAO HDL, TRIGLICERIDEOS E NIVEIS PLASMATICOS DE ACIDOS
GORDOS LIVRES

Neste estudo é de extrema importancia a avaliagdo dos paréametros lipidicos nos
diferentes grupos em estudo, dado tratar-se de um modelo animal com sindrome metabdlica
induzida pela dieta. Para tal, avaliou-se o nivel de colesterol total presente no soro dos
animais. Observou-se um aumento significativo dos niveis de colesterol nos animais obesos
(p<0,05) quando comparados com o grupo controlo e verificAmos ainda uma diminuicdo
significativa dos niveis de colesterol total no grupo de animais obesos tratados com
berberina relativamente, tanto ao grupo controlo SD (p>0,05) como ao grupo SDHFD
(p>0,05), tal como podemos observar na tabela 6.

A administracdo da berberina aos animais obesos promoveu altera¢cdes nos niveis de
colesterol ndo-HDL e triglicerideos. Relativamente aos niveis do colesterol ndo-HDL, como
podemos observar na tabela 5 houve uma tendéncia de diminuicdo que ndo é
estatisticamente significativa. No que diz respeito aos triglicerideos, h4d um aumento dos
mesmos no grupo de animais obesos, mas esta diferenca nédo é significativa. Em relagéo ao
grupo de animais SDHFD tratados com berberina, ha uma diminuigdo muito significativa dos

niveis de triglicerideos (p<0,01) relativamente aos animais obesos.

Tabela 6: Niveis séricos de colesterol total, colesterol ndo-HDL, triglicerideos e niveis plasmaticos de
acidos gordos livres; *p<0,05 relativamente ao grupo SD; §§p<0,01 relativamente ao grupo SD+BBR;
¢p<0,05 relativamente ao grupo SDHFD

SDHFD+BBR
SD (n=9) SD+BBR (n=9)  SDHFD (n=9)
(n=6)
Colesterol total .
764,85 77,75+4,37 95,11+5,68* 68+4,4 0
(mg/dL)
Colesterol nao-
29,65+1,74 30,5+2,37 32,75+2,53 28,67+4,54
HDL (mg/dL)
Triglicerideos .
86,93+9,95 96,5+11,2 94,89+9,66 44,33+5,75"4¢58

(mg/dL)
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3.3 NIVEIS SERICOS DE LEPTINA E ADIPONECTINA

Foram determinados o0s niveis séricos das hormonas do tecido adiposo leptina e
adiponectina uma vez que esta descrito que estas hormonas sdo cruciais na regulacdo do
peso corporal e adiposidade. Na figura 11 A estdo representados os niveis de leptina em
circulacdo no soro dos animais em estudo e € possivel observar que, como seria de
esperar, os animais obesos (SDHFD) apresentam um aumento significativo (p<0,05)
relativamente aos animais controlo (SD). A berberina promoveu uma diminui¢do significativa
destes valores. Os niveis de leptina nos animais SDHFD+BBR desceram 98% (p<0,001)
guando comparamos com o grupo SDHFD e 19% quando comparamos com o grupo de
animais SD (p<0,001).

Relativamente aos niveis de adiponectina figura 11 B, é possivel verificar que houve um
pequeno aumento dos niveis de adiponectina, no grupo de animais SDHFD (p<0,05)
relativamente aos animais SD. Em relacdo aos grupos de animais tratados com berberina,
este alcaloide promoveu um aumento significativo da concentracdo de adiponectina nos
animais SDHFD+BBR (p<0,01) relativamente aos animais SDHFD e ainda relativamente ao

grupo de animais controlo (p<0,001).
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Figura 11: Niveis séricos de leptina (painel A) e adiponectina (painel B)

Na figura esta representada a ac¢cdo da berberina nos niveis de leptina e adiponectina em animais
normais e obesos com e sem administragdo de berberina. Os resultados estdo representados como
médiax e.p.m. (n=7-12)

*p<0,05 em comparagdo com o grupo SD

$%8 h<0,001 em comparag&o com o grupo SDBBR

“"M’p<0,001 em comparacdo com o grupo SDHFD

3.4 NIVEIS PLASMATICOS DE INSULINA

A obesidade surge normalmente associada ao aumento da resisténcia a insulina. E por
isso muito importante avaliar os niveis de insulina e a resisténcia a insulina neste estudo.
Na figura 12 A podemos observar que houve uma tendéncia de aumento dos niveis
plasmaticos de insulina nos animais obesos quando comparados com 0s animais controlo,
(embora esta diferenca ndo seja estatisticamente significativa). No caso dos animais obesos
gue foram sujeitos ao tratamento com a berberina é possivel observar uma tendéncia de

diminuicdo dos niveis plasmaticos de insulina (p>0,05).
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Figura 12: Efeitos da berberina na insulinemia (painel A) e naresisténcia a insulina (painel B)

(A) Niveis de insulina plasmética dos animais em estudo. (B) Niveis de insulino-resisténcia dos animais
em estudo;

Os resultados estdo representados como médiat e.p.m. (n=4-9)
*®5<0,01 relativamente ao grupo SDHFD

A fim de compreendermos melhor os efeitos da berberina na sindrome metabdlica

calculou-se o indice de insulino-resisténcia HOMA e verificAmos que nos animais obesos ha
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uma tendéncia de aumento deste indice relativamente ao grupo SD. A administracdo da

berberina diminui significativamente (p<0,01) o indice de insulino-resisténcia (figura 12 B).

3.5 NiVEIS DE GLICACAO: CML E RAGE

Uma vez que esta descrito que a obesidade é um importante factor para o0 aumento da
formacdo e acumulagdo dos niveis de AGEs nos vasos sanguineos, foram avaliados os
niveis de CML e de RAGE, um importante AGE e 0 seu respetivo receptor. Estes
parametros foram avaliados por Western Blot e os resultados obtidos foram quantificados
através da analise densitométrica das respectivas bandas. Os niveis de CML e RAGE foram
determinados na aorta e é possivel observar através da analise da figura que os niveis de
CML néo tiveram diferencas significativas neste estudo (figura 13).
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Figura 13: Efeitos da berberina nos niveis de expressdo de CML e RAGE na aorta
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(A) Niveis de expressdo de CML na aorta nos diferentes grupos em estudo (B) Western blot
representativo da expressao de CML em 10ug de proteina de homogeneizados de aorta dos diferentes
grupos (C) Niveis de expressdo de RAGE nos diferentes grupos (D) Western blot representativo da
expressdo de RAGE em 10ug de proteina de homogeneizados de aorta dos diferentes grupos. A

densiometria das bandas dos diferentes grupos foi normalizada para a rescpectiva banda de B-actina.

3.6 RELAXAMENTO DEPENDENTE E INDEPENDEMENTE DO ENDOTELIO

A avaliacdo da vasodilatacdo dependente do endotélio, ou seja, dependente da
producdo de NO, foi estudada através da adicdo de acetilcolina a artéria aorta que foi
previamente contraida com fenilefrina. Na tabela 7 estdo os valores de relaxamento maximo
da artéria aorta em respota a acetilcolina onde é possivel verificar que o grupo SD
apresenta um relaxamento maximo de cerca de 96%. O grupo SDHFD apresenta uma
diminuicdo de 38% desse relaxamento (p<0,001) relativamente ao grupo controlo, tendo
também um aumento do ECs, (p<0,05) (figura 14 A, tabela 7). A administracdo da berberina
melhorou significativamente o relaxamento dependente do endotélio no grupo SDHFD+BBR
quando comparado com o grupo SDHFD (p<0,001). E possivel ainda verificar que a
adimistracdo da berberina diminuiu o valor de ECs, ou seja, melhorou a sensibilidade de

resposta a ACh.

Tabela 7: Percentagem de relaxamento maximo e —logECsp em segmentos isolados da artéria aorta em
resposta a acetilcolina nos diferentes grupos de animais em estudo. Os resultados sdo apresentados

como médiate.p.m. (n=10-12); *p<0,05 em comparagdo com o grupo SD; §p<0,05; §§p<0,01; 888 p<0,001 em

R: ®¢¢

comparacdo com o grupo SDBB p<0,001 em comparagdo com o grupo SDHFD

SD SD+BBR SDHFD SDHFD+BBR

PECso 5,2010,2 5,725+0,18  4,94+0,21°  6,12+0,157°%®

Ach
Relaxamento

0 o 1§58 0 000
Maximo (%) 96%+2,1 99%=+1,42 62+2,01 98%=+1,3
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Figura 14: Curva dose-resposta a acetilcolina (A) e ao SNP (B)

Os resultados séo apresentados como médiate.p.m. (n=10-12); *p<0,05 em comparagdo com 0 grupo
SD; %p<0,05; %p<0,01; **® p<0,001 em comparacdo com o grupo SDBBR; **®p<0,001 em comparacdo com
0 grupo SDHFD

No que diz respeito ao relaxamento independente do endotélio, ou seja, os efeitos do
dador de NO na artéria aorta (figura 14 B), houve um relaxamento particamente de 100%

das artérias, ndo havendo quaisquer diferengas entre os grupos.
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Figura 15: Curva dose-resposta a acetilcolina na presenca de L-NAME

Os resultados sao apresentados como médiate.p.m. (n=10-12); *p<0,05 em comparagédo com o grupo SD;
$p<0,05; *¥p<0,01; **® p<0,001 em comparacdo com o grupo SDBBR; **®p<0,001 em comparacdo com o
grupo SDHFD

Nos segmentos da aorta previamente incubadas com um inibidor da eNOS, L-NAME,
observou-se um relaxamento significativo nos animais SD+BBR (p<0,01) quando
comparados com os SD e nos animais SDHFD+BBR (p<0,05) quando comparados com 0s
SDHFD, para a maior concentragdo de ACh testado, sugerindo que o relaxamento que esta

a ocorrer podera ser independente do endotélio (figura 15).

3.7 MARCADORES DE DISFUNCAO ENDOTELIAL: ENOS E VASP

Com vista a compreender os efeitos da berberina na disfuncdo endotelial, fomos
determinar os niveis de expressdo da eNOS e da VASP na aorta, através de Western Blot
para avaliar os niveis de biodisponibilidade do NO.

Os niveis de eNOS activa foram determinados através do racio eNOS fosforilada/eNOS
total. Desta forma, podemos quantificar a producédo de NO pela eNOS. Relativamente aos
niveis da eNOS verificou-se que ndo houve diferencas significativas entre 0os grupos em
estudo. Os niveis de eNOS nos animais SDHFD+BBR tém uma tendéncia para aumentar

relativamente ao grupo de animais controlo (SD) (figura 16).
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Figura 16: Efeitos da berberina nos niveis de eNOS na aorta.

(A) Niveis de expressédo da enzima eNOS fosforilada/eNOS total nos diferentes grupos em estudo. (B)
Western blot representativo dos niveis da expressdo da enzima eNOS total e fosforilada em 10ug de
proteina de homogeneizados de aorta nos diferentes grupos de animais em estudo.

Foram ainda analisados os niveis de expressao da VASP, também através do racio de
VASP fosforilada pela VASP total e assim quantificar a biodisponibilidade de NO. Os niveis
de VASP ndo tiveram diferencas nos grupos de estudo, embora ocorra uma tendéncia para
aumentar nos animais SD+BBR e nos animais SDHFD+BBR (esta diferenca néo foi
significativa) (figura 15).
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Figura 17: Efeitos da berberina nos niveis de VASP na aorta.
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(A) Niveis de expressédo da VASP fosforilada/VASP total dos diferentes grupos em estudo. (B) Western
blot representativo dos niveis da expresséo da VASP total e fosforilada em 10ug de proteina de
homogeneizados de aorta nos diferentes grupos de animais em estudo.

3.8 STRESS OXIDATIVO: SONDA DHE

O anido superoéxido € o principal oxidante do NO um dos responséveis pela diminui¢do
da sua biodisponibilidade na obesidade e na sindrome metabdlica. Assim, fomos verificar se
realmente teriamos niveis aumentados de anido superdxido na artéria aorta dos animais
obesos e se a berberina tinha algum efeito antioxidante. Para tal, recorreu-se a uma técnica
de fluorescéncia para determinar se ha ou ndo aumento dos niveis de anido superoxido.
Como é possivel observar atravéz da analise da figura ha um aumento da fluorescéncia na
aorta de SDHFD quando comparado com o grupo SD e a administracdo de berberina
diminuiu a producao de anido superoxido nos animais SDHFD+BBR (figura 18).

SD+HFD

SD+BBR SD+HFD+BBR

Figura 18: Detecdo in situ do anido superoxido na artéria aorta nos diferentes grupos de animais em

estudo.
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3.9 PARAMETROS INFLAMATORIOS: NiVEIS DE MCP-1

Fomos também avaliar os niveis de inflamacao ao nivel da artéria aorta, para tal foram
determinados os niveis de expressdo do MCP-1 neste tecido. Através da andlise da figura
19 é possivel observar que este parametro inflamatério apresenta uma tendéncia para
aumentar no grupo de animais obesos (SDHFD) relativamente ao grupo controlo e que a
administracdo da berberina promove uma tendéncia para diminuir os niveis inflamatérios no

grupo de animais SDHFD+BBR, apesar destas diferencas ndo serem significativas.
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Figura 19: Efeitos da berberina nos niveis de expressdo do MCP-1 na aorta
(A) Niveis de expressdo do MCP-1 nos diferentes grupos em estudo. (B) Western blot representativo dos
niveis da expressdo da enzima MCP-1 em 10ug de proteina de homogeneizados de aorta nos diferentes

grupos de animais em estudo.
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3.10 NIiVEIS DE EXPRESSAO DA AMPK

Uma vez que um dos efeitos descritos para a berberina ao nivel metabdlico é a
activacao da via da AMPK fomos averiguar os niveis de expressao desta proteina na aorta.
Através da analise da figura podemos verificar que efectivamente a AMPK tem uma
tendéncia para aumentar nos grupos de animais que foram tratados com berberina, no

entanto esta diferenca néo é significativa (figura 20).
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Figura 20: Efeitos da berberina nos niveis de AMPK na aorta.
(A) Niveis de expressdo da AMPK fosforilada/AMPK total nos diferentes grupos em estudo. (B) Western
blot representativo dos niveis da expressdo da AMPK total e fosforilada em 10ug de proteina de

homogeneizados de aorta nos diferentes grupos de animais em estudo.

45






4. DISCUSSAO






DISCUSSAO

E do conhecimento de todos que a obesidade é um factor de risco para o
desenvolvimento de inUmeras complicacfes ao nivel da saulde, tais como, a resisténcia a
insulina, a sindrome metabdlica, a hipertensdo e problemas cardiovasculares.

Neste estudo foi avaliada a eficacia terapéutica da berberina na obesidade associada a
sindrome metabdlica. Foram avaliados os seus efeitos na disfuncdo endotelial, nos
parametros inflamatorios e quais as vias activadas pela berberina. Para tal foram utilizados
animais normais e animais alimentados com uma dieta gorda que induziu um significativo
aumento de peso neste grupo de animais (SDHFD). Os resultados demonstraram que a
administracao de berberina por via oral melhorou a resisténcia a insulina, diminuiu o peso
corporal e melhorou a disfungéo endotelial macrovascular em animais obesos.

Através da andlise dos resultados verificamos que a dieta gorda aumentou o peso
corporal dos animais e que a berberina diminuiu significativamente este parametro (animais
SDHFD+BBR). Estes resultados estdo de acordo com a literatura onde foi recentemente
descrito que a berberina tem um efeito directo na adipogénese (Hu and Davies 2010; Yang,
Yin et al. 2012). Esta diminuicdo de peso corporal pode dever-se a inibigcdo da activagdo do
receptor gama activado pelo proliferador de peroxissoma (PPARYy), cuja funcédo esta
envolvida na regulacao trancripcional da adipogénese (Lee, Kim et al. 2006) e na activagéo
de genes como a adipocyte lipid-binding protein (aP2) que promovem o armazenamento de
gordura (Bordone and Guarente 2005). Uma vez presente, a berberina inibe a activacdo do
PPARYy e consequentemente a gordura ndo € armazenada promovendo uma diminui¢do do
peso corporal.

Como ja foi referido em varios estudos, animais alimentados com dietas ricas em
gorduras para além do aumento de peso, apresentam alteracdes ao nivel do perfil lipidico,
havendo aumento dos niveis de colesterol total e dos triglicerideos sistémicos (Hu and
Davies 2010). Os nossos resultados estdo de acordo com a literatura, uma vez que 0s
niveis de colesterol total aumentaram no grupo de animais SDHFD quando comparados
com o0s animais controlo. Os triglicerideos apresentaram, contudo, valores idénticos aos
ratos controlo. A administracdo da berberina diminuiu significativamente os valores de
colesterol total e dos triglicerideos no grupo de animais SDHFD+BBR, cujo valor diminuiu
tanto em relacdo aos SDHFD como relativamente ao préprio grupo SD. Esta diminuicao do
colesterol deve-se ao modo de accdo da berberina que actua directamente ao nivel do
metabolismo dos lipidos. A berberina diminui a regulacdo de genes envolvidos na
lipogénese e aumenta a regulacdo de genes que estdo envolvidos no dispéndio energético
tanto no tecido adiposo como no musculo esquelético (Affuso, Mercurio et al. 2010). Zhang
et al, 2012 descreveu que a berberina diminui os niveis de triglicerideos ao nivel do soro
através da ativagao do PPARa. Esta diminuigdo dos triglicerideos € devida a inducdo de

genes que diminuem a disponibilidade dos triglicerideos para a secrec¢do de VLDL hepatico
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e a inducado de genes que promovem a lipdlise de triglicerideos mediada pela lipoproteina
lipase. Assim, como podemos observar nos nossos resultados ocorreu uma diminuicdo
acentuada dos triglicerideos nos animais SDHFD+BBR devido a ac¢ao da berberina. Varios
autores sugerem que 0 outro mecanismo que pode estar activado no metabolismo dos
lipidos na presenca de berberina é a AMPK. A AMPK fosforila e inactiva a ACC, que é uma
enzima chave na sintese dos &cidos gordos, levando assim a uma diminuicdo da sintese
dos &cidos gordos e a inibicdo da sintese de triglicerideos (Affuso, Mercurio et al. 2010; Li,
Wang et al. 2011).

Uma consequéncia também da obesidade e do aumento de tecido adiposo sdo as
substancias secretadas por este tecido. Neste trabalho fomos averiguar os niveis sistémicos
de leptina e adiponectina nos diferentes grupos em estudo. Esta descrito que os niveis de
leptina aumentam com a obesidade. Os elevados niveis de leptina em circulacéo estimulam
0os macréfagos presentes no tecido adiposo a libertarem citocinas inflamatérias e TNF-q,
criando assim um ambiente pré-inflamatério prejudicial para varios tecidos, incluindo o
figado, o pancreas, os vasos entre outros (Affuso, Mercurio et al. 2010; Younus and
Rodgers 2011). Assim, o aumento da leptina esta directamente relacionado com problemas
vasculares, resisténcia a insulina, hipertensdo, entre outros. Os animais em estudo
apresentaram uma diminuicdo da leptina e um aumento da adiponectina nos grupo dos
SDHFD+BBR. Este aumento conduz a efeitos benéficos como uma diminuicdo do peso
corporal, uma diminuicdo da resisténcia a insulina e da inflamacdo e ainda do risco
cardiovascular. Assim, é possivel verificar que a berberina tem um efeito benéfico em
ambas as adipocinas, diminui os niveis de leptina e aumenta os de adiponectina.

Na sindrome metabdlica para além da obesidade uma questéo fulcral é a resisténcia a
insulina. Neste trabalho, avalidamos os niveis de insulina no plasma dos animais e
verificamos que 0s animais com dieta gorda tém uma maior concentracdo de insulina
guando comparados com 0s animais com dieta normal, o que nos sugere que 0s animais
obesos comecam a apresentar sinais de insulino-resisténcia. A obesidade conduz a
resisténcia a insulina como ja foi anteriormente demonstrado (Kim, Montagnani et al. 2006).
A ingestdo de uma dieta rica em gordura promove o desenvolvimento de resisténcia a
insulina devido em grande parte a gordura visceral. De acordo com 0s nossos resultados os
animais SDHFD apresentaram resisténcia a insulina uma vez que tém uma maior
concentracdo de insulina em circulacdo, para fazer face ao aumento da glicose e
apresentam o indice de resisténcia a insulina (HOMA) mais elevado. A berberina melhora a
resisténcia a insulina. E visivel nos animais SDHFD+BBR uma diminuicéo significativa do
indice de insulino-resisténcia e também uma diminuicdo da concentragdo plasmatica de
insulina. Esta melhoria devida a berberina estd de acordo com estudos prévios que

reportam que a berberina tem um papel activo na via de sinalizagdo da insulina (Kong,
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Zhang et al. 2009) e ainda no metabolismo da glicose (Zhou, Yang et al. 2007). A berberina
melhora a sensibilidade a insulina em animais obesos por um mecanismo gue envolve o
aumento da expressdo de AMPK. Tém sido descritos outros mecanismos como 0 aumento
da expresséo do receptor de insulina, promovendo assim um aumento no consumo de
glicose ao nivel celular na presenca de insulina. A berberina induz a expressao do receptor
através de um mecanismo de regulagdo que envolve a proteina cinase C (PKC) (Kong,
Zhang et al. 2009).

A disfuncdo endotelial € um dos eventos associados a obesidade e a resisténcia a
insulina. Tanto na obesidade como na resisténcia a insulina, 0 aumento na secre¢édo de
citocinas pro-inflamatoérias, a diminuicdo da secrecdo de adiponectina, a elevada
concentracdo de &cidos gordos livres em circulacdo e a hiperglicemia podem alterar a
expressao de genes e a sinalizagéo celular ao nivel do endotélio vascular (Affuso, Mercurio
et al. 2010), promovendo assim alteracdes na libertacdo de produtos endoteliais, tanto
vasodilatadores como vasoconstritores, 0 que conduz a alteracbes na funcdo vascular
normal (Huang 2003). No presente estudo, os resultados estdo de acordo com o
anteriormente descrito, ou seja, os animais SDHFD apresentaram uma diminuicdo na
resposta vasodilatadora a acetilcolina quando comparados com o0s outros grupos de
animais, o que nos sugere que efectivamente a obesidade e todos os factores que nela se
encontram alterados conduzem a disfuncdo endotelial. O grupo SDHFD apresentou um
relaxamento maximo dependente do endotélio de apenas 62% relativamente ao grupo de
animais controlo. A diminuicdo da resposta dos animais obesos a acetilcolina demonstra
gue este grupo de animais apresenta disfuncéo endotelial. A estimulacdo dos receptores
muscarinicos M3 pela acetilcolina liberta NO no endotélio que difunde para as células
musculares e activa a guanilato ciclase soltvel (sGC), que por sua vez aumenta 0s niveis
de cGMP e conduz ao relaxamento das células musculares lisas (Lam, Seto et al. 2006). A
reducdo da quantidade de NO leva as células musculares a diminuirem o seu relaxamento.
Outro factor que promove a reduzida capacidade de resposta a factores relaxantes
derivados do endotélio é o facto de as células endoteliais estarem em contacto com niveis
elevados de colesterol (Martinez-Gonzalez, Raposo et al. 2001), como acontece com 0s
nossos animais que apresentam niveis de colesterol elevados. A administracdo da
berberina melhorou significativamente a resposta do endotélio a acetilcolina. Os animais
tratados com berberina, SD+BBR e SDHFD+BBR, apresentaram uma melhor sensibilidade
a acetilcolina do que os animais SDHFD. Foi descrito que a berberina apresenta efeitos
vasodilatadores mediados pela eNOS, promovendo a producdo de NO através da activacao
da AMPK (A.F. Cicero 2009 ; Affuso, Mercurio et al. 2010). Embora ndo seja claro nos
nossos resultados esse efeito de estimulagcdo da eNOS, isto pode dever-se ao facto de

estarmos a quantificar a eNOS em toda a parede vascular e ndo apenas na regido

51



DISCUSSAO

endotelial. A berberina melhorou a resposta de relaxamento dependente do endotélio,
possivelmente porque aumentou a biodisponibilidade do éxido nitrico endotelial (Lam, Seto
et al. 2006; van den Oever, Raterman et al. 2010; Razny, Kiec-Wilk et al. 2011).

Com vista a clarificar os mecanismos da berberina ao nivel da aorta fomos avaliar a
fosforilacdo da VASP como um parametro de avaliacdo de integridade da via de sinalizacéo
NO/cGMP e da actividade do NO. Os niveis de VASP na aorta sdo um indicador da
integridade do endotélio em condicdes fisiol6gicas normais.

Na parede da artéria aorta, a fosforilacdo da VASP no residuo serina 239 é um
marcador util de monotorizagdo da activacdo e sinalizacdo da via da proteina cinase G
(PKG) (Oelze, Mollnau et al. 2000). A sua fosforilagdo no residuo SER239 é um marcador
de disfungé@o endotelial, devido a altera¢cdes na via de sinalizacdo do NO/cGMP (Chen,
Levine et al. 2008). No nosso estudo, verificamos que o grupo de animais obesos
apresentou uma tendéncia para diminuir os niveis de VASP fosforilada/VASP total,
sugerindo entdo que a obesidade promoveu alteracées ao nivel da via NO/cGMP. Seria de
esperar uma diminuigdo da biodisponibilidade de NO e consequentemente uma diminui¢cao
no relaxamento das células musculares, uma vez que as células musculares séo o principal
alvo da sinalizacdo NO/cGMP estando esta via de sinalizagdo nas células endoteliais a
emergir como um regulador chave na biologia vascular (Chen, Levine et al. 2008). Mais uma
vez 0S nossos resultados podem estar a ser influenciados pela forma como foi feita a
avaliacdo (em toda a parede da aorta e ndo apenas no endotélio). No entanto os resultados
da avaliacdo da vasodilatacdo mediada por ACh comprovam que o0s animais obesos
apresentam disfuncéo endotelial devido a uma diminui¢cdo da biodisponibilidade de NO pois
respondem ao L-NAME diminuindo a resposta vasodilatadora a ACh. O tratamento com
berberina apresentou uma tendéncia para melhorar a integridade da via de sinalizacdo
NO/cGMP que se traduziu por uma aumento dos niveis de expressao de VASP
fosforilada/VASP total tanto nos grupo de animais SD+BBR como nos animais
SDHFD+BBR (embora né&o significativo).

Para complementar o estudo da via de sinalizagdo NO/cGMP fomos averiguar os niveis
de expressdo da eNOS ao nivel da aorta e assim tentar correlacionar a actividade desta
enzima com a reducédo da vasodilatacdo nos animais obesos. A eNOS promove a producéo
de NO, que como ja foi referido anteriormente € um dos principais vasodilatadores ao nivel
da endotélio e mantém a homeostase vascular (Forstermann 2010). Tendo em conta os
estudos funcionais e correlacionado com os niveis de expressdo de eNOS ao nivel da aorta
seria de esperar que a obesidade levasse a uma diminuicdo da expressdo desta enzima
promovendo uma diminuicdo da funcdo endotelial e diminuindo a resposta dos vasos a
accao da acetilcolina. Contudo ndo houve diferencas significativas nos niveis de expressao

da eNOS nos grupos em estudo. De acordo com a literatura, um dos mecanismos pelos
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guais a berberina apresenta este efeito vasodilatador é a ac¢ao directa na via NO/cGMP na
aorta (Kang, Sohn et al. 2002), levando a um aumento da sensibilidade a accédo da
acetilcolina, a activacdo de canais de potassio e a inibicdo da libertacdo de célcio nas
células musculares lisas. Outra explicacdo é o aumento da eNOS e consequente aumento
da disponibilidade de NO por a activacao da via da AMPK pela berberina ao nivel endotelial.
A via da AMPK vai actuar directamente na produgdo de NO promovendo assim uma
melhoria no estado de disfuncdo endotelial. Por ndo estarmos a estudar directamente
células endoteliais e musculares lisas separadamente, torna-se mais dificil visualizar os
mecanismos de ac¢éo da berberina e explica os efeitos negativos observados na expressao
da eNOS e VASP (Huang 2003; Lee, Kim et al. 2006; Forstermann 2010; Razny, Kiec-Wilk
et al. 2011).

Neste estudo também fomos avaliar os niveis de expressdo da AMPK fosforilada/AMPK
total ao nivel da aorta. Seria de esperar que a berberina conduzisse a um aumento dos
niveis de expressdo da AMPK nos animais que receberam o tratamento No entanto, 0s
niveis de expressao da AMPK néo se modificaram. Est& descrito que a berberina reduz a
oxidagdo da glicose dependente de oxigénio através da inibicdo do complexo | da cadeia
respiratoria mitocondrial. Para compensar a reducdo na respiragdo aerobia, foi observado
gue hd um aumento na glicélise, sendo esta a via metabdlica que requer mais glicose do
gue a respiracdo aerobia para produzir a mesma quantidade de ATP. Como consequéncia,
ocorre 0 aumento do consumo de glicose e aumenta a razao AMP/ATP, promovendo assim
a activacdo da AMPK (Turner, Li et al. 2008). A AMPK parece ser a via principal pela qual a
berberina actua sobre o metabolismo, promovendo todos os efeitos benéficos que se tem
vindo a discutir, uma vez que a activagdo da AMPK pela berberina ocorre desde o
metabolismo da glicose, ao metabolismo dos lipidos, na via do NO promovendo uma maior
biodisponibilidade e produgdo de NO, ao nivel da inflamagdo e também ao nivel do stress
oxidativo. Neste estudo, verificAmos que a berberina ndo modificou os niveis de AMPK em
homogeneizados da artéria aorta ndo sendo, por isso, esse 0 seu mecanismo de ac¢ao na
aorta. No entanto, a berberina teve efeitos benéficos no metabolismo da glicose e dos
lipidos que podem envolver esses mecanismos noutros tecidos (aqui ndo foram avaliados).

A obesidade esta também associada a um aumento da inflamacgéao. Avaliamos por isso
a MCP-1 e verificamos uma tendéncia de aumento dos niveis de MCP-1 nos animais
obesos quando comparados com os animais SD. A producao de MCP-1 é promovida pela
accdo do NF-KB (Boyle 2005; Jeong, Hsu et al. 2009). O NF-KB e a MCP-1 estédo
envolvidos nas fases iniciais da aterosclerose que ocorre muitas vezes associada a
obesidade e ao aumento do colesterol total em circulagdo. A MCP-1 aumenta a inflamacéo
e esté envolvida no processo de recrutamento de macréfagos para os tecidos. A berberina

parece ter um efeito benéfico na inflamacédo, com tendéncia para diminuir a MCP-1 na aorta
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dos animais obesos. No entanto, estas variacfes ndo sao signbificativas. A diminuicdo da
MCP-1 ocorre devido a accao de inibicdo da activacdo do NF-KB pela berberina, logo uma
vez que o NF-KB esta inibido o MCP-1 também diminui (Wang, Huang et al. 2009).

Na base da disfuncdo endotelial surge o stress oxidativo (Forstermann and Munzel
2006). Os niveis elevados de stress oxidativo surgem associados a sindrome metabdlica e
a obesidade. As espécies reactivas de oxigénio reduzem a biodisponibilidade de NO o que
conduz a disfungéo endotelial. Fomos por isso, estudar o stress oxidativo ao nivel da parede
dos vasos nos diferentes grupos de animais, avaliando os niveis de anido superdxido que
constitui um dos principais oxidantes do NO. A diminuicdo da disponibilidade de NO pode
estar relacionada com o aumento dos niveis de anido superoxido ao nivel da aorta. E
possivel observarmos que no grupo de animais com dieta gordo ha uma aumento da
fluorescéncia o que sugere que ha uma aumento da producéo do anido superéxido ao nivel
da artéria aorta, logo uma diminuicao dos niveis de NO e um consequentemente surge a
disfuncéo endotelial. A berberina promove uma diminuicdo da fluorescéncia ao nivel das
artérias dos grupos de animais SDHFD+BBR e SD+BBR. A berberina tem um efeito
benéfico ao nivel do stress oxidativo, diminuindo os niveis do anido superdxido, melhorando
a funcdo endotelial.

O stress oxidativo pode aumentar a glicagdo e os AGEs e por sua vez estes podem
reduzir a biodisponibilidade e actividade de NO produzido no endotélio (Goldin, Beckman et
al. 2006). Neste trabalho fomos também avaliar os niveis de CML, um conhecido e bem
caracterizado AGE e também um dos mais abundantes, ao nivel da artéria aorta. Foi
possivel observarmos que no grupo de animais com dieta gorda houve um aumento
significativo do niveis de CML e que a administragdo com berberina diminuiu este
parametro, embora ndo seja significativo. A accdo da berberina na diminuicao dos niveis de
AGEs também passa pela activacdo da AMPK. De acordo com estudos ja feitos parece
haver uma relacdo entre a AMPK e as enzimas e vias metabdlicas que determinam o
balanco redox do endotélio. A AMPK consegue inibir a formacdo de ROS através da
NADPH oxidase e estimular a producao de NO através da eNOS (Nedeljkovic, Gokce et al.
2003; Schramm, Matusik et al. 2012). Para além disso a activacdo da AMPK suprime a
activacao da JNK, a transcricdo do NF-KB e a expressdo de VCAM-1 ao nivel das células
endoteliais (Zhang, Zhou et al. 2009).

Com vista a complementar o estudo foi-se averiguar os niveis do receptor dos AGEs
(RAGE), sendo este um alvo no tratamento de doencas metabdlicas uma vez que esta
envolvido em doencas associadas a sindrome metabdlica. Os niveis de expressdo do
RAGE néo sofreu alteragbes nos diferentes grupos em estudo. A berberina veio promover

uma diminuicdo, embora néo significativa, da expressdo do RAGE ao nivel dos animais
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SDHFD+BBR. Os niveis de RAGE e CML séo paralelos o que demonstra que ocorre um

certo paralelismo entre o CML e a expresséo do RAGE.
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Neste trabalho avalidmos o potencial terapéutico da berberina ao nivel da sindrome
metabdlica em modelos animais obesos.

VerificAmos que a obesidade associada a sindrome metabdlica leva a um
desenvolvimento de resisténcia a insulina, alteracbes ao nivel do funcionamento vascular —
disfuncéo endotelial — e alterac¢des tanto ao nivel do metabolismo lipidico com da glicose.

A berberina promove uma melhoria ao nivel da sindrome metabdlica e da obesidade.
O tratamento com berberina melhorou o peso corporal dos animais, os niveis de colesterol
total e de triglicerideos e ainda a glicemia do jejum e hemoglobina Alc.

Demonstramos ainda que a berberina melhorou a sensibilidade a insulina nos animais
obesos, diminuindo a concentracdo de insulina plasmatica e o indice de insulino-resisténcia.
Associado a isto verificAmos uma diminuicdo dos niveis de leptina, cuja concentracdo é
directamente proporcional com a insulino-resisténcia e verificamos um aumento dos niveis
séricos de adiponectina dos animais tratados com berberina, cuja funcéo esta associada a
diminuicdo dos peso corporal e melhoria na sensibilidade a insulina por parte dos animais
obesos. O aumento da sensibilidade & insulina € promovido pela activacdo da via da AMPK
por parte da berberina de acordo com o que foi anteriormente descrito na literatura.

Os resultados evidenciaram uma diminuicdo da vasodilatacdo dependente do endotélio
no grupo de animais obesos em resposta a acetilcolina 0 que demonstra que a funcgéo
endotelial se apresenta comprometida. Verificou-se também que a berberina melhorou a
resposta a acetilcolina uma vez que o0s grupos de animais tratados com berberina
apresentaram uma maior sensibilidade a acetilcolina e uma normalizagdo do relaxamento
méaximo dependente do endotélio. Os niveis de VASP e eNOS nédo sofreram alteracdes
significativas.

Os niveis de inflamacdo também se encontram alterados ao nivel da artéria aorta nos
ratos obesos, facto que podemos comprovar com um ligeiro aumento dos niveis de
expressao do MCP-1 ao nivel da artéria aorta. A berberina veio promover uma diminuicao
destes niveis nas nao significativo.

Relativamente ao aumento do stress oxidativo promovido pela obesidade, como
podemos verificar com o aumento dos niveis do anido superoxido ao nivel da parede da
artéria aorta, podemos verificar que a berberina diminui significativamente o stress oxidativo
nos grupos de animais sujeitos a terapéutica. Foi anteriormente descrito que o stress
oxidativo também é diminuido pela accdo da berberina na activacéo da via da AMPK.

Com este trabalho demonstrdmos que a berberina é um produto natural muito

importante no combate a sindrome metabdlica e a todas as suas complicagdes.
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Figura 21:Esquema simplificado dos efeitos da berberina na sindrome metabdlica que envolvem a
activacdo da AMPK e posterior regulacdo de um conjunto de parametros com influéncia na funcgao
endotelial. Adaptado de (Affuso, Mercurio et al. 2010)
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