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RESUMO

MIRANDA, Carolline Santos. Efeitos da ativacdo do PPAR-alfa no
remodelamento do tecido adiposo marrom de camundongos alimentados com
dietarica em lipidio ou frutose. 2020. 76 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia
Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

O presente trabalho teve como objetivo analisar os efeitos de um agonista
seletivo do PPAR-alfa (PPARa) sobre o remodelamento adverso do tecido adiposo
marrom (TAM) (whitening) em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica ou
rica em frutose, com énfase na termogénese, beta-oxidagao (B-oxidacédo) e lipodlise.
Cinquenta animais foram designados aleatoriamente para receber dieta controle (C,
10% de lipidios como energia), dieta hiperlipidica (HF, 50% de lipidios como energia)
ou dieta rica em frutose (HFRU, 50% de frutose como energia) por 12 semanas. Os
grupos HF e HFRU foram redivididos para iniciar o tratamento de 5 semanas: C, HF,
HF-a, HFRU e HFRU-a. O agonista PPARa (WY-14643) foi misturado a dieta na
dose de 3,5 mg/kg da massa corporal (MC). Foram realizadas as seguintes analises:
MC, ingestdo alimentar, TOTG, calorimetria indireta, termografia, microscopia de luz
e confocal, analise plasmatica e g-PCR. O grupo HF apresentou aumento da MC,
enquanto os grupos HF e HFRU apresentaram intolerdncia oral a glicose e
alteragcdes metabdlicas, as quais foram atenuadas pela ativacdo do PPARa. Os
grupos HF e HFRU apresentaram imunomarcacao reduzida de UCP1 e VEGFA, mas
apenas o grupo HF apresentou um padrdo de acumulo de goticulas lipidicas que se
assemelhava ao tecido adiposo branco (TAB), caracterizando o whitening. O
whitening no grupo HF foi acompanhado pela diminuicdo da expressdao de genes
relacionados a termogénese, B-oxidacao e lipdlise. Todos esses foram aumentados
pela ativagdo do PPARa. Os grupos tratados também mostraram uma taxa de troca
respiratdria menor do que os nao tratados, sugerindo que lipidios foram utilizados
como combustivel para a termogénese. Em conclusdo, agonista do PPARa reverteu
o whitening do TAM interescapular (TAMi) e atenuou as alteracfes histologicas no
grupo HFRU, induzindo a via termogénica, reduzindo o tamanho das goticulas
lipidicas, além do aumento do estimulo adrenérgico e lipélise no grupo HF tratado.

Palavras-chave: PPAR-alfa. Tecido adiposo marrom. Whitening. Obesidade.

Termogénese.



ABSTRACT

MIRANDA, Carolline Santos. Effects of PPAR-alpha activation on brown adipose
tissue remodeling in mice fed a high fat or fructose diet. 2020. 76 f. Dissertacao
(Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

This work aimed to analyze the effects of a selective PPAR-alpha agonist on
the adverse remodeling of brown adipose tissue (TAM) (whitening) in mice fed a high
fat or high fructose diet, with emphasis on thermogenesis, beta-oxidation and
lipolysis. Fifty animals were randomly assigned to receive a control diet (C, 10% lipid
as energy), hyperlipid diet (HF, 50% lipid as energy) or high fructose diet (HFRU,
50% fructose as energy). 12 weeks The HF and HFRU groups were redivided to
initiate 5-week treatment: C, HF, HF-a, HFRU and HFRU-a. The PPAR-alpha agonist
(WY14643) was mixed with the diet at a dose of 3.5 mg/kg body mass (BM). The
following analyses were performed: BM, food intake, OGTT, indirect calorimetry,
termography, light and confocal microscopy, plasma analyses and g-PCR. The HF
group had overweight, while the HF and HFRU groups presented oral glucose
intolerance and metabolic alterations, which were attenuated by PPARa activation.
The HF and HFRU groups showed reduced immunostaining of UCP1 and VEGFA,
but only the HF group showed a pattern of lipid droplet accumulation that resembled
white adipose tissue (TAB), characterizing whitening. Whitening in the HF group was
accompanied by decreased expression of genes related to thermogenesis, [-
oxidation and lipolysis. All of these were increased by PPARa activation. The treated
groups also showed a lower respiratory exchange rate than the untreated groups,
suggesting that lipids were used as fuel for thermogenesis. In conclusion, the PPARa
agonist reversed the interscapular TAM (TAMi) whitening and attenuated the
histological changes in the HFRU group, inducing the thermogenic pathway, reducing
the size of lipid droplets, and increasing the adrenergic stimulus and lipolysis in the
treated HF group.

Keywords: PPAR-alpha. Interscapular brown adipose tissue. Whitening.

Obesity. Thermogenesis.
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INTRODUCAO

A obesidade é considerada uma doenca de carater epidémico no mundo, cuja
prevaléncia vem aumentando nos paises desenvolvidos e em paises em
desenvolvimento (1). O consumo de acUcares refinados em alimentos e bebidas
aumentaram de forma abundante nas ultimas décadas e acredita-se que colabore de
maneira importante para a atual epidemia de obesidade e doencas
cardiometabdlicas (2). A obesidade e, especialmente, o acumulo excessivo de
gordura intra-abdominal s&o as principais causas predisponentes para 0
desenvolvimento da sindrome metabdlica (SM) (3).

O ganho de peso excessivo proporciona a hiperplasia e/ou hipertrofia dos
adipdcitos, secrecdo de adipocinas alteradas, reducdo da sensibilidade a insulina,
mudanca no perfil das células imunes residentes no tecido adiposo (TA) com
resultante inflamacéo cronica de baixo grau (4). A descoberta recente de que uma
grande fracdo de humanos adultos apresenta tecido adiposo marrom (TAM) fez com
gue estudos experimentais que ambicionam desvendar o papel de agentes indutores
da termogénese adaptativa para o controle da obesidade, ganhassem relevancia
cientifica (5).

O TAM apresenta o adipdcito menor que o branco e possui varias goticulas
lipidicas citoplasmaticas de diferentes tamanhos (multilocular), citoplasma
relativamente abundante, nucleo esférico e ligeiramente excéntrico e numerosas
mitocondrias que produzem energia pela oxidacdo de acidos (5). A coloracéo
amarronzada do TAM é gerada por uma elevada presenca de mitocondrias. Além
disso, tem sido demonstrado que a proteina desacopladora-1 (UCP1 ou
termogenina) é um dos principais marcadores para a identificacdo do TAM (6, 7).

A partir do conhecimento de que o TAM € um potencial regulador da funcao
metabdlica sistémica, estudos avaliaram o browning do TAB como uma estratégia
para conter a obesidade (8-10). No entanto, tem sido argumentado que esta acao
ndo € capaz de forma quantitativa de impactar significativamente para o
metabolismo sistémico, devido a capacidade termogénica diminuida desse browning
guando comparados aquela expressa pelos depésitos classicos do TAM (11).

Recentemente, estudos experimentais mostraram que a obesidade induzida

por dieta resultou em intolerancia a glicose e hipoxia funcional do TAM,


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/disease-predisposition
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hyperplasia
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hypertrophy
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/adipocytokine
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/adipocytokine
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desencadeando o branqueamento (whitening) estrutural, acarretando uma mudanca
funcional da termogénese e no armazenamento de lipidios (12, 13). Porém, os
mecanismos moleculares que influenciam na reducdo da atividade do TAM na
obesidade e suas implicacdes fisiologicas sdo amplamente desconhecidos.

No sentido de propor uma estratégia para conter as alteracdes do TAM na
obesidade, o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma-alfa (PPAR-a) em
humanos € expresso em tecidos metabolicamente ativos como figado, rim, coracao,
musculo estriado esquelético e gordura marrom (14, 15). Atualmente, efeitos de
agonistas PPAR-a vem sendo descritos no mecanismo do browning no tecido
adiposo branco subcutaneo (TABs) favorecendo o aumento do GE e reducgédo na
massa corporal através da termogénese adaptativa, beneficiando assim modelos
experimentais de obesidade (16).

Neste cenério, foi recentemente demonstrado que a ativacdo do PPAR-a por
um agente farmacolégico (fenofibrato) foi capaz de ativar a termogénese adaptativa
e a biogénese mitocondrial no tecido adiposo marrom interescapular (TAMi) de
camundongos obesos alimentados com dieta hiperlipidica por um periodo que néo
foi capaz de promover o whitening nesse tecido (17). No sentido de testar um
possivel efeito da ativacao seletiva do PPAR-a na reversdo do whitening do TAM,
avaliamos no presente estudo os efeitos de um tratamento crénico com o agonista
seletivo WY14643 no remodelamento adverso do TAM causado pelo consumo
excessivo de lipidio ou frutose na dieta de camundongos C57BL/6 por um tempo

maior que o anteriormente utilizado.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1. Obesidade

A obesidade é considerada um agravo de carater multifatorial decorrente de
balanco energético positivo que favorece o acumulo de gordura, associado a riscos
para a saude devido a sua relagdo com complicacdes metabdlicas. Ja existe uma
descricéo aprofundada na literatura que o excesso de peso e obesidade contribuem
para 0 aumento da mortalidade por sua associagdo com doencas crbnicas nao
transmissiveis como diabetes tipo 2 (DM2) (18), doencas cardiovasculares (DCV)
(19), céancer (20), e hipertensdo (21). Entre as causas da obesidade, estdo
relacionados fatores biologicos, histéricos, econdmicos, sociais, culturais, entre
outros (22).

Sendo assim, é considerada uma doenca de carater epidémico no mundo
cuja prevaléncia vem aumentando nos paises desenvolvidos e em paises em
desenvolvimento (1). De acordo com a Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS) entre
2015 e 2016, aproximadamente dois bilh6es de individuos adultos possuiam
sobrepeso, sendo um terco desse grupo portador de obesidade - esse valor
representa cerca de 13% da populacdo mundial acima de 18 anos (23).

No Brasil, os dados relativos ao crescimento da prevaléncia de sobrepeso e
obesidade séo igualmente preocupantes. O ultimo Vigitel Brasil (Vigilancia de fatores
de risco e protecdo para doengas cronicas por inquérito telefonico) realizado em
2018 pelo Ministério da Saude (24), a frequéncia de excesso de peso foi de 55,7%,
sendo maior entre homens (57,8%) do que entre mulheres (53,9%) e a frequéncia de
adultos obesos foi de 19,8%, sendo ligeiramente maior entre as mulheres (20,7%)
do que entre os homens (18,7%).

Diversos estudos demonstraram que a obesidade causa inflamacao sistémica
através da acdo de varios mecanismos. Os depésitos de TA contém multiplas
células imunes que se encontram exacerbadas na obesidade. Um exemplo, séo os
macréfagos que apresentam um fenotipo pro-inflamatério e secretam citocinas,
como TNF-a (25). Assim, a secrecao dessa citocina € um dos mecanismos que

causam inflamacéo sistémica em camundongos (26).
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Varios parametros de avaliagdo séo utilizados com o intuito de determinar de
forma adequada quais pessoas com sobrepeso ou obesidade correm risco de sérias
consequéncias para a saude (27). As formas de avaliacdo facilmente aplicaveis séo
as medidas antropométricas, como a mensuracao da MC total, altura, circunferéncia
da cintura, circunferéncia do quadril ou célculo do indice de Massa Corporal
(IMC) (28). O IMC é o indicador mais utilizado para avaliar o grau de obesidade,
tendo como principal vantagem a possibilidade de ser interpretado em correlacao
com dados de referéncias nacionais dos niveis de adiposidade, morbidade,
mortalidade em adultos (29).

No entanto, o IMC sozinho néo fornece informacdes sobre a composicéo
corporal e respectiva contribuicdo de massa livre de gordura ou massa gorda para o
peso corporal, sugerindo a utilizacdo de indicadores adicionais para avaliar
adiposidade central em pessoas com sobrepeso e obesidade. A circunferéncia da
cintura é um indicador do TA visceral, mas também inclui gordura abdominal
subcutanea que diminui sua sensibilidade para prever complicacdes relacionadas a
obesidade (28).

Nas ultimas décadas, a populacdo vem aumentando o consumo de alimentos
com elevada densidade energética, alta palatabilidade, baixo poder sacietégeno e
de facil absorcdo e digestdo. Esses atributos favorecem o aumento da ingestédo
alimentar e, portanto, contribuem para o desequilibrio energético (30). Prevenir
precocemente a obesidade se torna muito importante para a promocao da saude e
reducdo de morbimortalidade, ndo s6 por ser um fator de risco importante para
diversas doencas, mas também por interferir na expectativa e qualidade de vida
(23).

Muitas estratégias de perda de peso tém sido tentadas, porém perder peso e
manté-lo & extremamente dificil na maioria dos casos. O emagrecimento esta
diretamente relacionado ao quadro de balanco energético negativo, caracterizado
pela reducdo na ingestdo alimentar em relacdo ao gasto energético. O balanco
energético positivo causa um desequilibrio no organismo, ocasionando um estoque
de energia em excesso em forma de gordura e causando um aumento da MC total
(31, 32).

Para o tratamento da obesidade, e consequente reducdo dos riscos de
doencas associadas, é importante que se reduza a MC. As atuais estratégias de

manejo da obesidade e transtornos relacionados a obesidade séo classificadas em



18

trés categorias principais: mudancas de estilo de vida, terapia farmacolbgica e
cirurgia bariatrica (33). Modificacdo do estilo de vida envolve uma combinacdo de
mudancas comportamentais, dieta e atividade fisica (34, 35).

Sendo assim, dietas com restricdes caldéricas e aumento na atividade fisica
diaria sdo as medidas de primeira linha para o tratamento da obesidade, mas
exigem um periodo de meses para obter os primeiros resultados significativos. A
adicdo de medicamentos antiobesidade as intervencdes no estilo de vida aumenta a
perda de peso em cerca de 3% a 5% em comparacdo com dieta ou exercicios
isolados (36).

A dieta saudavel ideal é a que compreende o equilibrio dos macronutrientes
(proteinas, carboidratos e lipidios), bem como, os micronutrientes e vitaminas
necessarios para o organismo. Para o sucesso do tratamento dietético, devem-se
manter mudancas na alimentacdo por toda a vida. Um planejamento alimentar
flexivel, que objetive reeducacdo, geralmente obtém mais sucesso, devendo
considerar, além da quantidade de calorias, as preferéncias alimentares do
individuo, o aspecto financeiro, o estilo de vida e o requerimento energético para a

manutencao da saude (Figura 1) (30).

Figura 1 - Eutrofia x Obesidade

Nota: Esquema representativo de fatores que podem atenuar a obesidade como uma alimentacéo
equilibrada, atividade fisica e sono adequado. A direita, observamos fatores que podem causar
a obesidade como alimentacdo baseada em bebidas acucaradas e fast-food, sedentarismo,
estresse e genética.

Fonte: A autora, 2019.

O modelo experimental mais utilizado para estudos em obesidade e SM em
geral sdo camundongos da linhagem C57BL/6, que sdo mais adequados, pois

guando alimentados com dieta hiperenergética (Qque mimetiza as dietas ocidentais),
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desenvolvem obesidade central, hiperinsulinemia, hiperglicemia e hipertenséo
semelhante & de humanos. Esse modelo é conhecido como “obesidade induzida por

dieta” (DIO) e é utilizado em larga escala na literatura cientifica (37).

1.2. Sindrome metabélica

Atualmente, a SM é reconhecida como uma entidade nosolégica pela OMS
(38). Esta sindrome é diagnosticada pela concordancia de pelo menos trés das
seguintes doencas: obesidade, pressdo arterial elevada, resisténcia a insulina,
triacilglicerdis (TAG) séricos elevados e lipoproteina de alta densidade (HDL-C)
baixa. Na ultima década, a prevaléncia de SM aumentou de forma acentuada (39).
Os eventos da SM estdo intimamente relacionados e frequentemente iniciam e se
agravam em paralelo (40).

As modificacbes ocorridas nos padrdes socioecondémicos e culturais das
populacdes, consequentes da rapida urbanizacdo e do desenvolvimento econémico,
resultaram em mudancas significativas nos habitos de vida dos diferentes grupos da
populacdo (41). Essa nova forma de organizacdo da sociedade, em adicdo a
transicdo alimentar e ao envelhecimento populacional, promoveu transformacdes na
maneira de adoecer das pessoas, aumentando a morbimortalidade por doencas
crbnicas ndo transmissiveis (DCNT) (42).

No que se refere as DCV, a presenca concomitante de fatores de risco, como
hipertenséo arterial, hipercolesterolemia, diabetes, resisténcia insulinica e deposi¢céo
central de gordura estd associada ao aumento de aproximadamente 2,5 vezes no
risco de morbimortalidade cardiovascular (IDF, 2006). Esse conjunto de fatores
predisponentes das DCV constitui a condi¢cao definida como SM (Figura 2) (43).
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Figura 2 - Causas da SM

Sindrome
metabodlica
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Nota: Esquema representativo de fatores que
estéo envolvidos no surgimento da SM.
Fonte: A autora, 2019.

Os critérios diagnésticos mais utilizados sdo os da OMS (44) e os do National
Cholesterol Education Program's Adult Treatment Panel Ill (NCEP-ATP I1ll) (OMS,
2000), e algumas diferencas entre eles sao observadas. A definicdo da OMS requer
a avaliacdo da resisténcia a insulina ou do distarbio do metabolismo da glicose. Por
outro lado, a definicdo da NCEP-ATP Il ndo exige a mensuracado de resisténcia a
insulina, facilitando sua utilizacdo em estudos epidemioldgicos (45).

A obesidade e, especialmente, o acumulo excessivo de gordura intra-
abdominal séo os principais fatores predisponentes para o desenvolvimento da SM.
(3). Além disso, outras comorbidades relacionadas a obesidade podem contribuir
para o desenvolvimento da SM como distlrbios endécrinos, problemas respiratérios,
DCV, transtornos de humor e certos tipos de cancer (46).

Tanto a prevaléncia ndo ajustada quanto a prevaléncia ajustada pela idade
cresceram de acordo com o NHANES Il e o NHANES 1999-2006 (47). No Brasil,
aproximadamente 9% da populacdo brasileira apresentou a condicdo de SM, de
acordo com a definicdo de harmonizacdo dos consensos (43). Um estudo revelou
dados preocupantes, ao contabilizar que somente 23,8% da populacdo nao
apresenta nenhum dos componentes da SM, e que 67,3% apresentam entre um e
dois componentes para caracterizar este desfecho, o que demonstra elevado

namero de individuos sob o risco de desenvolver a SM propriamente dita (48).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/disease-predisposition
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/endocrine-disease
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Outros trabalhos em diversas populagdes, como a mexicana, norte-americana
e asiatica, revelam prevaléncias elevadas da SM, dependendo do critério utilizado e
das caracteristicas da populacao estudada, variando as taxas de 12,4% a 28,5% em
homens e de 10,7% a 40,5% em mulheres (37, 49-51).

O grande interesse no estudo da SM nas ultimas décadas tem auxiliado para
o entendimento da sua fisiologia integrativa complexa e as suas consequéncias (52).
As mudancas nos habitos alimentares nas uUltimas décadas estéo entre os principais
fatores que colaboram para a crescente prevaléncia da SM no mundo. Tais
mudanc¢as sdo caracterizadas pelo aumento da ingestdo alimentar de gordura e
acucares refinados, particularmente a frutose (19). Uma dieta persistente com alto
teor de frutose pode levar a resisténcia a insulina, obesidade abdominal e
hiperlipidemia. A adicdo de frutose na dieta € usada de forma extensiva para

estabelecer modelos de SM e consequentemente sua investigagao (53, 54).

1.3. Frutose

A frutose, também conhecida como levulose, é um acucar bastante soltvel e
0 mais doce dos acUcares simples — classificada como monossacarideo (55). O
consumo de acucares refinados em alimentos e bebidas cresceu acentuadamente
nas Ultimas décadas e, acredita-se, que contribua de maneira importante para a
atual epidemia de obesidade e doencas cardiometabdlicas (2).

Embora a frutose, em virtude de suas baixas respostas glicémicas e
insulinicas poés-prandiais (isto é, baixo indice glicémico) e maior termogénese pés-
prandial do que a glicose, seja inicialmente considerada aconselhavel para pacientes
diabéticos e benéfica para o controle de peso, é hoje considerada o acgucar mais
nocivo (56). De fato, o alto consumo de frutose cronicamente em substituicdo a
glicose na dieta mostrou levar a um perfil lipidico mais adverso e a maiores riscos
para obesidade central, DM2 e DCV (56, 57).

Até a década de 1960, a sacarose era considerada quase que um adocgante
exclusivo, porém a industria alimenticia desenvolveu tecnologias que permitiram
extrair o amido do milho promovendo a hidrélise e a sua conversao em glicose,

sendo parte desta glicose convertida em frutose através de isomerizagcdo enzimatica
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e isso resultou na producédo de adocantes derivados de milho, entre os quais 0
xarope de milho com alto teor de frutose (HFCS). O HFCS € muito utilizado em
produtos industrializados por apresentar baixo custo e um alto poder adocante, ele
estd presente em doces, paes, bebidas adocadas e temperos prontos, sendo a
principal forma da ingestéo excessiva da frutose pela populacéo (57).

Antes da industrializagdo de alimentos, o consumo médio de frutose era de
15g de frutose por dia, porém atualmente o consumo médio de um adolescente € de
72,8g/dia, isso porque a frutose tem sido utilizada em diversos alimentos e, assim,
tem aumentando drasticamente o0 seu consumo nas ultimas décadas. As pesquisas
mostram que o alto consumo de frutose (maior que 50g/dia) pode estar relacionado
com o desenvolvimento da SM (58).

A frutose é absorvida no enterdcito por seus receptores de transporte de
glicose (GLUT) 5, localizados no polo apical da célula. Posteriormente, segue para a
circulacdo porta através de seus receptores GLUT2 na superficie basolateral do
enterocito, sendo, conduzida ao figado onde sofrerd sua metabolizacdo (59). Ao
entrar no hepatdcito por seus receptores GLUT2, a frutose é fosforilada a frutose-1-
fosfato (F1F) por acéo da frutoquinase. A frutoquinase nao € inibida pela adenosina
difosfato (ADP) ou por concentracfes de citrato e, assim, ndo é regulada pelo estado
energético celular.

Nesse sentido, a frutose difere da glicose, ja que tanto o ADP quanto as
concentragbes de citrato exercem um feedback negativo sobre as enzimas dos
passos iniciais da glicélise. Consequentemente, a falta do feedback negativo faz
com que, possivelmente, toda a frutose ingerida seja rapidamente convertida em
F1F (57). A rapida conversao de frutose em F1F conduz a um desequilibrio entre
adenosina monofosfato (AMP) e adenosina trifosfato (ATP), aumentado a razao
AMP/ATP. O destino deste AMP é definido por duas enzimas: a proteina quinase
ativada por AMP (AMPK) e a xantina desidrogenase. Quando a xantina
desidrogenase é mais ativa que a AMPK, o AMP é convertido em acido Urico,
gerando hiperuricemia, uma das condi¢cdes encontradas na SM (60).

Além da formacdo de &cido urico, a frutose € incorporada na via glicolitica
apos sua fosforilacdo. O excesso de frutose gera um aumento da producéo de acetil-
Coa que acaba excedendo a habilidade do ciclo tricarboxilico de metaboliza-la. O
excesso de acetil-Coa no citoplasma é utilizado como um substrato para a

lipogénese de novo. Essa molécula é convertida pela Acetil-Coa Carboxilase (ACC)
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em malonil-Coa que inibe a B-oxidagdo mitocondrial, como observado na Figura 3
(61).

Figura 3 - Metabolismo da frutose e maleficios do seu excesso

FRUTOSE EM EXCESS0

FRUTOCGLINASE

¥

FRUTOSE-1-FOSFATO

* ¥

Piruvato T AMP/ATP
Acetil-Coa i .
v Xantina AMPK
Malonil-Coa desidrogenase
B-gx%ﬁﬂ Acido drico

(hiperuricemia)

Legenda: Aadenina trifosfato (ATP); adenina difosfato (ADP); adenina
monofosfato (AMP); proteina quinase ativada por AMP
(AMPK); transportador de glicose 2 (GLUT?2); frutose-1-fosfato
(F1F).

Nota: Esquema da metabolizacdo da frutose. Ao entrar no
hepatécito pelo GLUTZ2, a frutose é rapidamente metabolizada
pela frutoquinase em frutose-1-fosfato (F1F). A grande
atividade da frutoquinase diante do excesso de frutose leva a
um aumento da razdo AMP/ATP que resulta na formagéo de
acido Urico pela xantina desidrogenase, podendo levar a
hiperuricemia. De maneira semelhante, a F1F segue a via
glicolitica até a formacéo do piruvato, o excesso de frutose
leva a uma intensa formacdo de acetil-Coa no interior das
células. Esse acetil-CoA é convertido em malonil-CoA que
inibe diretamente a (-oxidacdo. Adaptado de (Tappy e Le,
2010).

Fonte: A autora, 2019.

Em modelos animais, o consumo crénico de frutose foi associado ao aumento
da concentracdo sanguinea de interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6),
interleucina 18 (IL-18), TNF. A elevacéo de IL-1, IL-6, IL-18 e da expressao de TNF,
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molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) e enzima mieloperoxidase (MPO) foi
observada no tecido renal. No tecido hepatico, foi verificado aumento da quantidade
de neutrofilos e ICAM-1. Destaca-se também a diminuicdo das concentracfes de
adiponectina e a elevacéo de leptina plasmatica associadas a oferta da frutose (62).
Na pratica nutricional, a ingestdo moderada de frutose, presente nos
alimentos naturais, tem efeitos benéficos a partir da sua utilizagdo como elemento
energético (63). Torna-se importante destacar que o crescente aumento no uso de
frutose como adocante em produtos industrializados faz com que exista a
possibilidade de produzir lipidios por meio dos seus compostos intermediarios como
o glicerol e o gliceraldeido, acarretando um aumento dos lipidios plasmaticos (64).
Embora venha ocorrendo o acentuado aumento da obesidade e consumo de
frutose na populacdo, ndo ha evidéncias diretas relacionando a obesidade a
ingestao de quantidades fisiolégicas de frutose em seres humanos (< 100g/dia). O
consumo de uma dose moderada de frutose (< 50g/dia ou aproximadamente 10%
do total de calorias da dieta) parece ndo provocar qualquer efeito deletério na
concentracdo de TAG em jejum e pés-prandial, controle glicémico e resisténcia a

insulina (65).

1.4. Tecido adiposo

As espécies animais precisam garantir a sobrevivéncia sob condi¢des
agravantes. Os vertebrados e mamiferos em particular, por apresentarem TA,
possuem a capacidade de armazenar o excesso de energia como lipidios na forma
TAG (66). O TA exerce um papel central no balanco energético, sendo importante na
génese da obesidade (67).

Nos mamiferos, existem dois tipos de TA: TAB e TAM. Os adipdcitos destes
tecidos possuem diferencas importantes. Sabe-se que, conforme a origem do TA
(por exemplo, gonadal ou subcutéaneo), ocorrem diferencas na sua capacidade
lipolitica ou lipogénica. O tecido gonadal, em roedores em geral, foi amplamente
utilizado como padréo para avaliar respostas induzidas por condigcbes normais ou

patolégicas por mimetizar a gordura abdominal humana (66).
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Os adipdcitos sdo as Unicas células que possuem especializagdo para
armazenar lipidios, sem que isso comprometa a sua integridade funcional. Possuem
a maquinaria enzimatica necessaria para sintetizar acidos graxos e estocar TAG,
guando a oferta de energia for abundante, e para mobiliza-los pela lipdlise quando
h& déficit energético (67).

O sistema nervoso autbnomo atua diretamente sobre o TA. O sistema
nervoso simpatico (SNS) promove acdes catabdlicas (lipolise), via estimulacao
adrenérgica, que ativa a enzima lipase hormonio-sensivel (LHS) (68). O sistema
nervoso parassimpatico (SNP) promove ac¢des anabolicas por estimular a secrecédo
de insulina, aumentando a captacdo de glicose e de &cidos graxos que podem ser
estocados sob a forma de TAG (69).

Os adipdcitos ndo sdo responsaveis somente pelo metabolismo e acumulo de
gordura, mas também possuem funcdes secretoras de carater autécrino, paracrino e
enddcrino (7). O ganho de peso excessivo promove a hiperplasia e/ou hipertrofia dos
adipdcitos, secrecdo alterada de adipocinas (perfil pré-inflamatério), diminuicdo da
sensibilidade a insulina, e mudanca no perfil das células imunes residentes no TA, o
que leva a uma inflamacao cronica de baixo grau (4).

Em relacao as diferencas entre os adipécitos, ja foi observado que o adip6cito
branco maduro armazena TAG em uma Unica e grande gota lipidica que ocupa a
porcao central da célula, o que promove o deslocamento do nlcleo para a periferia e
seu consequente achatamento. A existéncia de uma Unica goticula lipidica, a qual
ocupa entre 85-95% do volume celular, caracteriza o adip6cito branco como
unilocular (70, 71).

J4 o TAM apresenta o adipécito menor que o branco, 0s quais possuem
varias goticulas lipidicas citoplasmaticas de diferentes tamanhos (multilocular),
citoplasma relativamente abundante, ndcleo esférico e ligeiramente excéntrico e
numerosas mitocondrias que produzem energia pela oxidacdo de acidos (5).

Os adipdcitos beges, descritos como um novo tipo celular, foram descobertos
no tecido adiposo branco subcutaneo (TABS) e possuem as propriedades e
caracteristicas oxidativas do TAM. Sé&o, portanto, células que constituem um tecido
especializado no gasto energético, mediante variados estimulos. S&o originados
frente a estimulo adrenérgico, através de transdiferenciacdo de pré-adipécitos
brancos ou da diferenciagdo a partir de pré-adipécitos beges, ndo possuindo

precursor comum com os adipécitos marrons (10, 72).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hyperplasia
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hypertrophy
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/adipocytokine
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/adipocytokine
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Recentemente, os adipocitos beges foram descritos como um novo tipo
celular presentes no tecido adiposo branco subcutaneo (TABs) — processo
conhecido como amarronzamento (browning) — e possuem as propriedades e
caracteristicas oxidativas do TAM. S&o, portanto, células que constituem um tecido
especializado no gasto energético, mediante variados estimulos. S&o originados
frente a estimulo adrenérgico, através de transdiferenciagcdo de pré-adipécitos
brancos ou da diferenciacdo a partir de pré-adipocitos beges, ndo possuindo
precursor comum com os adipdcitos marrons (10, 72). A Figura 4 esquematiza 0s

tecidos adiposos branco, marrom e bege.

Figura 4 - Esquema com diferentes depdsitos de gordura

Tecido adiposo branco Tecido adiposo marrom Tecido adiposo bege

‘ Y

Nota: Esquema representativo dos respectivos tecidos adiposos, e suas configuracdes
estruturais.
Fonte: A autora, 2019.

A recente descoberta de que uma grande fragdo de humanos adultos
apresenta TAM fez com que estudos experimentais que ambicionam desvendar o
papel de agentes indutores da termogénese adaptativa para o controle da

obesidade, ganhassem relevancia cientifica (73).

1.4.1. Tecido adiposo marrom

O TAM, especializado na producdo de calor - termogénese - esta
praticamente ausente em humanos adultos, mas é encontrado em fetos e recém-

nascidos. Foi inicialmente descrito pela sua funcdo em mamiferos hibernantes e
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criancas, dada sua capacidade de liberacdo de calor para manutencdo da
temperatura corporal em resposta ao frio (10, 74).

Os adipdcitos marrons tém origem a partir de células progenitoras de miécitos
(células musculares), chamadas de mioblastos, que expressam o fator miogénico 5
positivo (Myf5+) (75). Além disso, esse tecido € altamente vascularizado e inervado
pelo SNS. A localizagéo classica do TAM em humanos € na regido interescapular, e
podendo ser encontrado em sitios cervicais, paravertebrais e perirrenais em menor
quantidade (10, 76-78).

Além disso, o TAM ainda desempenha papéis autocrinos, paracrinos e
enddcrinos. Dentro de seu papel autécrino, o0 TAM pode secretar proteina de
membrana basal, como o colageno IV e fibronectina (79, 80). Ademais, pode
sintetizar e secretar adipsina (também conhecida como fator de complemento D),
fator de crescimento de fibroblastos béasico, fator de crescimento semelhante a
insulina 1, prostaglandinas e adenosina (81, 82). No que tange a sua funcao
paracrina, o TAM pode secretar o fator de crescimento nervoso, o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), o éxido nitrico e o angiotensinogénio (83,
84). Por ultimo, como 6rgdo enddécrino, produz &cido graxo, e somente em
circunstancias especiais, produz leptina, adiponectina e resistina (85).

Ja foi descrito que a coloracdo amarronzada do TAM é acarretada por uma
elevada presenca de mitocondrias. Tem sido demonstrado que a UCP1 é um dos
principais marcadores para a identificacdo do TAM (6, 7). A UCP1 se encontra na
membrana mitocondrial interna, atuando como um canal de préton que descarrega o
potencial gerado pelo acumulo de prétons no espaco intermembranoso durante o
ciclo de Krebs, desviando-os do complexo F1FO (ATP sintase), impedindo a sintese
de ATP e permitindo que a energia se dissipe sob a forma de calor (5).

A termogénese acontece atraves de estimulos a receptores adrenérgicos
constantes (especialmente dos receptores beta-3 e beta-1). Em seguida, inicia-se
uma cascata de reagfes que se seguem com o aumento de monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc), ativacdo da proteina cinase A dependente de AMPc (PKA) e
inducao da lipdlise. Os acidos graxos livres (AGLS), por sua vez, ativam uma série
de marcadores que levam a ativacdo da proteina efetora da termogénese, a UCPL1.
(78, 86-89).

Embora, a massa total de TAM em mamiferos seja pequena, pesquisas

anteriores ja demonstraram que sua estimulacdo poderia quadruplicar o gasto
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energético (GE) de um animal, @ medida que ocorre um aumento na perfusdo
tecidual (73, 90, 91). Ndo somente a gordura armazenada em suas goticulas
lipidicas € usada para gerar calor, mas também AGLs e glicose da circulacao
sistémica, aumentando exponencialmente sua capacidade termogénica (73).

Para sustentar sua atividade metabdlica oxidativa, o TAM utiliza vastas
guantidades de nutrientes intracelulares e circulantes (92), fazendo com que a sua
atividade exerca efeitos metabdlicos benéficos sobre a obesidade (92), resisténcia a
insulina (93) e aterosclerose (94, 95). Durante a aclimatacéo ao frio, 0 TAM sofre um
processo de recrutamento adaptativo e o tecido cresce em tamanho e em
capacidade metabdlica total. Esse processo envolve tanto a diferenciacdo de novos
adipécitos quanto o aumento da atividade metabdlica dos adipécitos existentes (74,
96, 97).

1.4.2. Whitening

Com base na crescente percepcdo de que o TAM é um potencial regulador da
funcdo metabdlica sistémica, estudos analisaram o browning do TABs, como uma
estratégia para combater a obesidade (8-10). No entanto, tem sido argumentado que
estas acdes sao quantitativamente incapazes de impactar de forma significativa para
0o metabolismo sistémico, devido a baixa capacidade termogénica desse
“amarronzamento” em relacdo aquela exibida pelos depdsitos classicos do TAM
(11).

Recentemente, estudos experimentais relataram que a obesidade induzida
por dieta resultou em intolerancia a glicose, hipdéxia funcional do TAM e
consequentemente no “branqueamento” estrutural que resultou em uma mudanca
funcional da termogénese e armazenamento de lipidios (12, 13). Contudo, os
mecanismos moleculares que levam a reducao da atividade do TAM na obesidade e
suas implicac¢des fisioldgicas sdo amplamente desconhecidos.

Estudos mostram que adultos humanos possuem 50-80 g de TAM ativo. A
exposicdo aguda ao frio (18°C por 3 h) aumenta a captacdo de glicose e &cidos
graxos por esse tecido, o que estéa relacionado ao aumento do gasto energético em

seres humanos (98). A exposicao crénica a temperatura fria também possui relacéo
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com o recrutamento de novas mitocondrias em humanos e, consequentemente, com
0 aumento da termogénese adaptativa (99).

Em camundongos alimentados com dieta padrédo e mantidos a temperatura
ambiente, os adipocitos brancos e marrons sao encontrados em varios depositos
subcutaneos e viscerais (100). Porém, no 6rgdo adiposo de animais e humanos
obesos, adipécitos marrons séo dificilmente encontrados, pois a maioria passa por
uma conversdo pouco explicada para um fendtipo “branco” (101, 102). Esse
whitening pode ocorrer por alguns mecanismos, como: baixa atividade do SNS (74,
103), cuja sinalizacdo noradrenérgica € essencial para a manutencdo do fendtipo
marrom (104, 105), a atividade da enzima lipase de triacilglicerol do adipdcito
(ATGL) que é fundamental para a morfologia e funcdo normais do TAM (106, 107),
temperatura ambiente (74, 103), entre outros.

O impacto da temperatura ambiente na infiltracdo de macréfagos no TAMi, em
estudos experimentais anteriores em camundongos magros aclimatados a
temperaturas frias (6°C) e quentes (28°C), mostraram que o TAMi de camundongos
aclimatados ao frio era composto de adipécitos multiloculares tipicos que
apresentavam uma alta imunorreatividade a UCP1l. Em contraste, o TAMi de
camundongos magros mantidos a 28°C, adquiriram um fenétipo de adipdcito
unilocular tipo branco e esse whitening envolveu aumento da infiltracdo de
macrofagos (108).

Em comparacdo com o TAB, o TAM é mais extensivamente vascularizado, e
a angiogénese dependente do VEGFA tem se mostrado importante para a resposta
termogénica (109). O whitening ja foi associado a perda da vascularizacdo das
mitocondrias e no desenvolvimento de hipdéxia. Tem sido demonstrado que o
microambiente hipoxico no TAM, devido a obesidade, leva a uma perda acelerada
de mitocondrias e, a medida que a capacidade oxidativa é perdida, as goticulas
lipidicas se acumulam, gerando o fenétipo branco (12).

A sinalizagdo [(-adrenérgica é reconhecida como um ativador central
da expresséo de VEGFA em adipdcitos marrons (110). Varios estudos associaram a
vascularizagdo do tecido adiposo a homeostase metabolica sistémica (111-117). A
maior parte destes estudos concentrou-se na vascularizacdo do TAB e o papel da
vascularizagdo do TAM no controle metabodlico sistémico ndo foi investigado
profundamente. Em uma comparacédo, a ablacdo de VEGFA nos tecidos adiposos
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tem mostrado afetar predominantemente o TAM, mas tem efeitos minimos sobre o
TAB (12).

Recentemente, foi feita uma projecdo de que a presenca de 63g de TAM com
atividade termogénica na regido cervical de individuos adultos é capaz de evitar o
acumulo de quatro quilos de gordura ao final de um ano (118). Logo, a descoberta
de farmacos que ativem a termogénese adaptativa e combatam o whitening séo

pertinentes para o controle do sobrepeso e/ou comorbidades associadas.

1.5. PPAR

Os PPARs (receptores ativados por proliferadores de peroxissoma) sdo uma
familia de fatores de transcricdo ligados ao metabolismo celular de lipidios,
carboidratos, proteinas e proliferagao celular, existentes em trés isoformas: PPARGaq,
PPARPB/5 e PPARy. Os PPARs sdao moléculas compactas, possuindo, o PPARa, 468
residuos de aminoacidos comparados com 441 do PPARp/d e 479 do PPARYy, sendo
encontrados em diversas espécies animais, desde o Xenopus laevis até o ser
humano (119).

O termo “ativadores de proliferacao peroxissomal” foi utilizado inicialmente
para designar este grupo de fatores que tinham em comum a promocdo da
proliferacdo de peroxissomos, que foi primeiramente reportada em ratos tratados
com clofibrato em 1960 (120).

O PPARa é predominantemente expresso no figado, musculo e coragao e sua
ativacdo, segundo estudos ja realizados, sugere uma participacdo desse receptor no
metabolismo lipidico. O PPARy é expresso principalmente nos tecidos adiposo
branco e marrom, sendo responsavel, dentre outras fungdes, pela lipogénese. Enfim,
o PPAR/® apresenta uma ampla distribuicdo corporal com diversas fungcbes como a
oxidacao de 4cidos graxos no musculo e regulagéo geral de energia (119).

A utilizacdo de agonistas dos PPARs tem sido descrita na literatura com
efeitos benéficos sobre a ingestdo alimentar, massa corporal, mobilizacdo da
deposicdo de gordura e sobre a esteatose pancreatica e hepética, geradas a partir
da administracao de diferentes dietas (121, 122).
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As maiores atividades fisiol6gicas dos PPARs estédo ligadas a transcricdo dos
seus genes alvo e, desta forma, regulam o metabolismo lipidico, a homeostase da
glicose, diferenciacédo celular, obesidade e cancer. Além disso, os PPARs podem
participar diretamente de respostas imunoldgicas e dos mecanismos de inflamacéo
(123).

Os PPARs sao fatores de transcricdo dependentes de ligagdo que regulam a
expressdo génica pela ligacdo especifica a elementos responsivos ao PPAR
(PPRESs). Cada receptor se heterodimeriza com o receptor X retinéide (RXR, em que
X pode ser q, B/d ou y) e liga-se ao seu respectivo PPRE, formando uma estrutura
que reconhecera sequéncias especificas do DNA (AGGTCA) para a transcricdo de
seus genes-alvo. Esse mecanismo de acdo dos PPARs € conhecido como o
mecanismo de trans-ativacao (Figura 5).

Em situacdes especificas, a acdo dos PPARs também pode depender de
varios fatores como a sua expressao relativa, a regido promotora do gene estar ou
nao acessivel e a presencga de cofatores de ativagdo, como o PGC1a, que € o co-
ativador de PPARs mais descrito na literatura (124).

Além dessa forma de acdo, os PPARs podem regular a expressao génica
independentemente de ligagdo ao PPREs, através do mecanismo de trans-
repressdo. Existe um cross-talk entre os PPARs e outros fatores de transcricdo que
influencia e regula a expressdo génica deles, e a maioria dos efeitos anti-
inflamatorios dos PPARs podem provavelmente ser explicados por esse mecanismo
(125, 126).
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Figura 5 - Mecanismo de a¢édo do PPAR

Ligante

PPAR
RXR

PPRE

- Metabolismo lipidico

- Metabolismo de
carboidratos

- Diferenciacao celular

-  Obesidade

- Cancer

Legenda: Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma
(PPARS); Receptor X retindide (RXR); Elementos
responsivos ao PPAR (PPRES).

Nota: Ligacdo do PPAR ao RXR e PPER codificando a
transcricdo de genes alvo envolvidos em diversas rotas
metabdlicas.

Fonte: A autora, 2019.

1.5.1. PPARa

O PPARa foi o primeiro receptor descoberto, inicialmente visto em sapos,
depois em ratos, coelhos e humanos. Em humanos, este receptor foi mapeado no
cromossomo 22g12-13.1 e é expresso em tecidos metabolicamente ativos como
figado, rim, coracdo, musculo estriado esquelético e gordura marrom (14, 15).

Este receptor possui como ligantes naturais os acidos graxos poli-insaturados
e os leucotrienos, que sdo importantes mediadores inflamatorios; como ligantes
farmacolégicos, a familia das drogas hipolipidémicas (“fibratos”) é considerada um
importante agonista PPARa (127).

A ativacdo de PPARa tem relagdo com o aumento do HDL e diminuigdo do
LDL e TAG plasmaticos. Além disso, o PPARa atua diretamente sobre a 3-oxidagéo

hepética, estimulando a transcricdo de genes ligados a sintese de proteinas que
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participam desse processo. J4 foi visto que a expressdo de CPT1 é extremamente
aumentada com a ativagao desse receptor (128, 129).

A participacdo do PPARa na via termogénica passa pelo direcionamento dos
AGLs, gerados apoés estimulo adrenérgico, para a via de B-oxidacado, ao invés do
direcionamento ao efluxo celular. Em condigcbes normais, a maioria dos AGLs
mobilizados através do estimulo B-adrenérgico acaba sendo liberado da célula, e
acredita-se que essa mobilizacéo tenha relagcdo com a resposta inflamatéria e com a
reducdo da funcéo celular a longo prazo. O estimulo crénico ao receptor beta-3
adrenérgico (RB3A) regula positivamente a expressao de PPARq, o que resulta em
capacidade de oxidacdo aumentada no interior dos adipdcitos (88).

A ativacdo do PPARa ocorre principalmente sob privacdo de energia,
conduzindo a regulacédo positiva do metabolismo energético intracelular, o que induz
a producdo de ATP a partir da fosforilagdo oxidativa (130). O catabolismo de acidos
graxos mediado por PPARa é crucial para a sintese de varios metabdlitos a serem
usados como fontes de energia por outros tecidos, tais como corpos cetdnicos no
cérebro (131).

Um estudo anterior mostrou que o tratamento com WY-14643 (agonista
PPARa) apresentou efeitos lipoliticos com redugdo da massa gorda e aumento da
oxidacdo de gordura no corpo todo. Estes resultados demonstram um novo papel da
ativacdo do PPARa na regulacdo beta-adrenérgica da lipdlise do tecido adiposo
(132). Além disso, o tratamento com WY-14643 jA mostrou efeitos na diminuicdo da
esteatose hepética, insulina sérica e inflamacédo no tecido adiposo, sendo essas
alteracOes geralmente observadas em um quadro de obesidade (133, 134).

Neste cenario, foi recentemente demonstrado que a ativacdo do PPARa por
um agente farmacolégico (fenofibrato) foi capaz de ativar a termogénese adaptativa
e a biogénese mitocondrial no TAM de camundongos obesos alimentados com dieta
hiperlipidica por um periodo que nao foi capaz de promover o whitening nesse tecido
(135). Considerando o exposto, a hipdtese do nosso trabalho € que a ativacdo do
PPARaq, por ativar a via termogénica e a transcricdo de genes relacionados a efeitos
anti-inflamatérios e promotores do metabolismo lipidico mitocondrial (17), , pode
conter o whitening do TAM de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica ou

frutose.



34

2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar os efeitos de um agonista seletivo do PPAR-alfa sobre o
remodelamento adverso do tecido adiposo marrom (whitening) em camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica ou rica em frutose, com énfase na termogénese,

beta-oxidacao e lipolise.

2.2. Objetivos especificos:

a) avaliar os efeitos do excesso de frutose e de lipidios sobre a MC,
distribuicdo de gordura corporal, metabolismo lipidico e tolerancia
oral a glicose;

b) examinar o efeito das dietas e do tratamento sobre a morfologia do
TAM;

c) determinar a expressdo génica de fatores implicados nas vias que
podem contrapor o remodelamento adverso do TAM: termogénese,
beta-oxidacao e lipdlise;

d) utilizar a microscopia confocal a fim de caracterizar focos de
termogénese ativada pela marcacdo da UCP1 (proteina efetora da
termogénese) e VEGFA (relacionada a vascularizagdo e estimulo

adrenérgico no TAM).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e Dieta

Os procedimentos realizados ocorreram de acordo com 0s guias
convencionais para experimentacdo em animais (Publicacdo numero 85-23 do NIH,
revisada em 1996), além de seguirem as normas impostas no mundo e no Brasil e
serem aprovados pelo Comité de Etica para Experimentacdo Animal local (Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes) sob o protocolo CEUA/041/2018.

Cinquenta camundongos C57BL/6 machos foram obtidos do biotério central
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidos no Laboratorio de
Morfometria, Metabolismo e Doencgas Cardiovasculares (LMMC) em condi¢oes
controladas de temperatura, umidade e ciclo de luz (21+ 2°C, umidade 60+10%, ciclo
claro-escuro 12:12h), com livre acesso a alimentacdo e a agua, em caixas
“pathogen-free” durante todo o experimento (sistema Nexgen, Allentown Inc., PA,
EUA).

Aos trés meses de idade, os camundongos foram aleatoriamente divididos em
trés grupos: grupo controle (C, n=10), alimentado com dieta padrdo para roedores
(14% da energia advinda de proteinas, 10% de lipidios e 76% de carboidratos;
energia total de 15.884 kJ/kg); grupo dieta rica em frutose (HFRU, high-fructose,
n=20), alimentado com uma dieta com excesso de frutose (14% da energia advinda
de proteinas; 50% de frutose; 10% de lipidios e 26% de carboidrato; energia total de
15.884 kJ/kg); e o grupo dieta hiperlipidica (HF, high-fat, n=20), alimentado com uma
dieta com excesso de lipidio (14% da energia advinda de proteinas; 50% de lipidios
e 36% de carboidratos; energia total de 20.900 kJ/kg). As referidas dietas foram
administradas durante 12 semanas.

ApoOs esse periodo de 12 semanas, 0s grupos foram redivididos e o
tratamento com agonista PPARa iniciado, formando novos grupos, sendo 0s grupos
tratados denominados HF-a (grupo hiperlipidico tratado com agonista PPARQ) e
HFRU-a (grupo rico em frutose tratado com agonista PPARa), conforme Figura 6.
Os grupos C, HFRU e HF foram mantidos no mesmo esquema alimentar. O agonista
PPARa (WY-14643) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Mo., USA) foi incorporado nas
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respectivas dietas pela empresa Prag solu¢des (Jau-SP, Brasil) na dose de 3,5
mg/kg de MC.

Os grupos experimentais entdo formados foram os seguintes:

a) C: dieta padréo ao longo de todo o experimento;

b) HF: dieta hiperlipidica ao longo de todo o experimento;

c) HF-a: dieta HF + tratamento com agonista PPARa na dose de
3,5mg/kg massa corporal a partir dos seis meses de idade;

d) HFRU: dieta rica em frutose durante todo o experimento;

e) HFRU-a: dieta HFRU + tratamento com agonista PPARa na dose

de 3,5mg/kg massa corporal a partir dos seis meses de idade;

Figura 6 - Desenho experimental

@
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Legenda: Controle (C); Hiperlipidico (HF) e Hiperlipidico com agonista PPARa
(HF-a); Rico em frutose (HFRU) e Rico em frutose com agonista
PPARa (HFRU-a).

Nota: Esquema representativo dos grupos experimentais.

Fonte: A autora, 2019.

Considerando as diferencas na MC entre os animais HF-a e HFRU-a,
diferentes quantidades de WY14643 foram adicionadas as respectivas dietas

(3,2mg% na dieta HF-a e 2,8mg% na dieta HFRU-a) a fim de garantir que ambos 0s
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grupos tratados, com sobrepeso ou ndo, mantivessem doses diarias comparadas do
agonista, validando, assim, nosso tratamento.

E importante ressaltar que o conteldo de vitaminas e minerais de ambas as
dietas eram idénticos e estavam de acordo com as recomendacfes do Instituto
Americano de Nutricdo, sendo ministrada a dieta AIN 93M (136) para o periodo de
manutencdo dos animais a partir dos trés meses de idade. As dietas foram
produzidas pela PragSolu¢cbes (Jau, Sdo Paulo, Brasil), tais dietas experimentais

encontram-se no Quadro 1.

Quadro 1 - Composi¢ao nutricional das dietas experimentais

Nutrientes Dietas

Controle | HFru HF
Caseina 140,0 140,0 | 175,0
Amido de milho 620,7 146,4 | 347,7
Sacarose 100,0 100,0 |100,0
Banha de porco 238,0
Frutose 474,3 | ---
Oleo de soja 40,0 40,0 |40,0
Fibra 50,0 50,0 50,0
Mix de vitaminas 10,0 10,0 10,0
Mix de minerais 35,0 35,0 35,0
Cistina 1,8 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5 2,5
Antioxidante 0,008 0,008 | 0,008
Total (g) 1000 1000 | 1000
Energia (Kcal) 3802,8 | 3802,8 | 5000
Carbohidrato (%, energia) | 76 26 36
Frutose (%, energia) 50
Proteina (%, energia) 14 14 14
Lipidios (%, energia) 10 10 50

Fonte: Instituto Americano de Nutricdo (136).

3.2. Massa Corporal e Ingestdo Alimentar

Durante todo o periodo experimental, a MC dos animais foi mensurada
semanalmente em balancga de precisdo 0,01 g (BL-3200H). A ingestéo alimentar foi
obtida diariamente durante todo o protocolo experimental, através da subtracdo

entre as quantidades de racéo ofertada e racdo ndao consumida apos 24 horas (em
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gramas). A ingestdo energética foi realizada através da ingestdo em gramatura
multiplicada pela energia expressa em quilocalorias da respectiva dieta, o valor

obtido em quilocalorias é convertido para quilojoules, medida universal de energia.

3.3. Teste de tolerancia oral a glicose

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi realizado nos camundongos na
semana anterior a eutanasia. Os animais ficaram em jejum durante o periodo de 6
horas e depois foi administrada, por gavagem orogastrica, uma solucdo contendo
glicose (25% em salina estéril — 0,9% NaCl) na dosagem de 2g/kg MC. O sangue
dos animais foi obtido por ordenha da veia caudal nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120
minutos apos a sobrecarga de glicose para a verificacdo dos niveis glicémicos com o
auxilio de um glicosimetro (Accu-Chek, Roche, SP, Brasil). O tempo zero (0) foi
utilizado para o célculo da glicose em jejum. A area sob a curva (ASC) foi calculada
usando a ferramenta trapezoide do programa GraphPad Prism versao 8 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3.4. Calorimetria Indireta

Uma semana antes do sacrificio, os animais foram colocados em gaiolas
metabdlicas ligadas em um sistema de médulos de calorimetria (Panlab Havard
Apparatus) durante trés dias com livre acesso a dieta e a agua. Este sistema
monitora o consumo de oxigénio (VO,), a producédo de gas carbbnico (VCO,), a taxa
de troca respiratéria e a temperatura dos animais. Os dados foram coletados a cada
3 minutos durante 72 horas. O consumo de oxigénio € calculado por grama de
massa corporal metabolico (MC)%"®. O quociente respiratério (QR) foi calculado a

partir dos dados coletados.
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3.5. Termografia

Com auxilio da camera termogréafica FLIR C2 com sistema infravermelho
(FLIR Systems, Wilsonville, Oregon, USA), foi possivel aferir a temperatura corporal
dos animais. As imagens foram captadas em temperatura ambiente, com animais

conscientes (sem utilizagcdo de sedativos), na 162 semana de experimento.

3.6. Eutanasia

Apos 17 semanas de protocolo experimental, os animais foram submetidos a
jejum de seis horas e, apdés administracdo de heparina, foram profundamente
anestesiados em camara de gas carbodnico (CO;). Em seguida, o térax foi aberto por
incisdo mediana ventral e amostras de sangue foram coletadas por puncao cardiaca
do atrio direito; as quais foram destinadas a centrifugacdo (3.500rpm, por 15
minutos) e congelamento (-80°C) para posterior analise bioquimica. O TAM foi
obtido na regido interescapular por cuidadosa disseccao, teve sua massa aferida em
balanca de precisédo 0,01 g (BL-3200H) e fixado em formalina de Millonig (para
técnica de microscopia de luz) ou congelado (-80°C, para andlises moleculares). As
gorduras retroperitoneal (ligada a parede posterior do abdémen e aos rins e
ureteres), epididiméaria (ligada ao epididimo, na porcao inferior do abdémen) e
gordura subcutanea (encontrada na parte proximal do membro inferior) foram
cuidadosamente dissecadas e pesadas para avaliagdo da distribuicdo de gordura

corporal.

3.7. Andlise Plasmaética

Apos a coleta de sangue, o plasma foi separado por centrifugacéo (120g por

15 minutos) e estocado em freezer -80°C até a realizagdo das andlises. A
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concentracdo plasmética de TAG foi mensurada utilizando o Analisador Semi-
Automatico de Bioquimica (Bioclin, Quibasa, Belo Horizonte, Brasil).

3.8. Histologia do tecido adiposo marrom interescapular

Apos disseccdo e pesagem, o TAMi dos animais foi fixado durante 48 horas
em formalina de Millonig (formaldeido a 4% pl/v, tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2),
desidratados, diafanizados e incluidos em Paraplast plus® (Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO, USA). Os fragmentos de tecido foram cortados com 5um de espessura e
corados com hematoxilina-eosina, seguindo protocolos previamente estabelecidos
para o tecido em questdo. Foram realizadas imagens digitais em campos
microscépicos aleatérios e ndo consecutivos, com microscopio Olympus BX51 e
camera acoplada (Infinity 15c¢, Lumenera Co., Ottawa, ON, Canada), através do
software Image-Pro Plus (versédo 7.0 - Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA),
sendo representativas de todos 0s grupos experimentais. As fotomicrografias foram
obtidas no formato TIFF, cor de 36 bits, 1280 x 1024 pixels, em aumento de 40x e
100x.

3.9. Imunofluorescéncia

Para realizagdo da imunofluorescéncia, secc¢des desparafinizadas e
hidratadas de tecido (5 pym) foram tratadas com tampé&o citrato (pH 6,0, a 60° C por
20 min) para recuperacao antigénica e, entdo, com glicina 2% e PBS/BSA 5% para
blogueio das ligacdes inespecificas. Os cortes foram incubados “overnight” & 4°C
com o anticorpo para UCP1, PPARa e VEGFA na diluicdo 1:50 em PBS/BSA 1% e,
em seguida, foram incubadas por uma hora, em temperatura ambiente, com
anticorpos secundarios conjugados com fluorocromo, na diluicdo 1:50 em PBS/BSA
1% e, em seguida, foram incubadas por uma hora, em temperatura ambiente, com
anticorpos secundérios conjugados com fluorocromo, na diluicdo 1:50 em PBS/BSA
1%. Posteriormente, foram lavadas com PBS e montadas com Slow Fade Antifade
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(Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA). Imagens digitais
imunofluorescentes foram obtidas utilizando a técnica de microscopia confocal
(Nikon Confocal Laser Scanning Microscopy — Model C2; Nikon Instruments, Inc.,
New York, EUA).

3.10. PCR quantitativo em tempo real

O RNA total foi extraido do TAMi (aliquota de 30 mg) utilizando 700pul de
Trizol (Invitrogen, CA, USA). Posteriormente, foi adicionado 100uL de cloroférmio,
seguido de centrifugacao (11.200 rpm, por dez minutos a 4°C). Em seguida, retirou-
se o sobrenadante da fase aquosa correspondente ao RNA, foi adicionado 250 pL
de &lcool isopropilico seguido de centrifugacéo (11.200 rpm, por 10 minutos a 4°C)
para precipitacdo e formacéo de um pellet de RNA. Em seguida, retirou-se o alcool
isopropilico e o pellet foi ressuspendido com 500 pL de etanol (70%) com
centrifugacéo (11.200 rpm, por 5 minutos a 4°C) para purificacdo do RNA. O etanol
foi totalmente retirado e o pellet ressuspendido em 40 yL de agua deionizada
(MilliQ). A concentragcdo de RNA foi determinada através de espectrometria
utilizando o equipamento Nanovue (GE Life Sciences), 1ug de RNA foi aliquotado e
acrescentou-se DNAse | (Invitrogen). O cDNA foi sintetizado utilizando Oligo (dT) e
Superscript 11l transcriptase-reversa (Invitrogen, CA, USA) para RNAm.

A beta-actina foi utilizada como controle endégeno para normalizar a
expressdo dos genes selecionados (Quadro 2). A eficiéncia para o gene alvo e
controle endégeno foram aproximadamente iguais e foram calculados através de
uma série de diluicdo de cDNA. As reacdes de PCR foram realizadas da seguinte
forma: pré-desnaturacdo e ativacdo da polimerase (4 min a 95°C) com quarenta
ciclos, cada ciclo consistindo de 95°C por 10s e 60°C por 15s, seguida pela curva de
melt (60 a 95°C com taxa de aquecimento de 0,1°C/s). Os controles negativos
consistiram em poc¢os nos quais o cDNA foi substituido por agua deionizada. A razéo
de expressdo relativa de mRNA foi calculada pela equacdo 2”°“onde -ACT
representa a diferenca entre o numero de ciclos (CT) dos genes alvo e o controle
enddgeno (137). Os primers foram produzidos utilizando o software online Primer3 e

estao descritos no Quadro 2.



Quadro 2 - Detalhamento dos primers utilizados
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Primers
Gene Forward Reverse
Adiponectina GGAACTTGTGCAGGTTGGAT TCTCTCCAGGAGTGCCATCT
Beta-actina TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
Bmp8b CTATGCAGGCCCTGGTACAT AGGCCTGGACTACCATGTTG
RB3a ACAGGAATGCCACTCCAATC AAGGAGACGGAGGAGGAGA
Cidea CTCGGCTGTCTCAATGTCAA GGAACTGTCCCGTCATCTGT
Cptlb GGCTGCCGTGGGACATT TGCCTTGGCTACTTGGTACGA
Nrfl GTTGGTACAGGGGCAACAGT GTAACGTGGCCCAGTTTTGT
Pgcla AACCACACCCACAGGATCAGA | TCTTCGCTTTATTGCTCCATGA
Plinl ACGACCAGACAGACACAGAG GGCTGTAACCTCTCTGAGCA
Ppara CAAGGCCTCAGGGTACCACTAC GCCGAATAGTTCGCCGAAA
Ucpl TCTCAGCCGGCTTAATGACT TGCATTCTGACCTTCACGAC

Fonte: A autora, 2019.

3.11. Anélise Estatistica

Os dados foram expressos como média e desvio padrdo e analisados por

analise de variancia (ANOVA) de um fator com teste de Brown-Forsythe e Welch e

pés teste T2 de Tamhane, pois ndo se assumiu a homocedasticidade entre os

grupos. Em todos os casos utilizando-se o indice de significancia com p<0,05
(GraphPadPrism, versao 8, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1. Comportamento alimentar e Massa corporal

Os grupos C, HF e HFRU iniciaram o experimento (semana 0) sem diferenca
estatistica significativa da MC. Apds uma semana de ingestédo de dieta hiperlipidica,
0 grupo HF apresentou aumento da massa corporal quando comparado ao grupo C
(+4,37%, P=0,0020, Figura 7) e este aumento perdurou até o final do experimento.
Além disso, o grupo HFRU nédo apresentou diferenca significativa da MC quando

comparado ao grupo C durante o periodo de inducéao.

Figura 7 - Evolucdo da Massa Corporal
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Legenda: Primeiras semanas (um a doze) referem-se ao periodo de indugdo, e as semanas seguintes
(doze a dezessete) correspondem a fase de tratamento com PPARa. Os valores sdo
apresentados como média + DP, n = 5. Diferengas significativas entre os grupos estao
indicadas com os simbolos (P<0,05): a # C; b # HF; ¢ # HF-a; d # HFRU conforme
determinado pelo one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e poés teste T2 de
Tambhane.

Fonte: A autora, 2019.
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O tratamento com PPARa comecgou a apresentar diferengcas na MC entre os
grupos ja na primeira semana de administracdo. A partir de entdo, e seguindo até o
final do experimento, os grupos HF-a e HFRU-a tiveram reducao da MC significativa
em relacdo as suas contrapartes nao tratadas (-7,91%, P=0,0033; -17,09%,
P<0,0001), conforme exibido na Figura 7. Na ultima semana de tratamento, quando
comparados ao grupo C, o grupo HF apresentou aumento de 13,41% na MC
(P=0,0005) e o grupo HFRU apresentou reducéo de 3,1% da MC (P=0,0186).

Convertendo a gramatura ingerida para a energia que as dietas fornecem,
com base em sua densidade energética (dieta padrédo e rica em frutose, 15,88 KJ/g
e dieta hiperlipidica, 20,90 KJ/g), obtém-se que o grupo HF e o grupo HF-a
apresentaram aumento na ingestdo energética quando comparado ao grupo C
(+30,17%, P<0,0001), conforme demonstrado no Quadro 3. Por outro lado, o grupo
HFRU e o grupo HFRU-a ndo apresentaram diferenca na ingestdo energética
quando comparado ao grupo C, devido ambas as dietas serem isoenergéticas. Estas
observagbes excluem a necessidade de grupos de alimentagéo pair-feeding para

isolar os efeitos da reducdo do consumo de energia sobre os resultados analisados.

Quadro 3 - Comportamento alimentar

Dados C HF HF-a HFRU HFRU-a

'”%Sfé?:/;:'im:?)tar 310+0,12 | 3,08+005 | 307+005 | 3,09+0,14 | 3,10+0,14

Ingestdo energética

(kJ/dia/animal)

Legenda: Valores representados como média + DP, n=5 por grupo. Diferencas significativas entre os
grupos estdo indicadas com os simbolos (P<0,05): a # C; b # HF; ¢ # HF-a conforme
determinado pelo one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pés teste T2 de
Tamhane.

Fonte: A autora, 2019.

49,48 + 0.51 | 64,41 +0,22% | 64,33 +0,21% 49,62 +0,59"9 49,32 +0,62"

4.2. Calorimetriaindireta

O ensaio de calorimetria indireta foi utilizado para o céalculo do quociente
respiratério, estimado pela razdo entre a producédo de gas carbbnico (VCOy) e o
consumo de oxigénio (VO,), e pode ser um indicador do principal combustivel para a
manutencdo do metabolismo basal dos animais. O grupo HFRU atingiu um maior

guociente respiratério em comparacdo a todos 0s grupos; o grupo HFRU-a
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apresentou a menor taxa, enquanto os grupos C e HF ndo apresentaram diferenca
significativa. O grupo HF-a apresentou reducdo nesse parametro (-13,14%)
comparado a sua contraparte (P=0,0038), assim como o grupo HFRU-a (-23,21%)
comparado a sua contraparte (P=0,0001). Com QR mais préximo de 1,0 pode-se
inferir que o grupo HFRU utilizou, preferencialmente, carboidratos como principal
fonte energética, enquanto que com o QR préximo ao valor 0,7 o grupo HF-a e
HFRU-a possivelmente utilizou lipidios (Figura 8).

Figura 8 - Quociente respiratério
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Legenda: Valores representados como média + DP, n=5 por grupo.

Diferengas significativas entre 0s grupos estéo indicadas com
os simbolos (P<0,05): a # C; b # HF; ¢ # HF-a; d # HFRU
conforme determinado pelo one-way ANOVA com teste de
Brown-Forsythe e Welch e pos teste T2 de Tamhane.

Fonte: A autora, 2019.

4.3. Distribuicdo de gordura e triacilglicerdis plasmatico

A distribuicdo de gordura no compartimento intra-abdominal mostrou que o
grupo HF apresentou maior acumulo de gordura que o grupo C (+260,98%,
P<0,0001), por outro lado o grupo HF-a apresentou reducéo significativa desse
parametro (-13,96%, P<0,0001). O mesmo podemos observar no grupo HFRU
guando comparado ao grupo C (+215,95%, P<0,0001) e quando comparado a sua
contraparte (-23,77%, P<0,0001) (Figura 9A) comprovando o aumento da massa

gorda e mostrando que a medicacao foi capaz de reduzir esse depdsito nos grupos
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tratados. No caso da gordura subcutéanea, o grupo HF apresentou um aumento
guando comparado ao grupo C (+207,09%, P<0,0001) e o tratamento reduziu esse
acumulo no HF-a (-26,65%, P<0,0001). De forma similar, o grupo HFRU apresentou
um acumulo maior quando comparado ao grupo C (+156,62%, P<0,0001) e o grupo
HFRU-a uma reducdo desse deposito quando comparado a sua contraparte (-
25,87%, P=0,0004) (Figura 9A).

No que diz respeito aos resultados do TAG plasmatico, os grupos HF-a e
HFRU-a apresentaram diminuicdo na concentracdo de TAG quando comparados as
suas contrapartes ndo tratadas (-22,78%, P=0,0017; -15,17%, P=0,001,

respectivamente), dados que estao apresentados na Figura 9B.

Figura 9 - Distribuicdo de tecido adiposo branco e triacilglicerol plasmatico
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Legenda: Valores representados como média + DP, n=5 por grupo. Diferencgas significativas entre os
grupos estdo indicadas com os simbolos (P<0,05): a # C; b # HF; ¢ # HF-a; d # HFRU
conforme determinado pelo one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pos
teste T2 de Tamhane.

Fonte: A autora, 2019

4.4. Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

A analise da area sob a curva (ASC) do TOTG (Figura 10) revelou que a dieta
hiperlipidica promoveu intolerancia oral a glicose nos animais do grupo HF por um
aumento significativo na ASC quando comparado ao grupo C (+45,58%, P=0,0012).

O tratamento com agonista PPARa foi capaz de reduzir a intoleréncia oral a glicose,
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produzindo um valor menor da ASC no grupo HF-a quando comparado ao grupo HF
(-14,98%, P<0,0001), porém nao houve normalizacdo desse parametro no grupo HF-
a quando comparado ao grupo C (+20,72%, P=0,0214). De forma similar, 0 excesso
de frutose na dieta promoveu intolerancia oral a glicose no grupo HFRU quando
comparado ao grupo controle (+18,99%, P=0,0241), mas o tratamento com PPAR-a
conseguiu reverter esse achado, uma vez que o grupo HFRU-a ndo apresentou

diferenca na ASC quando comparado ao grupo C (Figura 11).

Figura 10 - Curva glicémica
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Legenda: Curva do TOTG na 162 semana de protocolo experimental. Os valores sao
apresentados como médias + DP, n = 5. Controle (C); Hiperlipidico (HF);
Hiperlipidico tratado (HF-a); Rico em frutose (HFRU); Rico em frutose tratado
(HFRU-a).

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 11 - Area sob a curva
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Legenda: Os valores sdo apresentados como meédia + DP, n = 5. Diferengas
significativas entre os grupos estdo indicadas com os simbolos (P<0,05): a #
C; b # HF; c # HF-a; d # HFRU conforme determinado pelo one-way ANOVA
com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds teste T2 de Tamhane.

Fonte: A autora, 2019.

4.5. Morfologia do TAMiI

No que se refere a histologia do TAMi, sabe-se que este, diferentemente do
tecido adiposo branco, apresenta reserva lipidica multilocular e maior quantidade de
mitocondrias em sua estrutura, denotando maior capacidade termogénica. O grupo
HF apresentou aumento pronunciado no acumulo de goticulas de gordura quando
comparado ao grupo C, de forma a dificultar a delimitacdo dos adipécitos marrons
multiloculares que, frequentemente, passaram a lembrar um padrdo de
armazenamento lipidico de um adipdcito branco, fenbmeno denomidado whitening.
Entretanto, apds o tratamento com o agonista PPARa, foi observada redugéo
expressiva no acumulo de lipidios no interior dos adipécitos marrons do grupo HF-a,
o que foi proporcional ao aumento do volume citoplasmatico, sugerindo aumento da
atividade metabdlica nesse tecido, lembrando a citoarquitetura encontrada no grupo
C (Figura 12).

Com relacédo ao grupo HFRU, apesar de ndo haver whitening tdo pronunciado
guanto o promovido pela dieta HF, foi observado um acumulo maior de lipidios no

interior dos seus adipocitos marrons multiloculares e um desarranjo estrutural que
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dificulta também o estabelecimento dos limites de cada adipdcito, o que ndo ocorreu
no grupo C. Novamente, o tratamento com agonista PPARa foi capaz de atenuar
essas alteracdes desencadeadas pela dieta HFRU, uma vez que o grupo HFRU-a
apresentou ao final do tratamento caracteristicas histolégicas do TAMi similares ao

grupo C, ainda que com adipdcitos maiores (Figura 12).

Legenda: Fotomicrografias
hematoxilina-eosina. Fotos da primeira coluna objetiva de 40x e da segunda coluna
objetiva de 100x (imersao). Barra de calibragdo = 50 um. Controle (C); Hiperlipidico (HF);
Hiperlipidico tratado (HF-a); Rico em frutose (HFRU); Rico em frutose tratado (HFRU-a).

Fonte: A autora, 2019.



50

4.6. Imunofluorescéncia e termografia

A imunofluorescéncia (Figura 13) confirma os achados histologicos, uma vez
gue os animais alimentados com dieta HF e HFRU apresentaram imunomarcacao
positiva para PPARa, mas esta néo € suficiente para aumentar a expressao proteica
do seu transcrito UCP1. Além disso, 0s grupos que receberam tratamento (HF-a e
HFRU-a) apresentaram imunomarcacdo para PPARa e UCP1l mais expressivas
guando comparadas as suas contrapartes. A presenca da UCP1 ja era esperada,
por ser uma proteina presente no TAM. No entanto, ao avaliar a expressdo da UCP1
associada aos dados da termografia apés o tratamento, percebe-se um aumento
tanto na expressdo dessa proteina quanto na temperatura corporal dos animais e,
consequentemente, a sugestdo de um aumento da atividade termogénica. Esses
achados corroboram com os dados histol6gicos que demonstram uma atenuacgéo do
remodelamento adverso, com multilocularizacdo mais expressiva dos adipécitos

marrons apés o tratamento.

Figura 13 - Imunofluorescéncia para PPARa e para UCP1 e imagens termogréficas

PPAR-a

UCP1

Legenda: Tecido adiposo marrom marcado com dapi (azul, nicleo) em ambas as linhas e anticorpo anti-
PPARa (verde, linha superior) e anticorpo anti-UCP1 (verde, linha inferior). Mesmo aumento
para todas as fotos, barra de calibragdo = 10um. A dltima linha é referente as imagens
termograficas seguindo a ordem dos grupos das linhas superiores.

Fonte: A autora, 2019.



51

O whitening observado no grupo HF foi seguido por reducdo da
imunomarcacdo de VEGFA. O grupo HFRU também mostrou imunomarcagéo
reduzida para o VEGFA quando comparado ao grupo C. A ativagdo do PPARa apds
0 tratamento causou uma marcacdo mais expressiva de VEGFA em ambos os
grupos tratados quando comparados as suas contrapartes. Estes resultados
sugerem uma melhora da vascularizacdo do TAMi apés o tratamento (Figura 14).

Figura 14 - Imunofluorescéncia para VEGFA

Legenda: Tecido adiposo marrom marcado com dapi (azul, nacleo) e anticorpo anti-VEGFA (verde).
Mesmo aumento para todas as fotos, barra de calibragdo = 10um.
Fonte: A autora, 2019.

VEGFa

4.7. PCR quantitativo em tempo real

Os resultados do ensaio de qPCR mostraram que a expressao relativa de
RNA mensageiro (RNAm) para Ppara, um importante fator transcricional que possui
marcadores termogénicos como genes alvo, foi menor no grupo HF quando
comparado ao grupo C (-68,33%, P=0,0005), o grupo HFRU também apresentou
uma expressao diminuida quando comparado ao grupo C (-73,48%, P= 0,0087) e a
expressao foi mais elevada nos grupos HF-a e HFRU-a quando comparados as suas
contrapartes nao tratadas: +373,22% no HF-a, P<0,0001, +148,40% no HFRU-a,
P<0,0001; Figura 15. Esse resultado ressalta o sucesso do tratamento proposto
nesse experimento.

O aumento na expresséo génica de Ppara teve relacdo direta com o0 aumento
da expressédo génica de Ucpl, proteina responsavel pela dissipacdo de calor na
cadeia respiratoria mitocondrial, que apresentou-se diminuida nos grupos HF e
HFRU quando comparados ao grupo C (-74,15%, P<0,0001; -24,25%, P=0,0027) e



52

aumentada nos grupos tratados quando comparado as suas contrapartes (+465,42%
no HF-a; P<0,0001 e +78,50% no HFRU-a; P<0,0001), conforme a Figura 15.

De forma similar, a expressao relativa do RNAmM para RB3a que regula
positivamente a expressao de PPARa resultando numa capacidade de oxidagao
expandida no interior dos adipdcitos, também apresentou uma diminuicdo nos
grupos HF e HFRU quando comparados ao grupo C (-55,07%, P<0,0001; -30,44%,
P<0,0001) e foi maior nos grupos tratados, indicando que o tratamento pode ter
ativado a via termogénica pelo aumento do estimulo simpatico (+72,87% no HF-a;
P<0,0001 e +12,51% no HFRU-a; P=0,0494), como mostra a Figura 15.

O Bmp8b é secretado pelo TAM para sensibiliza-lo para estimulacdo do SNS.
Além disso, influéncia na ativacdo e estimula a termogénese do TAM. A expressao
relativa do RNAmM para esse gene foi menor nos grupos HF e HFRU quando
comparados ao grupo C (-31,67%, P<0,0001; 63,32%, P=0,0021) e maior nos
grupos que receberam tratamento quando comparados as suas contrapartes nao
tratadas (+147,96% no HF-a; P<0,0001 e +111,31% no HFRU-a; P<0,0001), como
mostra a Figura 15.

Além disso, a expressdo relativa do RNAm para o carnitina palmitol
transferase 1-b (Cptlb), que tem sua expressao aumentada pela ativacao de Ppara,
conduzindo a um maior influxo mitocondrial de acidos graxos para serem
metabolizados, apresentou um aumento nos grupos HF e HFRU quando
comparados ao grupo C (+23,04%, P=0,0377; +38,19%, P=0,0069). Por outro lado,
0S grupos tratados apresentaram aumento quando comparados as suas
contrapartes (HF-a teve uma expesséao de +38,52% que o HF (P=0,0040) e HFRU-a
teve uma expressado de +123,19% que o HFRU (P<0,0001)), como mostra a Figura
15.

A expressao relativa do RNAm para Cidea o quel juntamente com a perilipina-
1 (Plinl) indica aumento da lipdlise, apresentou diminuicdo no grupo HF quando
comparado ao grupo C (-53,72%, P=0,0013) e aumento no grupo HFRU quando
comparado ao grupo C (+58,47%, P=0,0018). Os grupos que receberam tratamento
apresentaram aumento da expressdo de CIDEA quando comparados com suas
contrapartes nao tratadas (+199,17% no HF-a; P<0,0001 e +126,56% no HFRU-a;
P=0,0001), como mostra a Figura 15.

Em paralelo, Plinl codifica a proteina que cobre as goticulas de

armazenamento de lipidios nos adipdcitos, protegendo-os até que possam ser
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quebrados pela lipase horménio sensivel. A expresséo relativa do RNAmM para esse
gene foi menor nos grupos HF e HFRU quando comparados ao grupo C (-77,9%,
P<0,0001; -82,98%, P<0,0001) e maior nos grupos que receberam tratamento
gquando comparados as suas contrapartes nao tratadas (+466,55% no HF-a;
P=0,0001 e +123,95% no HFRU-a; P=0,0021), como mostra a Figura 15.

A expressao relativa do RNAm para Adiponectina, uma adipocina anti-
inflamatoria, ndo apresentou diferenca estatistica no grupo HF quando comparado
ao grupo C, no grupo HFRU apresentou uma diminuicdo quando comparada ao C (-
26,55%, P=0,0068) e apresentou-se aumentada nos grupos tratados em
comparacao com suas contrapartes (+206,69% no HF-a; P<0,0001 e +75,84% no
HFRU-a; P=0,0021) como mostra a Figura 15.

O co-ativador gama 1 alfa ativado por proliferador de peroxissomo (Pgcla) é
um fator chave da regulacéo da biogénese mitocondrial, e também, um regulador da
transcricdo de Ppara e Ucpl. A expresséao relativa do RNAm para esse gene foi
menor nos grupos HF e HFRU quando comparados ao grupo C (-75,75%, P=0,0002;
-83,40%, P<0,0001) e maior nos grupos que receberam tratamento quando
comparados as suas contrapartes nao tratadas (+363,42% no HF-a; P<0,0001 e
+95,03% no HFRU-a; P=0,0151), como mostra a Figura 15.

O fator respiratorio nuclear 1 (Nrfl), que faz o acoplamento mitocondria-
ndcleo para ativar o fator de transcricdo mitocondrial, apresentou expressao relativa
do RNAm sem diferenca estatistica no grupo HFRU quando comparado ao grupo C
e foi maior no grupo HF quando comparado ao grupo C (+40,81%, P=0,0087) e nos
grupos que receberam tratamento quando comparados as suas contrapartes ndo
tratadas (+32,98% no HF-a; P=0,0029 e +21,25% no HFRU-a; P=0,0023), como

mostra a Figura 15.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/peroxisome-proliferator-activated-receptor-gamma-coactivator-1alpha
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/peroxisome-proliferator-activated-receptor-gamma-coactivator-1alpha
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nuclear-respiratory-factor-1
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Figura 15 - Expressao génica por g-PCR no TA
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Legenda: Os valores sdo apresentados como meédia + DP, n = 5. Diferenc¢as significativas entre os

Fonte:

grupos estdo indicadas com os simbolos (P<0,05): a # C; b # HF; ¢ # HF-a; d # HFRU
conforme determinado pelo one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pés
teste T2 de Tamhane.

A autora, 2019.
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5 DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados mostraram que a dieta HF induziu o
whitening do TAMi ap6s um protocolo de 17 semanas em camundongos C57BL/6,
caracterizado por aumento expressivo do tamanho de goticulas lipidicas associado a
menor expressdo de VEGFA, menor expressao de genes termogénicos, ganho de
MC e intolerancia a glicose por via oral. O excesso de frutose alimentar durante o
mesmo periodo ndo causou whitening tdo pronunciado quanto observado no grupo
HF, mas também comprometeu a expressdo de VEGFA do TAMi e reduziu a
expressao de marcadores termogénicos.

Os camundongos do grupo HF-a se beneficiaram do tratamento com agonista
PPARa apresentando: reducéao significativa da MC, diminuicdo da intolerancia oral a
glicose, melhora nos parametros lipidicos, aumento da termogénese adaptativa,
biogénese mitocondrial e na imunomarcacdo de VEGFA, aumento da
multilocularizacdo dos adipocitos marrons e da adiponectina, com reversao do
whitening. Ja os camundongos do grupo HFRU-a, apds o tratamento tiveram, além
de todos os efeitos causados no grupo HF-a: normalizacdo da tolerancia oral a
glicose e atenuacdo do remodelamento adverso causado pelo excesso de frutose no
TAMiI.

Referente a MC, o tratamento com PPARa produziu perda significativa no
grupo HF-a, como ja descrito previamente na literatura em um experimento que
utilizou uma dose similar do WY14643 (agonista PPAR-a) (134). Sabe-se que a
frutose ndo provoca alteragdes significativas na massa corporal, mas acarreta uma
série de alteragbes metabdlicas, incluindo hipertrofia de adipocitos (138). Nao ha
relato na literatura dos efeitos do tratamento com agonista PPAR-a em animais
alimentados com dieta rica em frutose, sendo a perda ponderal observada um
resultado original.

Além disso, o grupo que recebeu uma dieta rica em frutose ndo apresentou
diferenca da sua massa corporal no periodo da indugcédo das alteracbes metabolicas
gquando comparado ao grupo controle, por ambas as dietas serem isoenergéticas
(139). Ja o grupo que recebeu uma dieta rica em lipidios, apresentou aumento da
ingestdo energética (a partir do conteddo dos acidos graxos da dieta) quando
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comparado ao grupo C, resultando em excesso de peso, como mostrado em um
estudo anterior, usando a mesma cepa de camundongos e dieta experimental (140).

Notavelmente, os dois grupos tratados nado apresentaram diferenca no
consumo alimentar em gramatura quando comparados aos respectivos grupos nao
tratados, reforcando que a MC reduzida foi um resultado relacionado diretamente a
ativacdo do PPARaq, descartando a necessidade de um grupo pair-feeding.

O excesso de peso no grupo com HF foi paralelo ao aumento dos depdsitos
de gordura, como estudos anteriores relatam (141, 142). A maior disponibilidade de
acidos graxos € direcionada ao tecido adiposo branco, que funciona como um
tampdo para o excesso de lipidios por sua capacidade de hiperplasia e hipertrofia
(72). A longo prazo, ocorre resisténcia a insulina e acumulo de gordura ectépica
(38). Apesar de mostrar um fenotipo magro, sem excesso de peso, 0S animais
alimentados com HFRU também apresentaram maior quantidade de gordura
corporal quando comparados aos animais do grupo C. Um estudo recente afirma
gue um longo periodo de ingestdo de HFRU causa expansdo dos depdsitos de
gordura e disfuncdo dos adipdcitos brancos por polarizacdo de macréfagos para o
estado M1 (143).

O PPARa regula o metabolismo lipidico envolvendo biogénese mitocondrial,
oxidacao e captacao de acidos graxos e expressao de UCP1 (144, 145). A UCP1 se
encontra localizada na membrana mitocondrial interna e atua como um canal
alternativo aos prétons H+, retornando do espaco intermembranar e, assim, evita a
sintese de ATP e permite que a energia resultante seja liberada como forma de calor
(86, 87).

Desse modo, os grupos HF-a e HFRU-a tiveram um QR menor (proximo a
0,7) do que os grupos nao tratados, e isso aponta para a gordura como fonte de
energia preferencial (146). Esta observacao esta em conformidade com os depositos
de gordura diminuidos e as concentracfes plasmaticas de TAG e sugere que a
perda de MC nos camundongos HF-a e HFRU-a foi resultado de atividade
termogénica favorecida e do uso de lipidios como combustivel. J& foi mostrado que
a ativacdo do PPARJ leva ao uso preferencial de lipidios como combustivel (147,
148), bem como a ativacado do PPARa especificamente no TAMi (134).

As fotomicrografias do TAMi forneceram evidéncias convincentes da
ocorréncia de whitening em camundongos obesos. Os camundongos alimentados

com HF mostraram um aumento incomum de goticulas lipidicas, seguido por um
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declinio significativo na expressdo de UCP1, o que nao foi observado em
camundongos alimentados com a dieta HFRU.

A vascularizacao reduzida, avaliada aqui pela imunomarcacéo para VEGFA, e
o estado hipdxico precedem a perda mitocondrial durante o desenvolvimento do
embranquecimento do adip6cito marrom (12). O grupo HF mostrou perda da
expressdo do VEGFA, resultando em uma capacidade diminuida desses adipdécitos
marrons realizarem termogénese devido a estimulagdo [B-adrenérgica reduzida
(149). A rarefacao vascular leva a disfuncdo adipocitaria marrom com a aquisicéo de
um fendtipo branco, como observado o grupo HF.

Em contraste, as fotomicrografias mostraram um resgate da
multilocularizacdo no TAMi de camundongos HF-a. Este resultado lanca luz sobre
um novo papel do PPARa, pois o grupo HF-a mostrou imunomarcacao positiva do
VEGFA. O VEGFA derivado do tecido adiposo potencializa a termogénese por
estimulacdo beta-adrenérgica e ainda desencadeia a lipolise e o escurecimento do
tecido adiposo branco (150). Nossos resultados propéem um papel da ativacdo do
PPARa no combate ao whitening por inducéo de VEGFA e seus efeitos lipoliticos e
termogénicos.

Embora a dieta HFRU néo tenha causado disfuncdo completa dos adipd6citos
marrons, o grupo HFRU mostrou reduzida imunomarcacdo de VEGFA e da
expressao génica de RB3a, sugerindo que o whitening possa ocorrer com a ingestao
prolongada de HFRU. A recuperacdo da multilocularizacdo nos adip6citos marrons
nos grupos HF-a e HFRU-a também estd correlacionada com a capacidade do
PPARa de induzir B-oxidacdo mitocondrial de &cidos graxos. Camundongos com
oxidacao de acidos graxos deficiente no TAMi séo intolerantes ao frio (151), portanto
a B-oxidacdo € crucial para manter o fenotipo marrom no adipécito e sua ativacao
termogénica (152, 153).

A ativagdo do PPARa causou aumento da expressao de Cptlb, um gene
mitocondrial ligado a utilizacdo de acidos graxos e a capacidade de oxidacdo. A
inibicdo de Cptlb fornece atividade mitocondrial reduzida em adipocitos marrons
(154). Além disso, camundongos submetidos ao frio apresentam alta expresséao de
CPT1b no TAMi, aumentando a oxidac&o de acidos graxos (155). E importante notar
que a ativacdo do PPARa produziu uma expressdo aumentada de Plinl e Cidea,
que é indicativo de um estado de lipdlise aumentada (155, 156). PLIN1 é uma
proteina residente da goticula lipidica (156), e Cidea é um gene que mostra
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expressdo aumentada em adipécitos marrons competentes (87). Um estudo recente
mostra que a exposicdo ao frio induz a expressao de Plinl e Cidea, facilitando a
hidrolise de TAG e melhorando a disponibilidade de acidos graxos para a producao
de calor, destacando uma estreita relacéo entre a dinamica das goticulas lipidicas e
0 metabolismo mitocondrial (156).

A termogénese adaptativa depende da ativacao simpética, que induz a lipdlise
pela ativacdo do PLIN1 (157). O agonista do PPARa aumentou a sinalizagao
adrenérgica com maior expressdo de Rf33a e Bmp8b em camundongos alimentados
com HF e HFRU. RB3a atua como iniciador da via termogénica (158), enquanto o
Bmp8b atua de maneira central para aumentar a producdo simpatica no sitio
termogénico e localmente para ampliar a resposta termogénica ao estimulo
adrenérgico (159). O camundongo knockout para Bmp8b se torna mais obeso do
gque o camundongo selvagem quando alimentado com uma dieta HF, enquanto a
ablacdo de PPARa torna os roedores mais propensos a obesidade devido a menor
capacidade de usar lipidios como combustivel para a termogénese (17, 159). Isto
sugere o Bmp8b como um gene alvo para o PPARAa.

Em conjunto com a UCP1, a termogénese necessita do aumento do contetdo
mitocondrial que é regulado pelo PGC17a que age ativando o NRF1, este por sua vez
regula a expressao de varios genes envolvidos na funcdo e na biogénese
mitocondrial, incluindo fator de transcricdo mitocondrial A (TFAM) (78, 156, 160). Os
niveis de PGC7a e NRF1 foram aumentados nos grupos que receberam tratamento,
confirmando que a maior multilocularizacao foi seguida pelo aumento do contetudo
mitocondrial para realizar a termogénese. O aumento da temperatura corporal nos
grupos HF-a e HFRU-a adicionado aos resultados do QR nos permitiu inferir que a
perda de MC resultou do aumento da termogénese usando lipidios como
combustivel preferencial.

A adiponectina é uma adipocina envolvida no controle do metabolismo da
gordura e da sensibilidade a insulina, com atividades antidiabéticas, antiaterogénicas
e anti-inflamatérias diretas, além de regular a termogénese (161). A exclusdo do
gene da adiponectina limita a ativacdo adrenérgica e regula negativamente o0s
receptores 3-adrenérgicos, a sinalizacéo da insulina e a via AMPK-SIRT1 no TAMi,
comprometendo a termogénese (161). A expressao ¢génica aumentada da
adiponectina nos grupos HF-a e HFRU-a esta de acordo com a termogénese
aprimorada detectada nesses grupos através do aumento da expressdo da Ucpl
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adicionada a alta temperatura corporal. As principais descobertas estdo resumidas

na Figura 16
Figura 16 - Resumo gréfico dos resultados
Whitening \ @Termogénese
Induzido por dieta HF & \ 0y

Adipocito marrom
competente

Nota: O agonista PPARa neutralizou o whitening do TAMi, estimulando o SNS e
seus efeitos termogénicos a jusante (VEGFA, B3ar, Bmp8b), lipdlise (Plinl e
Cidea), p-oxidacao (Cptlb) e biogénese mitocondrial (Pgcla e Nrfl), todos os
quais favoreceram a termogénese (Ucpl) usando lipidios como combustivel.

Fonte: A autora, 2019.
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CONCLUSAO

A dieta HF foi capaz de induzir o whitening no TAMi de camundongos
C57BL/6, enquanto o excesso de frutose determinou um acumulo mais discreto de
goticulas grandes de lipidio nesse compartimento adiposo. O tratamento foi capaz
de reverter o withening no grupo HF-a a partir da termogénese favorecida,
sustentada por estimulacdo B3-adrenérgica aumentada, lipdlise e vascularizacao
adipocitaria marrom. Ambos os grupos tratados apresentaram diminuicdo da MC,
melhora do metabolismo lipidico com reducdo do acumulo de gordura branca e da
concentracdo plasmatica de TAG e diminuicdo da intolerancia oral a glicose, todos
relacionados ao uso preferencial de lipidios como combustivel para termogénese e
dissipacdo de energia em forma de calor. Sendo assim, € possivel dizer que o
tratamento com agonista PPARa pode ser um alvo para combater a disfungéo

adipocitaria marrom na obesidade.
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