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RESUMO

OLIVEIRA, Daiana Araujo de Santana. Efeitos da associacdo do agonista PPAR-alfa e
Inibidor da Dipeptidil Peptidase 4 na inducéo de adipdcitos bege no tecido adiposo branco
subcutaneo de camundongos obesos. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

O consumo excessivo de gordura saturada na dieta causa um desequilibrio na
homeostase energética, que € uma das principais causas para o desenvolvimento da obesidade
e, consequentemente, da disfuncdo adipocitéria. Os receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma-alfa (PPAR-a) desempenha um papel primordial no browning dos adipdcitos
brancos, assim como os inibidores da dipeptidil peptidase 4 (DPP-4i) podem melhorar a
termogénese. Este estudo procurou avaliar a associacdo do agonista PPAR-a (WY14643) e do
DPP-4i (linagliptina) na remodelagdo subcutanea do tecido adiposo branco e inducdo da
termogénese em camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura. Quarenta
camundongos C57BL/6 machos (trés meses de idade) foram designados aleatoriamente para
receber uma dieta de controle (C, 10% de energia como lipidios) ou uma dieta rica em
gordura (HF, 50% de energia como lipidios) por doze semanas. Entdo, cada grupo foi
subdividido em dois grupos para iniciar o tratamento que durou cinco semanas: C, CT (dieta
C mais agonista PPAR-a e DPP-4i), HF, HFT (dieta HF mais agonista PPAR-a ¢ DPP-4i). Os
medicamentos foram misturados as dietas na dose de 2,5 mg/kg de massa corporal para
WY14643 e 15 mg/kg de massa corporal para linaglipina. Os animais do grupo HF
apresentaram excesso de peso, intolerancia oral a glicose, hipertrofia adipocitaria, acimulo
substancial de gordura intra-abdominal e subcutanea. Por outro lado, o tratamento foi capaz
de normalizar estes parametros, além de aumentar a temperatura corporal, a presenca de
adipdcitos multiloculares (bege) e a alta expressdo dos genes marcadores termogénicos. Estas
observacBes apontam para a ativacdo da cascata marrom no tecido adiposo branco subcutaneo
concomitante com efeitos antiinflamatorios perceptiveis e alivio do estresse do reticulo
endoplasmatico. Assim, a associagdo do agonista PPAR-a com o DPP-4i surge como um alvo
promissor para o controle da obesidade através da inducdo de células bege e termogénese
adaptativa.

Palavras-chave: Obesidade. PPAR-a. DPP4i. Adipdcitos bege. Termogeénese.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Daiana Araujo de Santana. Effects of the association of the PPAR-alpha agonist
and Dipeptidyl Peptidase 4 inhibitor on the induction of beige adipocytes in the subcutaneous
white of obese mice. 80f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2021.

Excessive dietary intake of saturated fat causes an imbalance in energy homeostasis,
which is one of the leading causes for the development of obesity and, consequently,
adipocyte dysfunction. Peroxisome proliferator-activated receptor-o (PPAR-a) plays a
paramount role in the browning of white adipocytes, as well as dipeptidyl peptidase-4
inhibitors (DPP-4i) can enhance thermogenesis. This study sought to evaluate the association
of the PPAR-alpha agonist (WY14643) and DPP-4i (linagliptin) on the subcutaneous white
adipose tissue remodeling and thermogenesis induction in mice fed a high-fat diet. Forty male
C57BL/6 mice (three months old) were randomly assigned to receive a control diet (C, 10%
energy as lipids) or a high-fat diet (HF, 50% energy as lipids) for twelve weeks. Then, each
group was subdivided into two groups to start the treatment that lasted five weeks: C, CT (C
diet plus PPAR-a agonist and DPP-4i), HF, and HFT (HF diet plus PPAR-a agonist and DPP-
4i). Drugs were mixed to the diets at a dose of 2.5 mg/kg body mass for WY 14643 and 15
mg/kg body mass for linagliptin. The animals in the HF group showed overweight, oral
glucose intolerance, adipocyte hypertrophy, substantial accumulation of intra-abdominal and
subcutaneous fat. Conversely, the treatment was able to normalize these parameters, besides
increasing the body temperature, the presence of multilocular adipocytes (beige), and the high
expression of thermogenic markers genes. These observations point to the activation of the
browning cascade in the subcutaneous white adipose tissue concomitant with noticeable anti-
inflammatory effects and endoplasmic reticulum stress alleviation. Hence, the association of
the PPAR-a agonist with DPP-4i emerges as a promising target for obesity control through
the induction of beige cells and adaptive thermogenesis..

Keywords: Obesity. PPAR-a. DPP-4i. Beige adipocytes. Thermogenesis.
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INTRODUCAO

A crescente prevaléncia da obesidade em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
vem sendo considerada uma pandemia global (1), cuja presenca aumenta o0 risco de
comorbidades por doengas cronicas, como diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doengas
cardiovasculares, esteatose hepatica e alguns tipos de cancer (2, 3). Entre os multiplos fatores
etioldgicos da obesidade, destacam-se as mudancas do comportamento alimentar e estilo de
vida, principalmente pelo maior consumo de alimentos processados associado ao
sedentarismo (4, 5).

O consumo excessivo de gordura saturada promove desequilibrio na homeostase
energética e se correlaciona com o aumento da massa corporal (6, 7) e disfuncionalidade do
tecido adiposo branco (TAB), resultando em modificacGes histologicas dos adipocitos
(hipertrofia e hiperplasia), resisténcia a insulina, inflamacéo, reducdo da termogénese e
secrec¢do alterada de adipocinas (8).

Na ultima década, foram detectados adip6citos beges em locais correspondentes ao
TAB (9, 10). Essas células sdo originadas pela diferenciacdo de células precursoras ou
modificacdo de células brancas maduras (11). Apresentam gen6tipo de gordura branca, mas
ao serem estimuladas assumem caracteristicas multiloculares e atividade termogénica pela
expressao elevada da proteina desacopladora-1 (UCP1), caracteristicos dos adipocitos
marrons (12).

Esse processo conhecido como browning, ocorre frequentemente no tecido adiposo
branco subcutaneo (TABSs), esta relacionado ao combate da obesidade e resisténcia a insulina
provocadas por dieta hiperlipidica, uma vez que o aumento do gasto energético pela maior
atividade termogénica reduz o acumulo de gordura pela conversdo da energia quimica em
calor (13).

A disfuncdo do tecido adiposo na obesidade tem implicacBes na reagdo inflamatoria.
Recentemente, a ativagdo do TLR4 (receptor toll-like 4) prejudicou a termogénese adaptativa
e inibiu o browning dos adipdcitos brancos, além de aumentar a liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias, que esta associada ao estresse do reticulo endoplasmatico (RE) e disfungéo
mitocondrial (14, 15).

A disfuncéo do tecido adiposo na obesidade tem implicacBes na reacdo inflamatoria.
Recentemente, a ativacdo do TLR4 (receptor toll-like 4) prejudicou a termogénese adaptativa

e inibiu o browning dos adipdcitos brancos, além de aumentar a liberagdo de citocinas pro-
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inflamatorias, que estd associada ao estresse do reticulo endoplasmético (RE) e disfungéo
mitocondrial (14, 15).

Neste contexto, os receptores ativados por proliferadores de peroxissomas (PPARS)
sdo fatores de transcri¢do encontrados no citoplasma de grande importancia para o controle de
distarbios metabolicos (16), pois seus genes alvos codificam proteinas imprescindiveis para
diferenciacdo de adipdcitos, oxidacgdo lipidica, biogénese mitocondrial e desacoplamento de
energia mitocondrial efetuado pela UCP1 (17).

A isoforma PPAR-alfa (PPAR-a) ¢ essencial na regulacdo da homeostase lipidica
através do metabolismo oxidativo, exercendo um papel crucial no processo de browning (18,
19). A ativacdo farmacologica do PPAR-o restaura a massa corporal, restabelece a
sensibilidade a insulina e induz a formacéo de adipdcitos bege (9, 20)

A dipeptidil peptidase- 4 (DPP-4) é uma adipocina com secrecdo excessiva na
vigéncia da obesidade, correlacionando-se com a hipertrofia dos adipdcitos e inflamacéo
mediada por macréfagos no tecido adiposo (21, 22). A linagliptina é um inibidor da DPP-4
(DPP4i) que impede a rapida degradacao das incretinas (23, 24), e recentemente induziu a
termogénese adaptativa e polarizacdo de macrofagos para o fenotipo M2 em camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica (25).

Neste cenario, foi demonstrado que a associacdo do agonista PPAR-a e linagliptina
exerceu efeitos benéficos sobre o eixo intestino-figado, atenuando a esteatose hepética em
animais alimentados com dieta rica em frutose (26). Este resultado pode implicar no
favorecimento da termogénese por reducdo da disbiose, visto que alteracbes no eixo intestino-
adiposo precedem alteracdes hepéticas oriundas da obesidade (27).

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo principal avaliar os efeitos da
associacdo do agonista PPAR-a WY14643 com o DPP4i linagliptina sobre o remodelamento
do tecido adiposo branco subcutaneo num modelo experimental de obesidade, com énfase na
inducdo de celulas adiposas beges e termogénese associada, sendo de carater inovador, ja que
ndo ha relatos na literatura dos efeitos da associacdo da ativacdo do PPAR-a com o0 DPP4i

(linagliptina) na possivel maximizacao do fenomeno “browning”.



18

1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Obesidade

A obesidade é uma doenca cronica de etiologia multifatorial sendo considerada um
desafio para saude publica global (28), visto que sua prevaléncia vem aumentando
drasticamente em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (4). De acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), obesidade é definida como acumulo excessivo de
gordura decorrente da ingestdo energética maior que o gasto de energia durante um longo
periodo de tempo, promovendo um balango energético positivo com efeitos deletérios a satde
(29).

O Sobrepeso e a obesidade estdo relacionados a diversos fatores como genéticos,
ambientais, sociais, sedentarismo e alimentacdo inadequada (30). O excesso de peso,
enguanto pandemia, é decorrente principalmente da mudanca do comportamento alimentar e
estilo de vida, caracterizadas pelo consumo excessivo de gordura saturada e agUcares simples,
associado com a inatividade fisica (5, 31).

As Ultimas décadas foram determinadas por mudancas no padrdo dietético que
levaram a chamada transicdo nutricional, onde alteracdes quantitativas e qualitativas da dieta
culminaram no aumento de doengas crénicas nao transmissiveis (2, 6). O aumento da ingestdo
energética, associado a reducdo no gasto, leva a um balango energético positivo, fazendo com
que o organismo, em desequilibrio, estoque mais gordura. Consequentemente, promove 0
aumento da massa corporal (MC) total, que ao perdurar por um longo tempo resulta no
desenvolvimento do sobrepeso e, posteriormente, da obesidade (32).

As novas praticas alimentares e sedentarismo resultaram em dados preocupantes de
mais de 1,9 bilhdes de pessoas com sobrepeso, sendo um terco desse grupo portador de
obesidade, representando em média 13% da popula¢cdo mundial maior de 18 anos (33). Além
disso, o maior risco de DM2, resisténcia a insulina (RI), dislipidemias e doencas
cardiovasculares sao atribuidos ao sobrepeso e obesidade (34).

No Brasil, a crescente prevaléncia de sobrepeso e obesidade na populacdo adulta é
igualmente alarmante. De acordo com dados do altimo Vigitel Brasil (Vigilancia de fatores de
risco e protecdo para doengas cronicas por inquérito telefonico), realizado em 2019 pelo

Ministério da Saude (35), 0 nimero de pessoas com obesidade apresentou um aumento de
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72% desde 2006, representando atualmente 20,3% da populacéo brasileira. A frequéncia de
excesso de peso foi de 55,4%, correspondendo a mais da metade da populagédo, sendo
ligeiramente maior entre homens (57,8%) do que entre mulheres (53,9%). Essa pesquisa
também apontou que 7,4% dos brasileiros sdo diabéticos e 24,5% hipertensos.

Diversos estudos mostraram que a presenca da obesidade promove uma desregulagédo na
homeostase corporal e desencadeia hipertrofia dos adipécitos brancos (9, 36). A obesidade,
enquanto doenca inflamatoria, é caracterizada pela infiltracdo de macrofagos que apresentam
um fendtipo pré-inflamatorio (M1) no tecido adiposo (TA), os quais liberam quantidade
excessiva de citocinas (37). Recentemente, foi demonstrado que o aumento de fatores
secretados por macréfagos prejudicam a diferenciacao de células adiposas em humanos (38).

O aumento da expressao de citocinas, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e a
interleucina (IL)-6, levam ao desenvolvimento de um estado inflamatério de baixo grau,
induzindo de forma marcante o risco de comorbidades a ela associadas, tais como: RI,
dislipidemia, hipertenséo arterial sistémica (HAS), aterosclerose, doenca cardiovascular,
DM2, e Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcéolica (DHGNA) (39). Essas desordens, quando
associadas em um individuo, configuram a sindrome metabdlica (SM) que tem como
principal componente a obesidade (40). Na Figura 1, abaixo, observamos de forma
esquematizada a obesidade e suas comorbidades associadas.

Figura 1 - A obesidade e suas comorbidades
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Nota: O desequilibrio entre a ingestdo alimentar e o gasto de energia gera um
balanco energético positivo, com acimulo de gordura e obesidade.
Essa desencadeia uma série de disfuncfes em diversos tecidos.

Fonte: A autora, 2021.
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A leptina também estard aumentada na vigéncia da obesidade pelo aumento na massa
adiposa, caracterizando a hiperleptinemia, a qual promove desregulagdo do eixo adipoinsular,
promovendo perda da capacidade supressora da leptina sobre a secrecdo de insulina pela
célula beta pancreéatica e conduzindo ao quadro de hiperinsulinemia e resisténcia a insulina
(41, 42).

O consumo excessivo de gordura, antes visto como determinante para génese de
obesidade pela maior densidade energética, tem sido avaliado do ponto de vista qualitativo (7,
43). Dessa forma, 0 excesso de gordura saturada apresenta maior relacdo com o aumento de
MC e comorbidades, enquanto &cidos graxos poliinsaturados de cadeia longa podem modular
0 gasto energético e reduzir a adiposidade (7, 44).

O Indice de Massa Corporal (IMC) (IMC= peso em kg / altura em m2) é o pardmetro
mais utilizado para diagnosticar e avaliar o grau de obesidade, sendo sua principal vantagem a
possibilidade de ser interpretado em correlagdo com dados de referéncia nacionais dos niveis
de adiposidade, morbidade e mortalidade em adultos (45). Entretanto, o IMC isolado néo
fornece informac6es sobre a composicao 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 (46).

A distribuicdo de gordura corporal também desempenha um importante papel no risco
metabolico. O aumento de gordura intra-abdominal e visceral (obesidade central) proporciona
um alto risco de alteracbes metabdlicas, enquanto a elevacdo da gordura subcutdnea
(obesidade periférica) exerce pouco ou nenhum risco (47).

A reducdo da MC ¢ o pilar do tratamento da obesidade e consequente reducdo das
comorbidades associadas. As atuais estratégias de combate a obesidade e transtornos
relacionados sdo classificadas em trés categorias principais: mudancas de estilo de vida,
terapia farmacoldgica e cirurgia bariatrica (48). A modificacdo do estilo de vida envolve uma
combinacdo de mudangas comportamentais, dieta e atividade fisica (49, 50). A utilizacdo de
farmacos é uma estratégia para amenizar os efeitos deletérios causados pelas comorbidades
(51). Na Figura 2, abaixo, observamos de forma esquematizada fatores que podem atenuar ou

promover a obesidade.
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Figura 2 - Eutrofia e Obesidade
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Nota: Esquema representativo de fatores que podem atenuar a obesidade como uma alimentagcdo adequada,
atividade fisica e sono adequado. A direita, demonstramos fatores que podem promover a obesidade
como alimentagdo baseada em bebidas agucaradas e fast-food, sedentarismo, estresse e genética.

Fonte: A autora, 2021.

O modelo experimental amplamente utilizado para estudos cientificos em obesidade
sdo os camundongos da linhagem C57BL/6 alimentados com dieta hiperenergética (que
mimetiza as dietas ocidentais), visto que desenvolvem obesidade central, hiperinsulinemia,
hiperglicemia e hipertensdo semelhante a de humanos. Esse modelo é conhecido como
“obesidade induzida por dieta” (DIO) (52, 53)

1.2 Modelo experimental de obesidade: Dieta hiperlipidica em camundongos C57BL/6

Como ja descrito anteriormente, 0 consumo excessivo de uma dieta rica em gordura
saturada leva ao desenvolvimento da obesidade (7), acarretando o aumento dos niveis de
acidos graxos (AGs), com favorecimento da lipogénese, e maiores taxas de lipolise no TAB.
Este excedente leva ao acimulo de gordura ectopica, amplificando diversos efeitos deletérios,
como dislipidemias, esteatose hepatica, falha na sinalizacdo da insulina, ativacdo da
gliconeogénese e hiperglicemia (54). Dessa forma, este quadro esta inversamente relacionado
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com a sensibilidade a insulina, contribuindo para o declinio da fungdo das células beta, um
preditor da DM2 (40, 55).

O metabolismo de lipidios envolve varias vias que sdo interdependentes. O balanco
entre a deposicdo e a mobilizacdo de lipidios do tecido adiposo vai ser responsavel por
determinar o contetdo de gordura corporal. Os AGs sdo as formas de energia mais
comumente armazenadas e circulantes, e os triacilgliceréis (TAGS) sdo as formas mais
comuns de armazenamento de &cidos graxos. Os AGS/TAGS podem ser provenientes de
quatro fontes: lipogénese de novo, depositos de TAGS citoplasmatico, AGs derivados de
triacilglicerdis de lipoproteinas remanescentes diretamente absorvidos pelo figado, e acidos
graxos nao esterificados plasmaticos (NEFA) liberados pelo tecido adiposo (56).

Camundongos da linhagem C57BL/6 alimentados com dieta rica em gordura
representam um valioso modelo experimental em trabalhos cientificos de obesidade e DM2
(57). Estudos demonstram que essa cepa é capaz de se tornar obesa, resistente a insulina,
intolerante a glicose e hipertenso em resposta ao consumo de uma dieta hiperlipidica. Por esse
motivo, é considerado um excelente modelo da SM humana. Além disso, permanece magro e
fisicamente normal quando restrito a ragdo com baixo teor de gordura(52, 58).

Roedores C57BL/6 apresentam uma maior eficiéncia alimentar, dessa forma o ganho
de peso decorrente de uma dieta hiperlipidica ndo ocorre simplesmente como resultado da
hiperfagia ou baixos niveis de atividade fisica. A adiposidade central que esses camundongos
desenvolvem é acompanhada de alteracdes metabdlicas que se manifestam antecipadamente.
Nesse contexto, quatro semanas de dieta rica em gordura € 0 tempo necessario para €sses
animais desenvolverem hiperglicemia, tendo sua rapida progressdo para o diabetes e
obesidade. Por outro lado, a hiperplasia e hipertrofia dos adipécitos € totalmente manifestada
com 16 semanas de inducdo dietética (52). O remodelamento do TAB parece ser uma
caracteristica marcante dessa espécie, uma vez que a apoptose dos adipdcitos ocorre apos 16
semanas de inducdo dietética e contribui para inflamacdo e resisténcia a insulina (59).

A capacidade dos camundongos C57BL/6 se adaptarem a resisténcia a insulina,
melhorando a secre¢do desse hormdnio é semelhante & adaptacdo dessa alteracdo metabdlica
observada em humanos (58). Contudo, existem diferencas importantes que limitam esse
modelo experimental alimentado com dieta rica em gordura no estudo do diabetes (60).
Enquanto camundongos com DIO apresentam um aumento 2-3 vezes no volume das células
beta (61), na obesidade humana s&o relatados aumentos de 20-50% no volume das células
beta (62).



23

O consumo excessivo de gordura saturada na dieta promove desequilibrio na
homeostase energética, sendo essa uma das principais causas para o desenvolvimento da
obesidade (63). A demanda constante de processamento e armazenamento de lipidios
influencia o funcionamento dos adipdcitos, incluindo hipertrofia, secrecdo alterada de
adipocinas com predominio das pro-inflamatdrias, resisténcia a insulina, maior producdo de
espécies reativas de oxigénio, inflamacdo de baixo grau e estresse do RE (64).

Estudos com animais demonstram que a ingestdo continua de uma dieta rica em
gordura saturada promove danos metabdlicos semelhantes aos humanos quando desenvolvem
excesso de peso (65). Em camundongos, foi observado que a gordura e o colesterol atuam
sinergicamente na indugdo de danos hepaticos, como esteatose hepatica, reducdo dos niveis de
adiponectina e inflamacéo no tecido adiposo. A citotoxicidade do colesterol livre é explicada
pela inducdo de apoptose em macrofagos mediada por estresse do RE (66, 67).

A necrose dos adipocitos que ocorre na obesidade é causada pelo excessivo estresse do
RE e hipdxia (68). Além disso, a ingestdo cronica da dieta rica em gordura promove
glicolipotoxicidade em camundongos induzidos a obesidade, visto que além de aumentar o
acumulo lipidico nos hepatdcitos, também aumenta os niveis de glicose no sangue (69, 70).

Dietas ricas em gordura saturada conduzem a alteragdes na microbiota intestinal, pois
alteracdes na dieta promovem disbiose e aumentam permeabilidade intestinal (71). Dessa
forma, ocorre translocacdo de bactérias e toxinas produzidas por elas do limen intestinal para
0 sangue com consequéncias para termogénese adaptativa e metabolismo hepatico (72, 73).
No TA, altos niveis circulantes dessas toxinas reduz a formacédo de adipdcitos bege, além de
afetar o funcionamento do tecido adiposo marrom (TAM) (whitening) (15, 74). Na Figura 3,
abaixo, observamos de forma esquematizada a diferenca entre camundongos C57BL/6

alimentados com dieta normolipidica e hiperlipidica.
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Figura 3 - Dieta normolipidica x dieta hiperlipidica
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Nota: Esquema representativo de camundongo da linhagem C57BL/6 alimentados com
diferentes tipos de dieta. A esquerda camundongo C57BL/6 alimentado com dieta
normolipidica que permanece magro e fisicamente normal e a direita camundongo
C57BL/6 alimentado com dieta hiperlipidica com DIO.

Fonte: A autora, 2021.

1.3 Tecido adiposo

O TA é um 6rgao essencial para manutencdo do equilibrio energético, sendo de grande
importancia na génese da obesidade. Os Adipdcitos sdo células altamente especializadas no
desempenho de fungdes reguladoras na homeostasia. Dois tipos de TA, caracterizados por
especificas localizagdes anatdmicas, estruturas morfologicas e fungdes sdo tradicionalmente
descritos em mamiferos: 0o TAB e 0 TAM (47, 75).

O TAB é o principal reservatorio energético do organismo, estocando lipidios na
forma de TAGS em grandes goticulas lipidicas nos adipdcitos brancos. Em tempos de
necessidade caldrica, como por exemplo em periodo de privacdo alimentar, essa reserva
energética serd mobilizada. As lipases hidrolisam os TAGS liberando glicerol e AGs na
corrente sanguinea para serem utilizados, processo denominado como lip6lise (76).

Os adipdcitos brancos maduros correspondem entre um e dois tercos do total de
células do TA, possuem uma unica e macro goticula lipidica ocupando a maior parte do
volume celular (80-85%), com baixa densidade mitocondrial e com o nucleo deslocado para
periferia com consequente achatamento. As células restantes desse tecido séo parte da fracéo
estromal vascular envolvendo fibroblastos, células endoteliais, macrofagos, células

mesenquimais e pré-adipdcitos. O TAB se desenvolve em varios locais anatdmicos sendo
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dividido em depositos viscerais (ao redor dos 0Orgdos - mesentérico, retroperitoneal,
perigonadal e omental) e depdsitos subcutaneos (sob a pele e inguinal) (77, 78).

O TAB era descrito inicialmente apenas como um 6rgdo armazenador de energia,
entretanto desde a descoberta da leptina é reconhecido como um 6rgdo metabolicamente ativo
de natureza enddcrina (79). Como um érgdo enddcrino extremamente ativo, o TA secreta uma
grande variedade de hormonios, citocinas, fatores de crescimento e fatores vasoativos que
conjuntamente sdo denominadas adipocinas e possuem fungdes secretoras de carater
autocrino, paracrino e endocrino em varias vias metabolicas (80).

O ganho de peso excessivo promove modificagdo histologica dos adipdcitos, secrecdo
alterada de adipocinas com perfil pro-inflamatério (TNF-o e a IL-6), diminuicdo da
sensibilidade a insulina, e mudanca no perfil das células imunes residentes no TA, o0 que leva
a uma inflamacéo crénica de baixo grau (81).

A elevacdo da massa adiposa, ocorrida na obesidade, é determinada pelo aumento do
tamanho do adipécito (hipertrofia) e/ou do seu nimero (hiperplasia). O TABs é o maior
depdsito de gordura, sendo o local preferido de armazenamento do excesso de lipidio. A
expansdo de adipdcitos maduros ocorre em resposta a ativacdo de suas acdes metabdlicas
tipicas, a lipogénese. Por outro lado, o aumento do nimero de adipécitos depende da
diferenciacdo de pré-adipocitos em adipécitos, processo denominado adipogénese. Contudo,
os adipécitos possuem uma capacidade limitada de expansdo e quando seu crescimento atinge
um grau maximo, com acumulo acima do suportado pela célula, ha recrutamento de novos
adipdcitos ou pode desencadear aumento dos AGs no plasma com acumulo ectépico em
outros 6rgaos, como figado, coracdo e musculos, processo identificado como lipotoxicidade
(82, 83).

O TAM possui como principal funcdo a dissipagdo de energia em forma de calor,
conhecida como termogénese, estando intimamente relacionado ao gasto energético (84). Foi
inicialmente descrito pela sua funcdo em mamiferos hibernantes e criancas, dada sua
capacidade de liberacdo de calor para manutencdo da temperatura corporal em resposta ao frio
(12, 85).

Os adipdcitos marrons sdo células poligonais de caracteristica multilocular, pois
possuem muitas goticulas lipidicas citoplasmaticas de diferentes tamanhos, apresentam
citoplasma relativamente abundante, nicleo esférico e ligeiramente excéntrico e numerosas
mitocdndrias que produzem energia pela oxidacao de &cidos e conferem a cor amarronzada ao
tecido (10). O tecido também ¢é intensamente vascularizado e inervado pelo Sistema Nervoso

Simpatico (SNS). A localizacdo classica do TAM em humanos é na regido interescapular;


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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podendo ser encontrado em sitios cervicais, paravertebrais e perirrenais em menor quantidade
(12, 78, 86, 87).

Os adipdcitos beges foram descritos recentemente como um novo tipo celular presente
no TABs, originados a partir do escurecimento (Browning) dos adipdcitos brancos, e possuem
as propriedades e caracteristicas oxidativas do TAM. S&o, portanto, células que constituem
um tecido especializado no gasto energético, mediante variados estimulos. Sdo originados a
partir do estimulo adrenérgico, pela transdiferenciacdo de pré-adipdcitos brancos ou da
diferenciacdo a partir de pré-adipdcitos beges, ndo possuindo precursor comum com 0S
adipdcitos marrons. Os adipdcitos subcutaneos sdo mais propensos ao browning do que 0s
adipdcitos viscerais, pelo fato dos adipécitos subcutaneos serem predominantemente menores
e possuirem um maior potencial de diferenciacdo (12, 88). Sdo caracterizados por citoplasma
abundante, com armazenamento multilocular, alta densidade mitocondrial, que permite a
termogénese adaptativa apds estimulo (75). O Quadro 1 a seguir resume as principais
caracteristicas dos diferentes tipos de adipocitos, e a Figura 4 esquematiza os adipdcitos

branco, marrom e bege.

Quadro 1 - Diferenca entre os adipdcitos brancos, marrons e beges

Adipécito Branco  Adip6cito Marrom Adipdcito Bege

Transdiferenciagédo

Células tronco Linhagem miogénica | de células tronco

Origem mesenquimais do (Myf5+) mesenquimais do
TAB TAB
Armazenamento Dissipacdo de Termogénese
Funcéo lipidico energia quimica. adaptativa
Goticula lipidica Unilocular Multilocular Multilocular
Densidade ] o
_ ) Baixa Alta Média
Mitocondrial

Subcutanea ou

Localizagéo em wal]
ectopica

Humanos

Interescapular,
cervical,
paravertebral,
perirenal

Supraclavicular e
subcutanea

Nota: Caracteristicas dos diferentes tipos de tecido adiposo.

Fonte: A autora, 2021.
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Figura 4- Representacdo esquematica dos adipdcitos

Adipdcito branco Adipocito marrom Adipocito bege

s

Nota: Esquema representativo dos trés tipos de adipdcitos, e suas configurag@es estruturais.
Fonte: A autora, 2021.

1.4 Adipogénese

O tecido adiposo, assim como musculo e 0sso, é de origem mesoderma. As células-
tronco mesenquimais foram inicialmente identificadas na medula dssea humana pés-natal e
tém sido utilizadas para modelar a diferenciacdo do mesoderma. Elas sdo células
multipotententes capazes de se diferenciarem em varias linhagens celulares, como adipdécitos,
osteoblastos, condrdcitos, mioblastos e tecido conjuntivo (47).

O TAM se desenvolve significativamente mais cedo que o TAB (durante a vida fetal),
isso porque sua funcdo é proteger o recém-nascido contra o frio. Em contraste, o
desenvolvimento do TABs, embora comece ainda no Utero materno, ocorre principalmente
apos o nascimento quando os adipocitos brancos que sdo especializados em armazenar
lipidios s&o necessarios para fornecer energia em periodos de jejum. Além disso, TAB e TAM
tém diferentes origens e células progenitoras na adipogénese (75, 89).

O processo de diferenciacdo dos adipocitos brancos ocorre em quatro estdgios. O
primeiro estagio refere-se aos precursores mesenquimais, os pré-adipdcitos diferenciam-se
dessas células. O proximo estagio € a expansao clonal das células, seguida da diferenciacao
terminal, na qual ocorre a ativacdo transcricional de genes especificos de adipdcitos, como
genes relacionados com o metabolismo de lipidios e de carboidratos. Por fim, origina-se o
adipdcito maduro, caracterizado pela ocorréncia de grandes goticulas de lipidios revestidas
pela proteina perilipina (PER), a qual controla o metabolismo de lipidios dos adipdcitos, bem

como pela expressdo de diversos genes especificos, como o fator de transcricdo Receptor
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ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-y), o hormdnio leptina e o
transportador de glicose (GLUT)-4. O processo de diferenciacdo de um adipdcito depende da
ativacdo de uma cascata de fatores de transcricdo especificos, entre os quais se destacam o
PPAR-y e o C/EBPs (proteina ligadora de CCAAT), que desempenham papel fundamental na
complexa cascata transcricional que ocorre durante a adipogénese (47, 75).

Em contraste com os adipdcitos brancos, os adipocitos marrons sdo originarios da
linhagem miogénica de células progenitoras positivas para Myf5. A diferenciacdo de pré-
adipdcitos marrons em adipocitos marrons é controlada pela transformacdo de proteinas da
familia do fator de crescimento-p, como a proteina morfogenética O6ssea (BMP)-7 e a
miostatina. Além disso, a sinalizacdo Wnt é conhecida por suprimir a diferenciacdo dos pré-
adipdcitos em adipdcitos marrons. Na linhagem miogénica positiva para Myf5, o complexo
transcricional proteina 16 contendo o dominio PR (PRDM16) e C/EBP-B induz a expressao
de PPAR-y e coativador 1-alfa do receptor gama ativado por proliferador de peroxissomo
(PGC-1a), que subsequentemente induz a a diferenciagdo de adipdcitos marrons (75, 76, 90).

Evidéncias sugerem que os adipdcitos beges derivam de adipdcitos brancos maduros
(baixa expressdo do cluster de diferenciacdo 137 (CD137), Myf5-), que sob estimulos
especificos adquirem um fendtipo semelhante ao marrom, ou ainda de um pré-adip6cito bege
(alta expressdao do CD137, Myf5-), que se diferencia em uma célula multilocular capaz de
realizar a termogénese. Esta Ultima originada de uma linhagem diferente do TAB cléssico (91,
92). Independente das diferentes origens observadas, os adipdcitos beges apresentam a mesma
funcdo e morfologia, agindo na termogénese adaptativa apds estimulo para seu surgimento

(93). Na Figura 5, abaixo, observamos de forma esquematizada o processo de adipogénese.
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Figura 5 - Diferenciacdo em adipdcitos brancos, bege e marrons
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Nota: Esquema representativo da Adipogénese. A integracdo de muitos fatores regula a adipogénese. Os
adipocitos brancos originam-se da diferenciacdo de células precursoras mesenquimais. Os adipécitos
marrons originam-se de um precursor distinto, o qual expressa o fator miogénico 5 (MYF5). Este
precursor também pode dar origem as células musculares. Os adipocitos beges originam-se pela
transdiferenciacdo de pré-adipdcitos brancos ou da diferenciacéo a partir de pré-adipécitos beges

Fonte: A autora, 2021.

1.5 Termogénese adaptativa no TABs

A termogénese tem como principal funcdo a manutencdo da temperatura corporal
adequada (em torno dos 37°C em humanos) em ambientes com baixas temperaturas. Este
processo € resultado da liberacdo de energia quimica (ATP) em forma de energia térmica
(calor). A termogénese adaptativa consiste na capacidade do organismo de gerar calor
induzido por estimulos. Dentre fatores que estimulam a termogénese adaptativa temos, por
exemplo: o frio, capaz de exigir a regulacdo da temperatura corporal e em casos mais
extremos, induzir o tremor e favorecer a liberacdo de calor (shivering thermogenesis) (78); a

dieta, que quando hiperenegética pode estimular o TAM no objetivo da manutencdo da
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temperatura corporal (12); agentes farmacoldgicos e nutracéuticos, como agonistas do PPAR-
a e DPP-4i (9, 25, 94); e o exercicio fisico (95).

Estudos das décadas de 80 e 90, demonstraram que o TAB possuia plasticidade por
terem apresentado alta propor¢do na potencialidade na expressdéo da UCP1 e outros
marcadores termogénicos caracteristicos do TAM no TABs de roedores, como PGC-la e
PRDM16 (96). Contudo, o fenbmeno de browning ganhou importancia cientifica apos
identificacdo acidental de adipdcitos termogénicos em pacientes submetidos a tomografia por
emissdo de protons (PET). Esses adipocitos, observados na regido supraclavicular, pareciam
com adipocitos beges encontrados em modelos de camundongos. Antes desse achado,
acreditava-se que a termogénese ndo poderia promover uma reducgdo significativa de massa
corporal em adultos (10, 97, 98).

O estimulo beta adrenérgico €é essencial para iniciacdo da via termogénica, o receptor
beta-3 adrenérgico (RB3A) € o principal receptor envolvido na termogénese. Inicia-se, entao,
a cascata de reacOGes que se seguem com o aumento de AMPc (monofosfato ciclico de
adenosina), ativacdo da PKA (proteina cinase A dependente de AMPc) e inducéo da lipdlise.
Os é&cidos graxos livres (AGL), por sua vez, ativam uma série de marcadores que levam a
ativacdo da proteina efetora da termogénese, a proteina UCP1. Também como termogenina, a
UCP1 encontra-se localizada na membrana mitocondrial interna e permite o retorno de
prétons H+ a luz mitocondrial; dessa forma é capaz de impedir seu armazenamento sob a
forma de ATP e permitir a dissipacdo da energia resultante em forma de calor. A transcricédo
de UCP1 esta ligada a todas as isoformas de PPARs (18, 78, 95, 99, 100).

A atuacdo do PPAR-a na via termogénica ocorre pelo fato desse fator de transcricdo
ter marcadores termogénicos como alvo. Os agonistas PPAR-a podem ser usados como
drogas anti-obesogénicas, com potenciais efeitos na termogénese e fenbmeno de browning.
PPAR-o tem como genes alvos a UCP1 e PGCla, considerado um marcador fundamental
para a biogénese mitocondrial (94). Além disso, 0 PPAR-a € capaz de inibir a expressdo
génica de agentes pro-inflamatdrios através da supressdo do NF-kB (fator nuclear kappa B)
(18).

O PRDM16 emerge com um fator de manutencdo do fendtipo marrom: sem a presenca
desse marcador, células beges retornam ao fendtipo branco, assim como células marrons
reduzem suas caracteristicas termogénicas e podem ser induzidas a diferenciacdo em células
musculares (101). O estimulo adrenérgico também ativa a p38 MAPK (proteina cinase ativada
por mitdgeno), que estimula o ATF-2 (fator de ativagdo transcricional), leva a expresséo de

PGCla. O PGCla ¢ um fator chave da regulagdo da biogénese mitocondrial, ativador da
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transcricdo de PPARs e da UCP1. Através da ativacdo de NRF1 (Fator respiratorio nuclear 1),
e por conseguinte, de TFAM (fator transcricional mitocondrial A), ocorre a replicacdo
mitocondrial (95). O esquema da Figura 6 ilustra algumas vias de ativacdo da cascata
termogeénica.

A literatura descreve que a presencga de 63g de adip6citos com atividade termogénica
na regido cervical de individuos adultos é capaz de evitar o acimulo de quatro quilos de
gordura ao final de um ano (102). Logo, a descoberta de farmacos que induzam a formacdo de
adipdcitos beges e dessa maneira ativem a termogénese adaptativa sdo pertinentes para o
controle do sobrepeso e/ou comorbidades associadas. Na Figura 6, abaixo, observamos de
forma esquematizada um resumo da cascata termogénica.

Figura 6 - Resumo da cascata termogénica
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Legenda: Receptor beta-3 adrenérgico (RB-3A); Monofosfato ciclico de adenosina (AMPc); Proteina cinase A
dependente de AMPc (PKA); Proteina cinase ativada por mitdgeno (p38MAPK); Acidos graxos livres
(AGL); Co-ativador 1 alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PGC1-alfa);
Receptor ativado por proliferacdo de peroxissoma alfa (PPAR-alfa) e Proteina desacopladora
mitocondrial 1 (UCP1).

Nota: Representacdo esquematica resumida de algumas vias da cascata termogénica, ativada por estimulos

como exercicio fisico, medicamentos/nutracéuticos, dieta ou por baixas temperaturas.
Fonte: A autora, 2021.



32

1.6 PPAR

Os PPARs pertencem a familia de receptores nucleares. Existem trés isoformas ja
descritas na literatura: PPAR-a (alfa), PPAR-B/6 (beta/delta) e PPAR-y (gama). Estdo
envolvidos na regulacdo da diferenciacdo celular, desenvolvimento e na regulacdo da
expressao de genes do metabolismo de carboidratos e lipidios (103).

Os PPARs séo fatores de transcricdo dependentes de ligacdo que regulam a expressao
génica pela ligacdo especifica a elementos responsivos ao PPAR (PPREs). Cada receptor se
heterodimeriza com o receptor X retindide (RXR, em que X pode ser a, /6 ou y) e liga-Se ao
seu respectivo PPRE, formando uma estrutura que reconhecera sequéncias especificas do
DNA (AGGTCA) para a transcricao de seus genes-alvo (104, 105).

As principais atividades fisiolégicas dos PPARs estdo correlacionadas a transcricao
dos seus genes alvo e, desta forma, regulam o metabolismo lipidico, a homeostase da glicose,
diferenciacdo celular, obesidade e cancer. Além disso, os PPARs podem participar
diretamente de respostas imunoldgicas e dos mecanismos de inflamacédo (106).

A diversidade de funcBGes desempenhadas por esses receptores esta relacionada a
capacidade de acomodar diferentes tipos de ligantes em seu sitio de ligacdo. Dessa forma, as
trés isoformas sdo capazes de se ligar a um ligante endégeno como os AGs (107, 108). Apos a
interacdo do PPARs ao seu ligante, ocorre uma mudanca conformacional no complexo que
facilita um co-repressor para a troca complexa do co-ativador e a ativacao transcricional dos
genes alvo (109).

O PPAR-a ¢ predominantemente expresso no figado, musculo e coragdo e sua
ativacdo, segundo estudos ja realizados, sugere uma participacdo desse receptor no
metabolismo lipidico. O PPAR-y ¢é expresso principalmente nos tecidos adiposo branco e
marrom, sendo responsavel, dentre outras funcdes, pela lipogénese. Enquanto, o PPAR-B/3
apresenta uma ampla distribuicdo corporal com diversas fungdes como a oxidacao de acidos
graxos no musculo e regulacéo geral de energia (108).

A utilizacdo de agonistas dos PPARs tem sido descrita na literatura com efeitos
benéficos sobre a ingestdo alimentar, massa corporal, localizacdo da deposi¢do de gordura e
sobre 0 acumulo ectopico de lipidios (figado e pancreas), geradas a partir da administracao de
diferentes dietas (110, 111). Na Figura 7 a seguir observamos o mecanimo de ac¢do do PPAR.
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Figura 7 - Mecanismo de acdo do PPAR

° °,
o) 4
o 9 @’
Ligantes PPAR RXR Ligantes

\_/-{\ PPRE I\ Q.
Nucleo \ Regula transcrigéo

de genes

Nota: Ligagdo do PPAR ao RXR e PPRE codificando a transcrigdo de genes alvo.
Fonte: A autora, 2021.

1.6.1 PPAR-a

O PPAR-q, no ano de 1990, foi o primeiro receptor descoberto e € expresso em tecidos
metabolicamente ativos como figado, rim, coracdo, musculo estriado esquelético e gordura
marrom (112, 113). Este receptor possui como ligantes naturais os acidos graxos poli-
insaturados e os leucotrienos, que sdo importantes mediadores inflamatérios; como ligantes
farmacologicos, a familia das drogas hipolipidémicas (“fibratos”) ¢ considerada um
importante agonista PPAR-o (104).

A participagdo do PPAR-a na via termogénica passa pelo direcionamento dos AGLs,
gerados apds estimulo adrenérgico, para a via de p-oxidacéo, ao inves do direcionamento ao
efluxo celular. Em condi¢des normais, a maioria dos AGLs mobilizados através do estimulo
B-adrenérgico acaba sendo liberado da célula, e acredita-se que essa mobilizagcdo tenha
relacdo com a resposta inflamatoria e com a redugdo da funcdo celular a longo prazo. O
estimulo cronico ao RB3A regula positivamente a expressao de PPAR-a, o que resulta em
capacidade de oxidagdo aumentada no interior dos adipocitos (18).

Jé estd bem elucidado na literatura que a ativagdo do PPAR-a atua diretamente sobre a
B-oxidacdo hepética, estimulando a transcricdo de genes ligados a sintese de proteinas que

participam desse processo. Ja foi visto que a expressdo de CPT1 é extremamente aumentada
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com a ativacdo desse receptor. Alem disso, A ativacdo de PPAR-a tem relagdo com o
aumento do HDL e diminui¢do do LDL e TAG plasmaticos. (114, 115).

Além do metabolismo de glicidico e lipidico, a isoforma PPAR-o também esta
envolvida nas vias de modulacdo da inflamacgdo, regulando negativamente a expressao de
genes pro-inflamatorios e suprimindo a resposta inflamatdria por supra regulacdo direta de
genes com propriedades anti-inflamatdrias. Neste contexto, foi demonstrado que o PPAR-a
ativado por fibrato inibe a secre¢do da citocina IL-6. Em camundongos, a ativacdo do PPAR-a
em células de Kupffer hepéticas ou macrdéfagos recrutados por mondcitos resultou em efeitos
anti-inflamatorios por meio da regulacdo negativa de citocinas pro inflamatérias (116).

Estudos recentes demonstraram que a restauracdo da expressdo de PPAR-a pela
administracdo de ativadores naturais suprimiram a lipogénese e neutralizaram a inflamacao
hepéatica em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. Dessa forma, a ativacao desse
fator de transcricdo foi comprovada como uma abordagem promissora para combater a
esteatose hepatica. Além disso, a coativacdo e o aumento de PPAR-a, estimulado pela
administracdo do PPAR-B pelo GW0742, aliviou o estresse do RE no figado de camundongos
alimentados com dieta rica em gordura saturada, pelo aumento da beta-oxidacgéo e reducdo da
lipogénese de novo, contribuindo para reversdo da lipotoxicidade (63, 70).

A ativacdo farmacoldgica da isoforma alfa (PPAR-a) promove a redugdo da massa
corporal, alivio da resisténcia a insulina, a formacdo de adipdcitos bege e uma reducédo
significativa da esteatose hepatica por aumento da beta-oxidacdo mitocondrial. (9, 70, 94). Foi
demonstrado anteriormente que tratamento com WY-14643 (agonista PPARa) resultou em
reducdo da massa gorda e promoveu aumento da oxidacdo lipidica, demonstrando que a
ativacdo do PPAR-o desempenha um importante papel na regulacdo beta-adrenérgica da

lipdlise do tecido adiposo (117).

1.7 Inibicéo da DPP-4

1.7.1 DPP-4

A DPP-4 é uma glicoproteina transmembrana que cliva e inativa um grande numero de

quimiocinas e horménios peptidicos envolvidos na regulacdo do sistema imunologico,
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inferindo um papel para DPP-4 na patogénese da inflamag&o. Recentemente, essa enzima foi
descrita como uma adipocina com acdo autocrina e paracrina na resisténcia a insulina. A
expressao de DPP-4 ¢ substancialmente elevada na vigéncia da obesidade, correlacionando-se
com a hipertrofia dos adipdcitos, todos os parametros da SM e inflamagcdo mediada por
macrofagos no TA (21, 22).

A inibicdo da DPP-4 configura uma alternativa terapéutica para pacientes portadores
de desequilibrios na homeostase glicémica, como resistentes a insulina e portadores de DM2,
visto que possibilita um maior tempo de sinalizacdo pancreéatica para liberacdo de insulina
pos-prandial (118).

A DPP-4 é originalmente conhecida como marcador de superficie de células T CD26,
amplamente expressa em muitas células, incluindo células imunes (119). A obesidade ativa o
sistema imune inato com subsequente recrutamento de células imunes, como macrofagos e
células T, para os tecidos metabdlicos, levando ao desenvolvimento de resisténcia a insulina.
O recrutamento e a polariza¢do de macrofagos sdo fundamentais na inflamacao induzida pela
obesidade e na resisténcia a insulina (120). Nesse contexto, é possivel que a a¢do da DPP-4
ndo se atenha apenas a regulacdo do efeito incretina, levando em consideracdo seu padrdo de

expressdo e multiplicidade de fungdes e alvos (24).

1.7.2 Incretinas

As incretinas sdo hormonios produzidos pelo intestino que sé&o liberados em resposta a
ingestdo de nutrientes, potencializando a secrecdo de insulina pos prandial. Esses hormonios
apresentam niveis basais na auséncia de alimentacdo e sdo dependentes de glicose para
exercerem sua fungdo. Dessa forma, sdo ineficazes em concentragfes baixas de glicemia
(121).

Os dois hormonios dessa classe melhor estudado sdo o GIP (peptideo insulinotrépico
dependente de glicose) e GLP-1 (peptideo 1 semelhante ao glucagon), que exercem sua agao
insulinotropica por meio de receptores que sdo altamente expressos nas células beta
pancreatica. As incretinas sao responsaveis por 60-65% da secrecdo de insulina pds-prandial,
o chamado efeito da incretina. No entanto, possuem uma meia vida curta, pois sao

rapidamente degradadas pela enzima DPP-4 (23).
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O GIP é um peptideo secretado a partir de células K localizadas principalmente no
duodeno e jejuno proximal. O GLP-1 € sintetizado e secretado por células L, encontradas em
todo o intestino delgado e grosso, também € produzido no sistema nervoso central (SNC),
predominantemente no tronco encefalico, de onde é transportado por todo o cérebro para
provocar acdes metabdlicas, cardiovasculares e neuroprotetoras. A secrecdo basal de GLP-1
pelas células intestinais é rapidamente aumentada pela ingestdo de nutrientes, incluindo
carboidratos, gorduras e proteinas. No pancreas, esse hormonio aumenta a insulina e inibe a
secrecdo de glucagon de maneira dependente da glicose. Além disso, promove a sintese de
insulina, confere sensibilidade a glicose as células beta e inibe a apoptose das células beta (23,
122, 123).

Em individuos saudaveis com tolerancia oral normal a glicose, o GIP parece mediar o
volume do efeito incretina. No entanto, a presenca do DM2 esta associada a uma reducdo da
capacidade do intestino de secretar GLP-1. Dessa forma, esse hormonio é um composto Util
para drogas hipoglicemiantes e, por esse motivo, o0 GLP-1 é fisiologicamente a incretina mais
importante e uma variedade de inibidores da DPP4, que prolongam o efeito insulinotropico do

GLP-1, estdo sendo utilizados como drogas antidiabética (23).

1.7.3 Linagliptina

A Linagliptina é uma droga hipoglicemiante, seu mecanismo de acdo passa pela
inibicdo da enzima e da adipocina DPP-4, impedindo a rapida degradacdo das incretinas
intestinais (como GIP e GLP-1). Esta droga atua no metabolismo dos carboidratos e é
indicada para pacientes com DM2, sendo associada a melhoras significativas na hemoglobina
glicosilada, glicemia de jejum e pds-prandial (124).

A inibicdo do DDP-4 promove um aumento da secrecdo pancredtica de insulina pos-
prandial devido a agdo prolongada das incretinas. Portanto, o controle da glicose de pacientes
resistentes a insulina pode ser melhorado. A acdo da linagliptina é dependente da glicose e,
portanto, apresenta baixo risco de eventos de hipoglicemia. A droga pode manter >80% da
inibicdo de DDP-4 durante 24 h em humanos. A linagliptina € atualmente usada como
monoterapia ou combinada com outras drogas em humanos visando a homeostase glicémica,

com potenciais beneficios cardiorrenais. Esta droga difere de outras gliptinas por ter uma
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excrecdo predominante pelas fezes, permitindo a administragio em pacientes com
insuficiéncia renal sem ajuste de dose (124-126).

Em estudos experimentais com camundongos obesos, o tratamento com linagliptina
promoveu reducdo da RI, mitigacdo da esteatose hepatica e polarizacdo de macrofagos para o
fendtipo M2, favorecendo a secrecdo de adipocinas antiinflamatdrias e a adiponectina, além
de ativar fatores de transcri¢do envolvidos no metabolismo oxidativo de lipidios, como os
PPARs (24, 127). Foi demonstrado, recentemente, que uma dose alta de linagliptina induziu a
termogénese adaptativa e polarizacdo de macrdfagos para o fendtipo M2 em camundongos
C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica (25). Macrofagos no estado de ativacdo M2
NF-kB e a consequente indugdo do PGCl-a (128, 129). Vale ressaltar que a biogénese
mitocondrial € um fator chave para inducdo de adipdcitos beges (130).

O uso de DPP4i como agente hipoglicemiante oral pode resultar em efeitos
pleiotropicos benéficos quando se trata dos comprometimentos metabolicos oriundos da

obesidade (25). Na Figura 8 observamos de forma esquematizada a inibi¢do da DPP-4.

Figura 8 - Inibicdo da DPP-4
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Legenda: Dipeptidil peptidase 4 (DPP-4); Peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP1)
e Peptideo insulinotropico dependente de glicose (GIP).

Nota: Esquema representativo da producdo, acdo e inibicdo pela DPP-4 das
incretinas intestinais.

Fonte: A autora, 2021.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da combinacdo do agonista PPAR-a WY 14643 ¢ do DPP4i
linagliptina sobre o remodelamento do tecido adiposo branco subcutdneo num modelo
experimental de obesidade, com énfase na inducdo de células adiposas beges e termogénese

associada, alvos importantes para o tratamento da obesidade.

2.2 Objetivos Especificos:

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

b) examinar o efeito da dieta e do tratamento sobre a morfologia do TABS;

c) determinar a expressdao génica de fatores implicados na termogénese
adaptativa, biogénese mitocondrial, marcadores de adipdcitos beges,
metabolismo energético e estresse do reticulo endoplasmaético no TABS;

d) utilizar a microscopia confocal a fim de caracterizar adipdcitos beges ou
focos de termogénese pela marcacao da UCP1 no TABs.



39

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/022/2018.

Quarenta camundongos C57BL/6 machos foram obtidos do biotério central da
Universidade Federal Fluminense (UFF) e mantidos no Laboratério de Morfometria,
Metabolismo e Doengas Cardiovasculares (LMMC) em condi¢bes controladas de
temperatura, umidade e luminosidade (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).

Com trés meses de idade, os camundongos foram aleatoriamente divididos em dois
grupos nutricionais por 12 semanas: dieta rica em gordura (HF, n=20, 14% da energia advinda
de proteinas; 50% de lipidios e 36% de carboidratos; energia total de 20.90 kJ/g), e dieta
controle (C, n=20, 14% da energia advinda de proteinas, 10% de lipidios e 76% de
carboidratos; energia total de 15.88 kJ/g). Todas as dietas foram produzidas pela empresa
Prag solu¢des (Jau-SP, Brasil) de acordo com as recomendacdes da AIN-93M para roedores
(131).

Apos as primeiras 12 semanas de inducdo a obesidade, um tratamento de cinco

semanas foi iniciado, com os seguintes grupos divididos aleatoriamente:

a) C (n=10), dieta controle ao longo de todo experimento, néo tratado;

b) CT (n = 10), dieta controle, tratado com agonista PPAR-alfa (WY 14643,
Cayman Chemical, Michigan, EUA) + linagliptina (Trayenta, Boehringer
Ingelheim, Alemanha);

c¢) HF (n = 10), dieta rica em gordura ao longo de todo experimento, ndo

tratado;
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d) HFT (N=10), dieta rica em gordura, tratado com agonista PPAR-alfa +

linagliptina.
Ambos os medicamentos foram incorporados nas dietas na dose de 2,5 mg/kg de MC
para 0 WY14643 e 15 mg/kg de MC para a linagliptina (94, 127). Na Figura 9, abaixo,

observamos de forma esquematizada o desenho experimental.

Figura 9 - Desenho experimental
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Legenda: Controle (C); Controle Tratado com agonista PPAR-alfa + linagliptina (CT); Hiperlipidico
(HF) e Hiperlipidico Tratado com agonista PPAR-alfa + linagliptina (HFT).

Nota: Esquema representativo dos grupos experimentais.

Fonte: A autora, 2021.

E importante ressaltar que o contetido de vitaminas e minerais de ambas as dietas eram
idénticos e estavam de acordo com as recomendacdes do Instituto Americano de Nutrigéo,
sendo ministrada a dieta AIN 93M (131) para o periodo de manutengdo dos animais a partir

dos trés meses de idade. As dietas experimentais encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1 - Composigéo nutricional das dietas experimentais

Dietas

Nutrientes

Controle HF
Caseina 140,0 175,0
Amido de milho 620,7 3477
Sacarose 100,0 100,0
Banha de porco 238,0
Frutose
Oleo de soja 40,0 40,0
Fibra 50,0 50,0
Mix de vitaminas 10,0 10,0
Mix de minerais 35,0 35,0
Cistina 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5
Antioxidante 0,008 0,008
Total (g) 1000 1000
Energia (Kcal) 3802,8 5000
Carboidrato (%, energia) 76 36
Frutose (%, energia)
Proteina (%, energia) 14 14
Lipidios (%, energia) 10 50

Nota: Composicdo nutricional das dietas controle e high Fat.
Fonte: A autora, 2021.

3.2 Massa Corporal, ingestdo alimentar e ingestao energética

Durante todo o periodo experimental, a MC dos animais foi mensurada semanalmente
em balanca de precisdo 0,01 g (BL-3200H). A ingestdo alimentar meédia foi obtida
diariamente durante todo o protocolo experimental, através da subtracdo entre as quantidades
de racdo ofertada e racdo ndo consumida apos 24 horas (em 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.
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3.3 Teste de tolerancia oral & glicose

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi realizado nos camundongos na semana
anterior a eutandsia. Os animais ficaram em jejum durante o periodo de 6 horas e depois foi
administrada, por gavagem orogéstrica, 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 ap6s a sobrecarga de glicose para a verificacao
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 versdo 8.3 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3.4 Calorimetria indireta

Uma semana antes do sacrificio, os animais seguiram um protocolo de 48 horas (com
livre acesso a dieta e a 4gua) no sistema de Oxylet (Panlab/ Harvard, Barcelona, Spain), sendo
as primeiras 24 horas descartadas como tempo de aclimatacdo (132). Este sistema monitora o
consumo de oxigénio (VO,), a producdo de gas carbbnico (VCO,) e a taxa de troca
respiratoria, tendo os dados coletados a cada trés minutos. O quociente respiratorio (QR) foi
calculado pela razéo entre a VCO; e o consumo de oxigénio VO..

3.5 Termografia

Com auxilio da camera termografica 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

utilizacdo de sedativos), na 162 semana de experimento.
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3.6 Eutanésia

Ap0s 17 semanas de protocolo experimental, os animais foram submetidos a jejum de
seis horas e, apos administracdo de heparina, foram anestesiados com cetamina, 240 mg/kg e
xilazina 30 mg/kg. Em seguida, o torax foi aberto por incisdo mediana ventral e amostras de
sangue foram coletadas por puncdo cardiaca do atrio direito; as quais foram destinadas a
centrifugacdo (3.500rpm, por 15 minutos) e congelamento (-80°C) para posterior analise
bioquimica. O TABs da regido inguinal (localizado entre a parte inferior da caixa toracica e o
meio do membro inferior) foi cuidadosamente dissecado, teve sua massa aferida em balanca
de precisdo 0,01 g (BL-3200H) e fixado em formalina de Millonig (para técnica de
microscopia de luz) ou congelado (-80°C, para analises moleculares). Além disso, para avaliar
a distribuicdo da gordura, os compartimentos, retroperitoneal (ligada a parede posterior do
abdémen e aos rins e ureteres) e epididimaria (ligada ao epididimo, na porc¢do inferior do
abdémen) foram cuidadosamente dissecados e pesados e corresponderam a gordura intra-

abdominal.

3.7 Anélise plasmatica

Apoés a coleta de sangue, o plasma foi separado por centrifugagdo (120g por 15
minutos) e estocado em freezer -80°C até a realizacdo das analises. As concentracdes
plasmaticas de GLP-1, insulina e leptina foram analisados em duplicata com Kits de ensaio
imunoenzimatico comercialmente disponiveis (Multi-species GLP-1 ELISA Kit Cat.
#EZGLP1T-36K; Rat/Mouse Insulin ELISA kit Cat. #EZRMI-13K e Rat/Mouse Leptin
ELISA kit Cat. #EZML-82K, Millipore, Missouri, USA), usando o equipamento Fluostar
Omega (BMG LABTECH GmbH, Alemanha).
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3.8 Microscopia de luz e estereologia

Ap0s disseccdo e pesagem, o TABs dos animais foi fixado durante 48 horas em
formalina de Millonig (formaldeido a 4% p/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 Sum de espessura e corados com hematoxilina-
eosina, seguindo protocolos previamente estabelecidos para o tecido em questdo. Foram
realizadas imagens digitais em campos microscopicos aleatorios e ndo consecutivos, com
microscopio Olympus BX51 e cdmera acoplada (Infinity 15¢, Lumenera Co., Ottawa, ON,
Canada), através do software Image-Pro Plus (versdo 7.0 - Media Cybernetics, Silver Spring,
MD, USA). Campos aleatorios foram fotografados para estimar a area da seccional média dos
adipdcitos: densidade de volume (Vv) de adipdcitos dividida pelo dobro da densidade
numeérica de adipocitos por area (QA) (133). Um sistema teste de 16 pontos, composto pelo
software STEPanizer, foi usado para estimar Vv de adipdcitos (pontos que atingem o0s
adipdcitos divididos pelo nimero total de pontos dentro do sistema de teste). Inversamente, a
estimativa de QA foi realizada considerando o nimero de adipécitos dentro de uma area de
teste (exceto os adipdcitos que tocam as linhas proibidas) dividido pela area do sistema de
teste, calculado apds a calibracdo do STEPanizer (134).

3.9 Imunofluorescéncia

Apos a remocgdo da parafina, recuperagdo antigénica com tampéo citrato (pH 6.0 a
60°C), e bloqueio de ligacGes ndo especificas (2% de glicina e 5% de albumina de soro
bovino em solucdo salina tampéo fosfato), ldminas de TABs com 5 um de espessura foram
incubadas com anticorpo priméario anti-UCP1 (1:50 CSB-PA025554ESR2HU, Cusabio
Technology LLC, Houston, TX, EUA) durante a noite, seguido de incubagdo com o anticorpo
secundario conjugado com o Alexa Fluor 488 (Rabbit anti-Mouse IgG H+L, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). O SlowFade (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA,
EUA) foi usado para montar as laminas para manter a fluorescéncia até analises no
microscopio de fluorescéncia (Nikon Confocal Laser Scanning Microscopy - Modelo C2;
Nikon Instruments, Inc., New York, EUA).
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3.10 PCR quantitativo em tempo real

Uma aliquota de 50mg do TABs coletado foi transferido para microtubos autoclavados
contendo solucédo de lise para que o0 RNAm fosse extraido e isolado. A quantidade de RNA
foi determinada usando espectroscopia Nanovue (GE Life Sciences) e a primeira cadeia de
cDNA foi sintetizada a partir do RNAm das amostras. A PCR quantitativa em tempo real
(RT-qPCR) foi realizada usando um ciclador StepOne plus e a mistura SYBR Green
(Invitrogen). Os primers foram projetados usando o software online Primer3web verséo 4.0.0
e estdo descritos no Quadro 2.

O gene da beta-actina foi usado como um controle enddégeno para normalizar a
expressao do gene selecionado. As eficiéncias de RT-gPCR para o gene alvo e o controle
enddgeno foram aproximadamente iguais e foram calculadas a partir de uma série de diluicBes
de cDNA. A razdo de expresséo relativa do RNAm (RQ) foi calculada usando a equagéo 2
Aem que 2ACT expressa a diferenca entre o nimero de ciclos (CT) dos genes alvo e 0
controle enddégeno. Ao longo do texto, os genes serdo descritos com a primeira letra
maiulscula e em italico e as proteinas com siglas em letras mailsculas, conforme padronizado

internacionalmente (135).

Quadro 2 - Detalhamento dos primers utilizados

Primers Forward Reverse

Atf4 CCGAGATGAGCTTCCTGAAC ACCCATGAGGTTTCAAGTGC
Beta-actina | TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
Bmp8b CTATGCAGGCCCTGGTACAT AGGCCTGGACTACCATGTTG
Chop CTGCCTTTCACCTTGGAGAC CGTTTCCTGGGGATGAGATA
Cidea CTCGGCTGTCTCAATGTCAA GGAACTGTCCCGTCATCTGT
Cptlb GGCTGCCGTGGGACATT TGCCTTGGCTACTTGGTACGA
Dpp4 TGGTACACGGATGAAGACCA GAA ATGGCTCATGTGGGA AT
Gadd45 GCGAGAACGACATCAACATC GTTCGTCACCAGCACACAGT
Nlpr3 ATGCTGCTTCGACATCTCCT GTTTCTGGAGGTTGCAGAGC
Pdk4 CACCACATGCTCTTCGAACTCT AAGGAAGGACGGTTTTCTTGA
Pgcl-a GTCAACAGCAAAAGCCACAA GTGTGAGGAGGGTCATCGTT
Plinl ACGACCAGACAGACACAGAG GGCTGTAACCTCTCTGAGCA
Ppar-a TCGGACTCGGTCTTCTTGAT TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA
Prdm16 AGGGCAAGAACCATTACACG GGAGGGTTTTGTCTTGTCCA
Tir4 GCCGGAAGGTTATTGTGGTA GAAACTGCCATGTTTGAGCA
Ucpl TCTCAGCCGGCTTAATGACT TGCATTCTGACCTTCACGAC
B3ar ACAGGAATGCCACTCCAATC TTAGCCACAACGAACACTCG

Fonte: A autora, 2021.
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3.11 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como media e desvio padrdo e analisados por teste t com
correcdo de Welch nas primeiras doze semanas (dois grupos: C e HF) e por ANOVA com
teste de Brown-Forsythe e Welch e po6s-teste Dunnett T3 no periodo de tratamento (quatro
grupos: C, CT, HF e HFT), pois ndo se assumiu a homocedasticidade entre os grupos (136).
Em todos os casos, foi utilizado o indice de significancia com P<0,05 (GraphPadPrism,
versdo 8.3, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Comportamento alimentar e massa corporal

A maior densidade energética da dieta HF provocou ganho de MC e aumento da
gordura distribuida em diferentes compartimentos. Os grupos C e HF iniciaram o experimento
sem diferenga significativa em relacdo a MC (semana 0). Ap6s uma semana de ingestdo da
dieta hiperlipidica, o grupo HF apresentou MC mais alta do que o grupo C (+5,06%, P
<0,0001, Figura 10), que aumentou de forma constante durante as semanas restantes de
inducdo a obesidade (+11,57%, P <0,0001, semana 12, Figura 10). Este comportamento
continuou até o final do protocolo experimental (+11,86%, P <0,0001, Figura 10). O
tratamento comecou afetar a MC entre os grupos HFT e HF na segunda semana de
administracdo, quando o grupo HFT apresentou reducdo significativa na massa corporal em
comparacdo ao grupo HF (-5,05%, P =0,0010, Figura 10). Na ultima semana de tratamento, o
grupo HFT apresentou diminuicdo significativa quando comparado ao grupo HF (-11,15%, P
<0,0001, Figura 10), além de ndo apresentar diferenca significativa quando comparado ao
grupo C. Na 172 semana o grupo CT apresentou reducdo significativa da massa corporal
guando comparado ao grupo C (-3,45%, P = 0,0055, Figura 10).

Além disso, ndo houve diferenca quanto a ingestdo alimentar entre os grupos durante
todo o experimento (Tabela 2). No entanto, os animais alimentados com dieta HF
apresentaram maior ingestdo de energia do que os alimentados com dieta C (+31,73% P
<0,0001 para HF vs. C; +30,52%, P <0,0001 para HFT vs. CT, Tabela 2), como era esperado
devido a alta densidade energética da dieta HF. Estas observacdes excluem a necessidade de
grupos de alimentacéo pair-feeding para isolar os efeitos da reducdo do consumo de energia

sobre os resultados analisados.
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Figura 10- Evolucdo da massa corporal
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Legenda: Dieta controle (C); dieta de controle mais combinacdo de WY 14643 e linagliptina (CT);
dieta rica em gordura (HF); dieta rica em gordura mais combinacdo de WY14643 e
linagliptina.

Nota: Evolucéo da massa corporal conforme determinado pelo one-way ANOVA com teste de
Brown-Forsythe e Welch e pés teste Dunnett T3 (média + DP, n = 10 por grupo). As
diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas: a # C; b # CT; ¢ # HF.

Fonte: A autora,2021.

Tabela 2 - Comportamento Alimentar

Dados C CT HF HFT
Ingestdo alimentar
(g/dia/animal) 3.07 £0.03 3.08 £0.03 3.08 £ 0.01 3.06 +0.02
Ingestdo energética ab ab
(kd/dia/animal) 48.80+0.59 49.07+0.44 64.29+0.30 64.04 + 0.59

Nota: 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 # CT; ¢ # HF. Conforme determinado pelo one-
way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e p6s teste Dunnett T3.

Fonte: A autora, 2021.

4.2 Distribuicdo de gordura

A distribuicéo de gordura entre os diferentes compartimentos mostrou que o grupo HF
apresentou maior acumulo de gordura intra-abdominal que o grupo C (+49,72%, P= 0,0048,

Figura 11), enquanto o grupo HFT teve uma reducdo expressiva do acimulo de gordura intra-
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abdominal quando comparado ao grupo HF (-31,02%, P= 0,0013, Figura 11), assemelhando-
se aos valores dos grupos C e CT. Estes dados mostram que o tratamento proposto foi eficaz
em reduzir esse deposito adiposo, mesmo com a continuacao da ingestdo excessiva de gordura
saturada na dieta HF pelo grupo HFT. Com relacdo a gordura subcutanea, o grupo HF
apresentou um aumento significativo quando comparado ao grupo C (+63,32%, P<0,0001,
Figura 11), enquanto o tratamento reduziu significativamente o acumulo de gordura
subcutanea (-35,24%, para HFT vs HF, P<0,0001, Figura 11). Ambos os grupos tratados (CT

e HFT) néo apresentaram diferenca para o grupo C.

Figura 11- Distribuicéo de gordura
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Legenda: Dieta controle (C); dieta de controle mais combinacdo de WY 14643 e linagliptina (CT);
dieta rica em gordura (HF); dieta rica em gordura mais combina¢do de WY14643 e
linagliptina.

Nota: Distribuicdo de gordura conforme determinado pelo one-way ANOVA com teste de
Brown-Forsythe e Welch e p6s teste Dunnett T3 (média + DP, n = 5 por grupo). As
diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas: a # C; b # CT; ¢ # HF.

Fonte: A autora,2021.

4.3 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), insulina plasmaética e GLP-1 plasmético

O grupo HF apresentou uma maior glicemia de jejum do que o grupo C (+26,72%, P =
0,0023, Figura 12A). O tratamento reduziu a glicemia no grupo HFT quando comparado ao
grupo HF (- 13,13%, P = 0,0034, Figura 12A), sugerindo um resgate completo deste

parametro, pois os valores glicémicos do HFT néo diferiram dos grupos C e CT.
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A andlise da ASC revelou que a dieta HF produziu a intolerancia oral a glicose pelo
aumento dos valores da ASC no grupo HF quando comparado ao grupo C (+45,69%,
P=<0,0001, Figura 12B). O tratamento mitigou a intolerancia oral a glicose, causando uma
reducdo significativa da ASC no grupo HFT (-26,09%, P<0,0001, Figura 12B), além de uma
semelhanca com C e CT (Figura 12B). Esta observagdo implica que o tratamento reverteu a
intolerancia a glicose oral no grupo HFT.

Corroborando com os resultados do TOTG, o grupo HF mostrou hiperinsulinemia
(+118,63%, P= 10,0272, Figura 12C), enquanto ambos 0s grupos tratados tiveram uma reducéo
significativa dos niveis de insulina quando comparados as suas contrapartes ndo tratadas (-24,
05%, P=0,0275 para o CT e -63,97%, P=0,0138 para o HFT, Figura 12C). Em contraste com
os resultados de insulina, o grupo HFT mostrou concentracfes elevadas de GLP-1 em
comparagdo com o grupo HF (+23,29%, P<0,0001, Figura 12D), sugerindo que o tratamento
aumentou eficientemente o tempo de ac¢ao dessa incretina em camundongos alimentados com
HF.
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Figura 12 - Metabolismo de carboidratos: Curva glicémica, area sob a curva, insulina

plasmatica e GLP-1 plasmaético
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Legenda: Dieta controle (C); dieta de controle mais combinagdo de WY14643 e linagliptina (CT); dieta rica em
gordura (HF); dieta rica em gordura mais combinacdo de WY 14643 e linagliptina.

Nota: Curva de teste de tolerancia a glicose oral (A); area sob a curva (B); concentragdes de insulina
plasmética (C); concentracdes de GLP-1 plasmética (D). Conforme determinado pelo one-way
ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pos teste Dunnett T3 (média = DP, n = 5). As
diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<
0,0001.

Fonte: A autora, 2021.

4.4 Morfologia do TABs e Leptina

As fotomicrografias mostram adipocitos uniloculares no grupo C em contraste com 0s
adipdcitos uniloculares hipertrofiados no grupo HF (Figura 13A). Ambos os grupos tratados
(CT e HFT) mostraram adipdcitos uniloculares de tamanho normal entre os adipdcitos
multiloculares, caracterizando o browning do TABs (Figura 13A). A estereologia apoiou 0s
achados histoldgicos, ja que o grupo HF mostrou uma area seccional média de adipocitos
maior do que o grupo C (+195,04%, P<0,0001, Figura 13B), indicando hipertrofia e
confirmando a indugdo da obesidade. Entretanto, os animais tratados apresentaram uma area
seccional média de adipdcitos menor do que suas contrapartes ndo tratadas (-63,84%,
P<0,0001, para CT vs C; e -71,56%, P<0,0001% para HFT vs HF, Figura 13B).
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As concentracbes de leptina plasméatica reforcam os achados morfologicos e
estereoldgicos. O grupo HF mostrou hiperleptinemia (+136,11%, P= 0,0010, para HF vs. C,
Figura 13C), enquanto o tratamento causou uma reducdo significativa nas concentracdes de
leptina (-55,52%, P=0,0010 para HFT vs. HF, Figura 13C). Os grupos C e CT nao diferiram.

Figura 13 - Morfologia e estereologia do TABs e leptina
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Legenda: Dieta controle (C); dieta de controle mais combinagdo de WY 14643 e linagliptina (CT); dieta rica em
gordura (HF); dieta rica em gordura mais combinacdo de WY 14643 e linagliptina.

Nota: Histologia TABs (A); area transversal de adip6citos do TABs (B); concentragdes de leptina plasmatica
(C). Fotomicrografias de tecido adiposo subcutdneo branco corado com hematoxilina-eosina,
mostrando adipdcitos hipertrofiados no grupo HF e adipécitos brancos de tamanho normal
entrelagados com adipocitos beges nos grupos CT e HFT, barra de escala = 50 um. Conforme
determinado pelo one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e p6s teste Dunnett T3
(média = DP, n = 5). As diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas: a # C; b # CT; ¢ # HF.

Fonte: A autora, 2021.

4.5 Calorimetria indireta, imunofluorescéncia e termografia

O ensaio de calorimetria indireta revelou que o grupo HF apresentou um aumento
significativo do QR em comparacéo ao grupo C (+8,33%, P=0,0009, Tabela 3), enquanto o
grupo HFT apresentou diminuicéo significativa da taxa quando comparado ao grupo HF (-
9,89%, P <0,0001, Tabela 3), sem diferenga com os grupos C e CT.
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A imunofluorescéncia para UCP1, a proteina que esta intimamente relacionada a
atividade termogénica, revelou expressdo proteica positiva em ambos 0s grupos tratados,
confirmando a presenca de adipocitos beges funcionais nos grupos CT e HFT (Figura 14A).
Além disso, a temperatura corporal média aumentou significativamente ap0s o tratamento
(+2,65%; P=0,0033 para CT vs. C; e +1,37%; P= 0,0365para HFT vs. HF, Tabela 3 e Figura

14B), implicando no aumento da termogénese e na liberagdo de energia como calor.

Tabela 3- Termografia e calorimetria indireta

Dados C CT HF HFT
Z)ecr;‘perat“ra corporal 31.70 £0.27 3254 +027° 33.64+0.11*°  34.10+0.23%"°
Quociente respiratorio 084+002 085+002  0.91+0.15° 0.82+0.18°
(CO,/0y)

Nota: Valores representados como media + DP, n=5 por grupo. Diferencas significativas entre os grupos

estdo indicadas com os simbolos (P<0,05): a # C; b # CT; ¢ # HF. Conforme determinado pelo one-
way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pos teste Dunnett T3.
Fonte: A autora, 2021.

Figura 14 - Imunofluorescéncia e termografia

HF

Legenda: Dieta controle (C); dieta de controle mais combinagdo de WY 14643 e linagliptina (CT); dieta rica em
gordura (HF); dieta rica em gordura mais combinacdo de WY 14643 e linagliptina.

Nota: Imunofluorescéncia UCP1 com fotos representativas do padrdo do grupo (painel superior) e
termografia infravermelha (painel inferior). As areas UCP1 positivas aparecem em verde, mostrando
imunoreacfes positivas tanto para os grupos tratados como a auséncia de expressdo UCP1 no grupo
HF (painel superior). A termografia infravermelha mostrou aumento da temperatura corporal nos

grupos tratados (painel inferior). Ambos os resultados sugerem aumento da termogénese apds o
tratamento.

Fonte: A autora, 2021.
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4.6 PCR quantitativo em tempo real

4.6.1 Expressdo Génica: Marcadores Termogénicos

A expressao relativa do RNAm de Ppar-a, um fator de transcricdo que tem
marcadores termogénicos como genes-alvo, foi menor no grupo HF que no grupo C (-50,16%,
P=0,0102, Figura 14A) e maior em ambos 0s grupos tratados que em suas contrapartes ndo
tratadas (+189,30% no CT vs. C, P=0,0015, +296,27% no HFT vs. HF, P<0,0130, Figura
15A.)

O regulador de biogénese mitocondrial Pgcl-a apresentou expressdo reduzida no
grupo HF quando comparado ao grupo C (-73,86%, P=0,0035, Figura 15B) e aumentada no
grupo HFT quando comparado com o grupo HF (+429,84%, P=0,0257, Figura 15B). E
importante ressaltar que o grupo HFT ndo diferiu do grupo C, assim como o grupo CT.

Da mesma forma, a expressao relativa do RNAm de £3-ar também aumentou no HFT
em comparagcdo com o grupo HF (+396,10%, P=0,0009, Figura 15C), implicando que o
tratamento ativou a termogénese através do estimulo beta-adrenérgico.

A expressdo relativa de Ucp-1, responsavel pela dissipacdo de calor na cadeia

respiratoria mitocondrial, corrobora com os dados anteriores, tendo sua expressdo reduzida no
grupo HF quando comparada ao grupo C (-68,58%, P=0,0128, Figura 15D), e aumentada no
grupo HFT quando comparada ao grupo HF (+227,25%, P=0,0058, Figura 15D).
O Prdm16, gene essencial para manutencdo do fen6tipo bege no TABSs, teve a expressdo mais
alta no grupo HFT que nos grupos HF e C (+478,35%, P=0,0056 e +121,92%, P=0,0436,
respectivamente, Figura 15E). O grupo CT e sua contraparte ndo tratada apresentaram
diferencas significativas. Com relacdo a Bmp8b, uma batocina envolvida na regulacdo da
termogénese e do equilibrio energético, também néo apresentou diferenca significativa entre o
grupo C e CT, tendo sua expressao elevada no grupo HFT quando comparado ao grupo HF
(+117,50%, P<0,0076, Figura 15F).
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Figura 15 - Genes marcadores termogénicos
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Legenda: Dieta controle (C); dieta de controle mais combinagdo de WY 14643 e linagliptina (CT); dieta rica em
gordura (HF); dieta rica em gordura mais combinacdo de WY 14643 e linagliptina.

Nota: Expresséo génica de Ppar-a (A), Pgcl-a (B), f3ar (C), Ucpl (D), Prdm16 (E) e Bmp8b (F), conforme
determinado pelo one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e p6s teste Dunnett T3
(média = DP, n = 5). As diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01;
***p<(,001; ****P< 0,0001.

Fonte: A autora, 2021.

4.6.2 Expresséo Génica: Marcadores Inflamatérios

A expressao relativa do RNAm do Dpp4, um adipocina pré-inflamatéria e alvo de
linagliptina, ndo diferiu entre os grupos C e HF. Entretanto, o tratamento causou uma redugéo
significativa na expressdo no grupo HFT quando comparado ao grupo HF (-58,67%,
P=0,0185, Figura 16A).

O TIr4, um receptor pro-inflamatdrio, mostrou maior expressdo no grupo HF que no
grupo C (+183,46%, P=0,0398, Figura 15B). No entanto, o tratamento provocou uma reducgéo
da expressdo do TIr4 no grupo HFT em comparacdo com o grupo HF (-65,58%, P=0,0390,
Figura 16B), o que sugere uma termogénese melhorada. Além disso, o grupo HFT néo diferiu
do grupo C.

Da mesma forma, a expressdo de NLRP3, um inflamassoma que leva ao
processamento e secrecdo de citocinas pro inflamatdrias, apresentou maior expressao no
grupo HF que no grupo C (+197,20%, P<0,0001, Figura 16C). Por outro lado, o grupo HFT
teve uma redugdo acentuada na expressdo de NIrp3 quando comparado ao grupo HF (-
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44,47%, P=0,0168, Figura 16C). Estes dados indicam que a obesidade causou inflamacéo
local no TABs e o tratamento reverteu esta condi¢do adversa.

Figura 16 - Genes marcadores da inflamacao
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Legenda: Dieta controle (C); dieta de controle mais combinagdo de WY14643 e linagliptina (CT); dieta rica em
gordura (HF); dieta rica em gordura mais combinacdo de WY 14643 e linagliptina.

Nota: Expressdo génica de Dpp4 (A), Tird (B), Nlrp3 (C), conforme determinado pelo one-way ANOVA
com teste de Brown-Forsythe e Welch e pés teste Dunnett T3 (média + DP, n = 5). As diferencgas
significativas (P<0,05) séo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P< 0,0001.

Fonte: A autora, 2021.

4.6.3 Expressdo Génica: Marcadores do estresse do RE

A Expressdo Atf4, um fator de transcricdo que regula varios genes envolvidos na
resposta as proteinas desdobradas (UPR) como resultado ao estresse do RE, foi maior no
grupo HF quando comparada ao grupo C (+60,90%, P=0,0020, Figura 17A). Em contraste, o
grupo HFT apresentou expressédo reduzida de Atf4 quando comparada ao grupo HF (-34,22%,
P<0,0001, Figura 17A). Os grupos C e CT ndo apresentaram diferencas significativas entre
eles.

Chop, um fator de transcri¢do que esta envolvido na mediacéo da apoptose, apresentou
a expressdo aumentada no grupo HF em comparacdo ao grupo C (+90,50%, P = 0,0146,
Figura 17B), enquanto os grupos CT e HFT mostraram expressao reduzida em relacdo aos
seus homdlogos (-41,94, P= 0,0419, para o CT vs. C; e — 76,08%, P = 0,0002, para 0 grupo
no HFT vs. HF, Figura 17B).

Da mesma forma, Gadd45 mostrou expressdo mais alta no grupo HF do que no grupo
C (+ 69,69%, P = 0,0090, Figura 17C), paralelamente a valores mais baixos no HFT do que
no grupo HF (-58,80%, P=0,0039, Figura 17C). Estas descobertas reforcam os efeitos
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N = epm

atenuando a expressdo dos genes ligados & UPR e apoptose.

Figura 17 - Genes marcadores da inflamacdo e estresse do reticulo endoplasmatico
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Legenda: Dieta controle (C); dieta de controle mais combinagdo de WY 14643 e linagliptina (CT); dieta rica em
gordura (HF); dieta rica em gordura mais combinacdo de WY 14643 e linagliptina.

Nota: Expressdo génica de Atf4 (A), Chop (B) e Gadd45 (C), conforme determinado pelo one-way ANOVA
com teste de Brown-Forsythe e Welch e pés teste Dunnett T3 (média + DP, n = 5). As diferencgas
significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P< 0,0001.

Fonte: A autora, 2021.

4.6.4 Expressdo Génica: Marcadores da oxidacdo lipidica e metabolismo energético celular

Cidea, cuja expressdo se correlaciona com o acumulo de gordura dentro do TAB,
mostrou menor expressdo nos grupos tratados. Entretanto, somente o HFT teve uma reducédo
significativa em relacdo ao grupo HF (-45,95%, P=0,0444, Figura 18B). Da mesma forma,
Plinl, relacionado a instabilidade das gotas lipidicas, mostrou uma expressao
significativamente menor no grupo HFT em comparagdo com o grupo HF (-57,86%,
P=0,0054, Figura 18A).

A expressdo relativa do Cptlb, responsavel pela beta-oxidagdo no TAB, melhorou no
grupo HFT quando comparado ao grupo HF (+127,84%, P=0,0106, Figura 18C). Além disso,
a expressao do gene Pdk4 aumentou no grupo HFT em comparagdo com o grupo HF (+63,75,
P=0,0076, Figura 18D). Estes achados sugerem que o lipidio foi o combustivel preferencial

para a termogénese induzida pelo tratamento.
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Figura 18- Genes marcadores da oxidagdo lipidica e metabolismo energético celular
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Legenda: Dieta controle (C); dieta de controle mais combinagdo de WY14643 e linagliptina (CT); dieta rica em

Nota:

Fonte:

gordura (HF); dieta rica em gordura mais combinacdo de WY 14643 e linagliptina.

Expressdo génica de Plinl (A), Cidea (B), Cptlb (C) e Pdk4 (D), conforme determinado pelo one-way
ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pos teste Dunnett T3 (média = DP, n = 5). As
diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<
0,0001.

A autora, 2021.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que a dieta de HF durante 17 semanas
causou excesso de peso, hipertrofia de adipdcitos, resisténcia a insulina, aumento de
marcadores pro-inflamatorios e estresse do RE, causando baixa expressdo de UCPL1. Por outro
lado, 0s animais tratados com a combinagdo de agonista PPARo e DPP4i se beneficiaram de
normalizacdo da MC, tolerancia a glicose, tamanho de adipdcitos, além de efeitos anti-
inflamatorios e alivio do estresse do RE. Estes resultados positivos propriciaram a inducéo de
adipdcitos beges UCP1+ e aumentaram a termogénese, confirmando o browning do TABs

A alta densidade energética da dieta HF, proveniente do alto teor de acidos graxos
saturados, implicou no aumento da MC e distribuicdo de gordura dos compartimentos
subcutaneo e intra-abdominal dos animais HF, como relatado anteriormente (25, 74, 137). O
TAB sofre hipertrofia e hiperplasia, mas esta Ultima é limitada, e o acumulo de lipidios
ectdpicos ocorre a longo prazo (88). O tratamento isolado com PPAR-a (9, 74, 94) ou
linagliptina (138) resultou na reducdo de MC anteriormente, assim como sua combinacao fez
no presente estudo. Este efeito pode ser explicado pelo tratamento, uma vez que a ingestéo de
alimentos dos grupos tratados ndo diferiu de suas contrapartes. O tratamento resultou na
atenuacdo da resisténcia a insulina e mudancas morfolégicas no TABs, induzindo a presenca
de adipdcitos multiloculares bege UCP1+ com atividade termogénica e levando a diminuicao
da MC pelo aumento da dissipacao de energia como calor (95).

Os animais do grupo HF apresentaram um eixo adipoinsular modificado, com
hiperinsulinemia e hiperleptinemia (139). Este cenario esta de acordo com o aumento da area
seccional média dos adip6citos e com 0 mau desempenho no TOTG, com a maior ASC e
intolerdncia oral a glicose. Inversamente, o tratamento restaurou a funcdo do eixo
adipoinsular, normalizando as concentragfes plasmaticas de insulina e leptina, refletindo em
adipécitos de tamanho normal (140). Estes efeitos combinaram as propriedades anti-
inflamatorias e termogénicas do PPAR-a (9) com o aumento do efeito incretina pela
linagliptina (122). A DPP4i estende a acdo das incretinas, aqui detectada pelo aumento das
concentragOes plasmaticas de GLP-1. A GLP-1 potencializa a secrecéo de insulina estimulada
pela glicose concomitantemente com a inibi¢do do glucagon, suprimindo a gliconeogénese e a
producdo de glicose hepética (23, 122). O agonista PPAR-a estd associado a concentragoes
elevadas de GLP-1 (26), o que permite a hipotese de que sua combinagdo com a linaglipina

DPP4i ¢ uma abordagem promissora para tratar a obesidade, maximizando os efeitos
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sensibilizadores da insulina e anti-inflamatorios de ambos os agentes (24, 141, 142),
resultando em aumento da termogénese.

Neste contexto, 0s grupos tratados apresentaram um aumento da temperatura corporal,
sugerindo a dissipacdo de energia como calor. Com relacdo ao combustivel preferido da
termogénese, a ativacdo do PPAR-a desencadeia a beta-oxidagéo (36), demonstrada aqui pelo
aumento de Cptlb no grupo HFT. Além disso, a linagliptina parece ativar o PPAR-o. como
um efeito pleiotropico, que pode maximizar o uso de lipidios mitocondriais para termogénese
(25, 94). Portanto, pode-se argumentar que a ingestdo excessiva de lipidios seguiu 0 caminho
da via termogénica em vez de ser armazenada (86).

Junto com estes dados metabolicos, a imunofluorescéncia confirmou os adipécitos
multiloculares observados nos grupos tratados como UCP1+. A via termogénica depende da
estimulacdo adrenérgica para ser iniciada, visto que para ocorréncia da termogénese
adaptativa € necessaria estimulacdo simpatica, e da UCP1, que atua como um canal
alternativo ao retorno de gradiente de prétons do espaco intermembranas mitocondrial,
desacoplando a utilizacdo de energia da sintese ATP e liberando energia como calor em seu
lugar (95, 143). O tratamento causou hiper regulacdo de p3-ar e Ucpl em animais
alimentados com HF, além de aumento de Bmp8b, implicando uma maior reatividade
termogénica no TABs ao estimulo adrenérgico (144). Vale ressaltar que a temperatura
utilizada no presente estudo ndo € capaz de induzir o browning do proprio TABs, de modo
que apenas temperaturas inferiores a 4° C sdo capazes de induzir a formacdo de adipocitos
beges (145) e que o fendmeno do browning é reversivel, sendo necessario o aumento da
expressdo Prdm16 para manter o fen6tipo bege (13). O tratamento produziu a expressao mais
pronunciada do gene Prdm16 no grupo HFT. Assim, estas observagcfes asseguram que ndo
somente o tratamento induziu adipdcitos beges, mas também que estes adipdcitos eram
competentes para termogénese (10).

Com relagéo ao metabolismo celular, o TAB de camundongos obesos e resistentes a
insulina se beneficia da hiper-regulacdo de Pdk4 (146), pois significa inibicdo da absorcdo de
glicose pelas células (147). Assim, a alta expressdo do Pdk4 indica a utilizacdo de lipidios
como combustivel para o adipdcito bege no grupo HFT. A via do Pdk4 no tecido adiposo dos
roedores alimentados com HF ndo é como os roedores magros (148). O aumento da
estimulacdo adrenérgica e da ativacdo de PPAR-alfa pelo WY 14643 pode induzir Pdk4 no
TAB e pode surgir como um indicador do browning no TABs (148, 149). De acordo com a
preferéncia pelos lipidios como combustivel para a termogénese, os animais HFT mostraram

uma desregulacdo de Plinl e Cidea, implicando em gotas de lipidios mais estaveis (150) e
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menores (151, 152) dentro dos adipdcitos beges observados. Estas observagdes sugerem que a
sobrecarga lipidica da dieta HF supriu o metabolismo celular no TABs.

Os mecanismos de acdo propostos atribuidos ao agonista PPAR-a. para a inducédo do
fendmeno browning compreendem um metabolismo lipidico favorecido pela hiper-regulacédo
da Ucpl, um gene alvo PPAR-a, além de beta-oxidacdo e biogénese mitocondrial melhorada
(153, 154). O Pgcla, um marcador essencial de biogénese mitocondrial, também é
fundamental para ativar a transcricdo Ucpl (95, 145). A combinacdo do agonista PPAR-a
com o DPP4i normalizou a expressao de Pgcla no grupo HFT, que mostrou valores similares
aos grupos C e CT. Este resultado indica o aumento da biogénese mitocondrial no grupo HFT,
uma estratégia viavel para combater a obesidade, sustentando a nova fisiologia do adipécito
que favorece a termogénese em detrimento da lipogénese (155, 156).

A acdo de linagliptina engloba o aumento das concentracdes de GLP-1 no plasma pela
inibicdo da DPP-4 (38). A DPP-4 é o sitio catalitico do CD26 e também é reconhecido como
uma adipocina, cujos niveis aumentam com a hipertrofia de adipécitos (21, 119). O aumento
do tamanho dos adipocitos compreende a infiltracdo e acumulacdo de macrofagos M1,
configurando um estado inflamatorio de baixo grau que se correlaciona com comorbidades de
obesidade (157). O DPP4i linagliptina neutraliza a inflamag&o desencadeando a polarizagao
dos macrofagos para o fenétipo M2 (propriedades anti-inflamatérias), provocando a beta-
oxidacdo e a hiper-regulacdo do Pgcla (24, 25). Além disso, a inibicdo da DPP4 exerce
efeitos anti-inflamatdrios através da supressdo do TLR4 nos macrofagos (158), além do
aumento da sinalizacdo de insulina e oxido nitrico (159, 160). Recentemente, a linagliptina
mostrou efeitos cardioprotetores atenuando a expressdo do TLR4 e do inflamassoma (161).
Estas observacdes ressaltam os efeitos anti-inflamatérios aditivos que poderiam resultar de
uma combinagdo de linagliptina com outro agente para tratar DM2 e doencas cardiovasculares
decorrentes da obesidade.

Neste contexto, a associacdo da linagliptina com um agonista PPAR-a ¢ promissora,
pois ambos o0s mecanismos de acdo podem se sobrepor e interagir. Recentemente,
camundongos alimentados com uma dieta rica em frutose e tratados com WY14643
mostraram concentragdes aumentadas de GLP-1 (26), implicando que os efeitos anti-
inflamatdrios de PPAR-a também podem desencadear a inibigdo da DPP-4 (141, 142). Por
outro lado, a inibicdo da DPP-4 por uma alta dose de linagliptina provocou o browning no
TABs através da inducdo do PPAR-a (25), ja que este fator de transcricdo tem muitos
marcadores termogénicos como genes alvo (153). Portanto, os resultados atuais endossam

esta combinacdo como adequada para tratar a obesidade neste modelo experimental,
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combinando as mais altas expressdes de Ppar-a e GLP-1 paralelas as menores expressdes de
Dpp4 e Tlr4 no TABs.

A inducdo de TIr4 pela dieta HF bloqueia o browning do TABs através do
comprometimento da funcdo mitocondrial e da ativacdo do inflamassoma, o que diminui a
Ucpl de forma paracrina (15). Além disso, o consumo crénico da dieta HF causa
glicolipotoxicidade, pois causa acimulo de lipidios ectopicos (lipotoxicidade) concomitante
com hiperglicemia (glicotoxicidade) (70). Estas condi¢cdes estdo subjacentes ao estresse do
RE, pois esta organela utiliza a glicose como combustivel primario. O estresse do RE, por sua
vez, agrava a inflamacéo e sinaliza para a apoptose celular (64). Quando a homeostase do RE
é comprometida, a UPR é ativada como uma tentativa de combater o estresse do RE (162).
Aqui, a ingestdo cronica de dieta HF causou inflamacéo através do TIr4 e Nirp3, seguida pelo
aumento dos genes relacionados a UPR. Atf4 é um fator de transcricdo que regula outros
genes UPR como Chop (163), que detém o ciclo celular pela transcricdo de Gadd45 (164). A
super-regulacdo do Atf4, Chop, e Gadd45 no grupo HF, visando proteger os adipdcitos dos
efeitos toxicos da UPR (165), concorda com os achados de um estudo anterior com uma dieta
HF (40% de energia como gordura) por 12 semanas (166). Por outro lado, o tratamento
conseguiu suprimir os genes relacionados a UPR, aliviando o estresse do RE, o que resulta na
melhor sensibilidade a insulina e biogénese mitocondrial, favorecendo o fenétipo bege no
TABs. A Figura 19 resume os principais resultados do presente estudo.
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Figura 19 - Resumo grafico dos resultados
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Nota: Resumo gréfico. A dieta de HF causou hipertrofia dos adipdcitos associada a liberacdo de adipocinas pro-
inflamatorias e resisténcia a insulina, prejudicando o reticulo endoplasmatico e a fun¢do mitocondrial,
com baixa expressdo de UCP1. Por outro lado, a conjugacdo do agonismo PPAR-alfa com a inibigdo da
DPP-4 combateu a inflamagdo e o estresse do RE, resultando em adipdcitos de tamanho normal e
sensiveis a insulina, favorecendo a formacgdo de adipdcitos beges que utilizam a ingestdo excessiva de
lipidios como combustivel para a termogénese, causando a normaliza¢do da massa corporal.

Fonte: A autora, 2021.
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CONCLUSAO

A combinacgdo de ativacdo do PPAR-o com a inibigdo da DPP-4 normalizou MC,
tolerancia oral a glicose, concentracdes de insulina e leptina, produzindo adipdcitos brancos
de tamanho normal entremeados com adipdcitos beges UCP1+ no TABs de camundongos
alimentados com HF dieta. Ambos os agentes farmacologicos provocam efeitos anti-
inflamatdrios que resultam no alivio do estresse do RE, além de biogénese mitocondrial e
aumento da termogénese, via que provavelmente utiliza os lipidios alimentares excessivos
como combustivel para liberar energia como calor. Os resultados aqui reunidos apontam para
o favorecimento do fendmeno browning no TABs apds esta promissora combinagédo

terapéutica para combater a obesidade.
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