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RESUMO

TRINDADE, P. L. Modulaciao Da Adipogénese Pelo Extrato do Caroc¢o de Acai em
Adipocitos 3T3-L1. 61 f. Dissertacao (Mestrado em Alimentacao, Nutri¢cao e Saude) —
Instituto de Nutri¢cdo, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

A adiposidade corporal ¢ um importante fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT). Estudos sobre o processo de adipogénese tém
sido extensivamente realizados em modelos in vitro, com o intuito de descrever as bases
moleculares e celulares do desenvolvimento do tecido adiposo, permitindo assim a
formulacgdo de estratégias terap€uticas e preventivas da obesidade. O extrato hidroalcoolico do
acai (ASE) tem sido evidenciado como potencial regulador da massa corporal, agindo na
reducdo do conteudo de tecido adiposo em modelos experimentais de obesidade. Desta forma,
0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do ASE na modulagdo da adipogénese. Para
realizagdo do trabalho, células 3T3-L1 foram diferenciadas a adipocitos. As células foram
incubadas com diferentes concentracdes de ASE no periodo prévio (Pré-tratamento) a indugdo
da diferenciacdo celular ¢ apés o mesmo (Tratamento). Foram realizados ensaios de
viabilidade, acimulo de triglicerideos intracelulares, expressao de proteinas envolvidas no
metabolismo lipidico e morte celular. Os resultados obtidos demonstraram que a exposi¢ao ao
ASE, de forma dose dependente, levou a uma diminui¢do (P<0,05) da proliferacdo e
viabilidade celular, inibiu (p<0,05) a diferenciacdo por meio da diminui¢do da expressdo de
fatores de transcri¢ao e proteinas adipogénicas (PPARy, SREBP-1 e FAS), além de promover
aumento da expressdo da proteina P53 e provocar morte celular mediada por apoptose e
necrose. Em conjunto, os resultados obtidos expdem a atuacdo dos compostos fendlicos
presentes no ASE e reforca, embora que em ensaios in vitro, o potencial deste extrato como

um possivel fator de modulagdo da adipogénese.

Palavras chave: Agai. Compostos fenolicos. Adipogénese. Obesidade. 3T3-L1.



ABSTRACT

TRINDADE, P. L. Modulation of adipogenesis by acai seed extract in 3T3-L1 adipocytes.
61 f. Dissertagao (Mestrado em Alimentagdo, Nutri¢ao e Saude) — Instituto de Nutricao,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Body adiposity is an important risk factor for the development of chronic non-
communicable diseases (NCD). Studies on the process of adipogenesis have been extensively
performed in in vitro models, to describe the molecular and cellular bases of adipose tissue
development, thus allowing the formulation of therapeutic and preventive strategies of
obesity. The acgai seed extract (ASE) has been evidenced as a potential regulator of body
mass, acting in reduction of the content of adipose tissue in experimental models of obesity.
In this way, the aim of this study was to evaluate the effects of ASE on the modulation of
adipogenesis. To perform the work, 3T3-L1 cells were differentiated into adipocytes. The
cells were incubated with different concentrations of ASE in the previous period
(Pretreatment) to induce cell differentiation and after it (Treatment). Tests of viability,
accumulation of intracellular triglycerides, expression of proteins involved in lipid
metabolism and cell death were performed. The results showed that the ASE exposure, in a
dose dependent manner, led to a decrease (P<0.05) in proliferation and cell viability, inhibited
(P<0.05) differentiation through the decreasing expression of transcription factors and
adipogenic proteins (PPARy, SREBP-1 and FAS), in addition to promoting increased
expression of P53 protein and cause cell death mediated by apoptosis and necrosis. Taken
together, the results show the performance of the phenolic compounds present in ASE and
reinforce, although in in vitro assays, the potential of this extract as a possible modulation

factor of adipogenesis.

Keywords: Acai. Phenolic Compounds. Adipogenesis. Obesity. 3T3-L1.
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INTRODUCAO

A obesidade ¢ um distarbio multifatorial definido como um actimulo excessivo de
lipidios no tecido adiposo devido a um balango energético positivo (SUASTIKA, 2006). O
sedentarismo e os habitos alimentares parecem ser os principais responsaveis pelo
desenvolvimento deste agravo (PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR., 2003).

A adiposidade corporal ¢ um importante fator de risco para o desenvolvimento de
diversas alteragdes metabolicas patoldgicas, como a resisténcia a insulina (CHAN et al., 2004;
ROSA et al., 2005), diabetes tipo 2, aterosclerose e sindrome metabolica (GOODPASTER;
THAETE; KELLEY, 2000). Neste contexto, o processo de diferencia¢do do tecido adiposo,
fendmeno denominado adipogénese, tem sido extensivamente realizados em modelos in vitro,
com o intuito de desvendar a base molecular e celular do desenvolvimento do tecido adiposo,
além de seu comprometimento em estados fisiologicos e patologicos, permitindo assim a
formulagdo de estratégias terapéuticas ¢ preventivas da obesidade (FONSECA-ALANIZ et
al., 2007).

O consumo de compostos bioativos com propriedades bioldgicas, como compostos
fendlicos, exerce impacto significativo sobre a satde humana. Estudos clinicos e
epidemiologicos tém demonstrado evidéncias de que os compostos fendlicos contribuem
significativamente na reducdo da incidéncia de doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT)
encontradas em populacdes cujas dietas sdo ricas em alimentos fontes destes compostos (LIU,
2003; SCALBERT; JOHNSON; SALTMARSH, 2005).

Ja foram reportados em torno de 10.000 compostos fenolicos, e estes constituem uma
ampla classe de metabdlitos secundarios de vegetais e a maior categoria de agentes
fitoquimicos (FRAGA et al., 2010). Os trés maiores grupos de compostos fenolicos da dieta
sdo os flavonoides, os acidos fendlicos e os taninos, e sdo conhecidos por apresentarem
atividades bioldgicas promotoras de saude (SMITH, 2007).

Evidéncias crescentes tém atribuido aos compostos fendlicos efeito sobre o
metabolismo de lipidios e carboidratos, e a fungdo do receptor de insulina (KLAUS et al.,
2005). Entre as principais fontes de compostos fenolicos podemos destacar o cha verde, o
vinho, as frutas vermelhas, e as isoflavonas da soja (SAURA-CALIXTO; GONI, 2009).

O Brasil possui uma flora diversificada, em toda sua extensdo, com vegetacdes de
diferentes caracteristicas e cujos principios ativos ainda sdo desconhecidos. As regides Norte
e Nordeste se destacam por produzirem grandes variedades de frutos tropicais, nativos e

exoticos, com boas perspectivas para exploragdo econdmica em decorréncia de suas
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condi¢cdes climaticas. Dentre os frutos nativos da Amazonia que apresentam maior dindmica
da produgdo, comercializagdo e inser¢do nos mercados nacional e internacional podemos citar
o acai (Euterpe orlacea Mart) (NOGUEIRA; SANTANA; GARCIA, 2013).

Diversos trabalhos t€ém mostrado que o extrato hidroalcodlico do caroco do acai (ASE)
¢ rico em catequinas e proantocianidinas poliméricas, apresentando maior conteudo fendlico e
acdo vasodilatadora mais potente quando comparado com sua polpa (ROCHA et al., 2008;
SOARES DE MOURA et al.,, 2012). Adicionalmente, estudos realizados em modelos
experimentais de obesidade e sindrome metabolica relatam que o ASE ¢ capaz de regular a
massa corporal, reduzindo o conteudo de tecido adiposo em animais alimentados com dieta
hiperlipidica (DE OLIVEIRA et al., 2015b).

Diante disto, e levando em consideracdo que a adipogénese ¢ um evento complexo e
que pode ser influenciado por diversos fatores, incluindo os componentes de origem alimentar
e o controle da obesidade, a descri¢ao de possiveis mecanismos regulatérios da adipogénese,
exercida por compostos fendlicos presentes no ASE, torna se importante para 0 manejo € o

controle da patologia.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Obesidade e Adipogénese

A obesidade ¢ uma doenca cronica complexa e multifatorial, caracterizada pelo
acimulo de gordura corporal, incluindo mudangas nos habitos alimentares, predisposi¢cdes
genéticas e sedentarismo (ALWAN; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011; PARK et
al., 2014a). E um dos principais problemas de saide ptiblica no mundo, atingindo ndo apenas
nac¢des industrializadas, como também paises em desenvolvimento, tornando-se fator de risco
para outras doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT), como a sindrome metabolica,
doencas cardiovasculares e o diabetes mellitus tipo 2 (ALWAN; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011; OGLESBY et al., 2006). Um dos mecanismos propostos para
explicar a etiologia da obesidade ¢ a hiperplasia do tecido adiposo, resultando de um aumento
no numero de adipocitos através da adipogénese, levando a um subsequente aumento no
acumulo de lipidios neste tecido (PARK, 2014).

O tecido adiposo ¢ derivado do mesoderma, e distribuido em regides de tamanho
variavel, sendo composto por uma matriz extracelular e um conjunto de células, como os
adipocitos, que possuem um elevado teor de lipidios, e as cé€lulas estromovasculares: pré-
adipdcitos, fibroblastos, mastocitos, células endoteliais, pericitos, macréfagos, células
reticulares e células-tronco (HANSEN; KRISTIANSEN, 2006; ITOH et al., 2011;
MARTINEZ-SANTIBANEZ; CHO; LUMENG, 2014; MCARDLE et al., 2013; SETHI,
VIDAL-PUIG, 2007).

Microscopicamente, dois tipos de adipdcitos podem ser distinguidos, os adipdcitos
marrons, que possuem contetdo intracelular com muitas mitocondrias, e os adipocitos
brancos, com menor conteido mitocondrial. Dessa maneira, dois tipos de tecido adiposo
podem ser identificados em mamiferos no aspecto macroscopico: tecido adiposo marrom,
composto predominantemente por adipocitos marrons e uma rede de capilares amplamente
distribuida; e o tecido adiposo branco, que contém predominantemente adipdcitos brancos e
¢ pobremente vascularizado (IKEOKA; MADER; PIEBER, 2010; PARK, 2014). Nos
ultimos anos, foram identificados também adipocitos beges, que apresentam algumas
propriedades similares as dos adipocitos marrons, incluindo a capacidade de expressar a
proteina desacopladora-1 (UCP-1), que até recentemente era descrito como o unico marcador
para os adipdcitos marrons, porém ndao possui todas as caracteristicas moleculares dos

adipdcitos marrons (SHINODA et al., 2015).
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O adipodcito branco, presente no tecido adiposo branco (TAB), durante seu
desenvolvimento, armazena triglicerideos em multiplas goticulas lipidicas, que coalescem
formando uma inclusao lipidica unitaria, caracterizando o seu amadurecimento. Esta goticula
ocupa a porc¢ao central da célula, correspondendo a 85-90% da massa celular, promovendo o
deslocamento do citoplasma, nucleo e das demais organelas para a periferia da célula. Embora
tenham volume varidvel, os adipocitos brancos maduros, sdo células grandes, com didmetro
médio entre 60-100 um e podem alterar acentuadamente seu tamanho conforme a quantidade
de triglicerideos acumulada em seu interior (FONSECA-ALANIZ et al., 2007, SUZUKI et
al., 2011). O aumento da massa adiposa ocorrida na obesidade ¢ determinado pelo aumento do
tamanho do adip6cito (hipertrofia) e/ou do seu nimero (hiperplasia) no TAB.

O tecido adiposo marrom (TAM) ¢ especializado na dissipagdo de energia, na forma
de calor, durante a termogénese induzida pelo frio e pela dieta. Seu adipocito, com 30-40 pm
de diametro médio, ¢ menor que o branco, possuindo varias goticulas lipidicas citoplasmaticas
de diferentes tamanhos. Apresenta citoplasma relativamente abundante, nucleo esférico e
ligeiramente excéntrico, além de numerosas mitocondrias que liberam calor através da
oxidacdo dos acidos graxos (FONSECA-ALANIZ et al., 2007; SUZUKI et al., 2011). J4 os
adipocitos beges, apresentam origem completamente independente, que ainda ndo foi bem
estabelecida (ISHIBASHI; SEALE, 2010). Em regides de deposito de TAB, a exposi¢do
prolongada ao frio ou agonistas P3-adrenérgicos causa uma transdiferenciagdo no tecido
adiposo de branco para bege, fazendo com que este adip6cito possa, por exemplo, produzir
calor (SEALE; KAJIMURA; SPIEGELMAN, 2009).

Os adipocitos provém de células-tronco mesenquimais multipotentes, localizadas no
estroma do tecido adiposo (Figura 01). Estas células multipotentes tornam-se pré-adipocitos
quando perdem a habilidade de se diferenciar em outras linhagens mesenquimais e se
direcionam para a linhagem adipocitaria. Esta fase inicial da diferenciacdo do adipocito €
conhecida como determinacdo ou comprometimento. A segunda fase da adipogénese ¢
denominada diferenciacdo intermediaria/terminal, que consiste na ativacdo de eventos
transcricionais em cascata, os quais permitem que os pré-adipocitos adquiram caracteristicas
de adipocitos maduros, acumulando assim, gotas lipidicas, além da habilidade de responder a

hormonios, como a insulina (AILHAUD; HAUNER, 2003).
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Figura 1 - Processo de diferenciagdo do adipocito
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Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs) sdo fatores de
transcricdo pertencentes a familia de receptores nucleares que regulam a homeostase da
glicose, inflamacdo e aterogénese, além do metabolismo lipidico (TAVARES; HIRATA;
HIRATA, 2007).

A identificagdo e a caracterizacdo do PPARy foram fundamentais para o entendimento
da fisiologia do tecido adiposo. Duas isoformas foram identificadas, PPARy1 e y2, geradas
por splicing alternativo do mesmo gene. PPARy2 ¢ idéntico ao PPARy1, exceto pelo fato
deste ultimo conter 30 aminoacidos adicionais na regido N-terminal. Ao contrario do
PPARyI, o qual ¢ amplamente expresso nos diferentes tecidos, a expressao do PPARy2 ¢
restrita ao tecido adiposo (TONTONOZ et al., 1994).

O PPARy tem sido descrito como o regulador central da adipogénese. A expressao
ectopica de PPARY2 em fibroblastos em cultura direciona a diferenciagdo das células em

adipocitos (TONTONOZ et al., 1994). Estudos de perda de funcdo em células fibroblasticas,
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também demonstram que o PPARy ¢ essencial para a diferenciagdo de adipocitos
(KOUTNIKOVA et al., 2003).

Sua ativacao na adipogénese envolve uma cascata transcricional que inclui membros
da familia do C/EBP. Com base em estudos em cultura de células, um modelo coerente, no
qual o tratamento hormonal de pré-adipocitos induz C/EBP-B e -9, foi desenvolvido. A partir
dai, essas proteinas ligam-se diretamente ao PPARY, ativando-o. O PPARYy, sob a acdo do
ligante, induz muitos genes- alvos envolvidos na lipogénese e adipogénese, e isto também
ativa a expressao do C/EBP-a. Este se liga ao sitio do C/EBP no promotor do PPARy. A
evidéncia genética para esse cenario ¢ clara: PPARy ¢ suficiente e necessario para a
diferenciagdo da célula adiposa, como ja descrito acima. A sua expressdo em células que ndo
expressam C/EBP-a promove diferenciacdo normal do adipécito. Por outro lado, C/EBP-
a ndo possui a habilidade de promover a adipogénese na auséncia do PPARy (AMRI et al.,
1991).

A insulina ¢ um hormonio produzido pelas células f do pancreas e tem por funcao,
juntamente com o glucagon, coordenar o fluxo e o destino metabdlico da glicose enddgena,
dos acidos graxos livres, aminodcidos e de outros substratos que garantem o suprimento das
necessidades energéticas durante o estado basal e durante o exercicio (GENUTH, 2004). Na
regulacdo do metabolismo, a insulina exerce um papel anabolico, estimulando a captacao de
glicose em suas células-alvo (figado, o musculo esquelético e o tecido adiposo) (RHOADES;
TANNER, 2005), assim como processos de armazenamento de energia (lipogé€nese, sintese de
glicogénio e proteinas) e inibindo processos catabolicos nestes mesmos tecidos, tal como
lipdlise, glicogendlise e degradagdo de proteinas.

A insulina €, provavelmente, o mais importante fator hormonal envolvido na regulagao
da lipogénese. Seus efeitos sdo iniciados pela sua liga¢do ao seu receptor na superficie celular,
ativando a tirosina quinase do seu receptor e iniciando a sequéncia de reagdes da transdugao
do sinal, que culminara na sintese de lipidios (STALLKNECHT et al., 2004). Na figura 02,

podemos observar uma visao esquematica do metabolismo de glicose no tecido adiposo.
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Figura 2 - Metabolismo da glicose no tecido adiposo
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Ao se ligar ao sitio extracelular em seu receptor, nas respectivas células, provoca uma
fosforilagdo em tirosina da sua subunidade [ e isto desencadeia uma sequéncia de eventos que
culmina com a migracdo dos transportadores de glicose, GLUT-4, do citoplasma para a
membrana celular. Esta translocagdo ¢ determinante para que o GLUT-4 facilite a captagdo de
glicose pela célula. Tanto a translocagdo de maior numero de transportadores GLUT- 4
quanto a sua maior atividade, levam a um aumento da eficiéncia da captacdo de glicose
estimulada pela insulina (WILDMAIER et al., 2006). A glicose fornece substrato para a
sintese de triacilglicerois (TAG) pelo tecido adiposo, podendo ser convertida, no interior do
adipocito, em glicerol-3-fosfato, utilizado na esterificacdo de acidos graxos, ou diretamente
em acidos graxos pela via da lipogénese de novo (FRAYN, 2003).

Na lipogénese em humanos, quase todos os TAGs armazenados nos adipdcitos sao
derivados da captacdo na corrente sanguinea de 4cidos graxos livres (AGL). Os AGL podem
estar ligados e serem transportados pela albumina ou podem ser liberados pela hidrélise de
TAG (incorporados em lipoproteinas) circulante sob acdo da lipoproteina lipase (LPL)
presente nas superficies endoteliais dos capilares, esta enzima ¢ expressa no tecido adiposo e
em varios outros tecidos. No TAB, a LPL ¢ fortemente supra-regulada através da acdo da
insulina. Isto da ao TAB um papel especial na remog¢do e armazenamento dos TAG em
circulacao no periodo pos prandial. A LPL ¢ sintetizada nos adipdcitos e depois exportada
para os capilares onde se liga a parede luminal das células endoteliais através de uma

interacdo com a superficie celular. As lipoproteinas sdo muito grandes para penetrar o
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endotélio, logo, a LPL atua liberando AGL, que cruzam o endotélio alcangando os adipdcitos
(WILLIAMS; FRUHBECK, 2009). A entrada dos AGL no adipdcito exige processos
especificos que envolvem transportadores (FAT/CD36, FATP,FABP), que facilitam a entrada
dos acidos graxos na célula (IBRAHIMI et al., 1996).

O aumento excessivo do tamanho dos adipdcitos, ocasiona lentamente o recrutamento
de novas células que serao emergidas deste tecido e as modificagcdes no numero de adipdcitos
(hiperplasia) dependera da diferenciagdo dos pré-adipocitos em adipdcitos maduros
(COLEMAN; LEE, 2004). Modificacdes no tamanho (diametro e volume) de adipdcitos
maduros ocorrem em resposta a ativacdo da lipogénese e lipolise, ndo sendo um processo
ilimitado e eventualmente, seu crescimento atinge um patamar maximo, onde sua capacidade
de armazenamento de gordura ¢ esgotada. Tais alteracdes variam de acordo com a
necessidade de incorporagdo ou liberacao de lipideos, que dependem, dentre outros fatores, do
estado nutricional, gasto energético, influéncia de hormonios catabolicos ou anabdlicos,
atividade de enzimas envolvidas nestes processos ¢ da heterogeneidade caracteristica
existente entre os diversos grupamentos adiposos do organismo (QUEIROZ et al., 2009).

Em condi¢des de excesso de nutrientes, o tecido adiposo se expande e os adipocitos se
tornam hipoperfundidos, o que leva a uma diminui¢ao do fluxo sanguineo local e hipdxia em
algumas regides do tecido (EMANUELA et al., 2012), promovendo a secre¢do de proteinas
quimiotaticas para monoécitos (MCP-1) e de citocinas pro-inflamatorias, tais como o inibidor
1 de ativador de plasminogénio (PAI-1), proteina 4 ligadora de retinol e proteinas de fase
aguda (TILG; MOSCHEN, 2006) ocasionando entdo a infiltracdo de células do sistema
imune. A expansdao dos adipdcitos também diminui o numero de células T regulatdrias e
aumenta o nimero de células TH1, que por sua vez levam a polarizacdo de macrofagos do
tipo M2 “alternativamente ativados” para um fendtipo pro-inflamatério chamado de
“classicamente ativados” ou M1, aumentando assim a secrecdo de citocinas inflamatodrias
como TNF-a, IL-l1b e IL-6 (MCARDLE et al, 2013; PATEL; BURAS;
BALASUBRAMANYAM, 2013).

Durante todo o ciclo celular, os mecanismos de morte também assumem importante
papel no processo de manuteng¢do dos sistemas celulares, onde duas vias sdo amplamente
descritas: Necrose e Apoptose.

As caracteristicas morfologicas da morte por necrose compreendem o aumento do
volume celular, a vacuoliza¢do do citoplasma e o rompimento da membrana plasmatica. A
necrose ¢ classificada como uma morte acidental, resultado da exposi¢cdo a condigdes fisico-

quimicas extremas ou insultos mecéanicos. Por outro lado, estudos recentes tém demonstrado
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que as caracteristicas morfoldgicas da necrose também sao observadas em situagdes nas quais
a morte celular ocorre de forma regulada, a qual envolve uma maquinaria molecular
especifica, sendo possivel sua modulacdo. Ja as caracteristicas morfologicas da morte por
apoptose incluem a redugdo do volume celular, a condensagao e fragmentagao da cromatina e
a formacdo de corpos apoptdticos que, a principio, ret€ém a integridade da membrana
plasmatica (EDINGER; THOMPSON, 2004).

A morte por apoptose ¢ uma morte regulada, pois ocorre de forma coordenada por
meio de cascatas de sinalizagdo com uma variedade de mecanismos que convergem na
ativacdo de proteases especificas denominadas caspases, sendo classificada em duas vias:
apoptose mediada pelas vias extrinseca e intrinseca. A apoptose pela via extrinseca ¢ iniciada
pela ativacdo de receptores de morte na superficie celular, j4 a via intrinseca envolve a
permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa por meio da oligomerizacdo de proteinas
pro-apoptoéticas, como BAX e BAK para formar poros na membrana, liberando outros fatores
pro-apoptdticos como Citocromo C (GALLUZZI et al., 2015).

A proteina p53 ¢ um fator de transcricdo que responde a diversos sinais de estresse,
como o dano ao DNA e estresse oxidativo, por meio da regulagdo de multiplos eventos
celulares, incluindo parada do ciclo celular, reparo de DNA e apoptose. Diferentes
modificagdes pos-traducionais regulam a atividade de p53 e em condi¢des normais, € mantida
em niveis basais por seu principal regulador negativo, a proteina MDM2. Em resposta a
distintos estresses, modificagdes pos-traducionais de p53, como a fosforilagdo e a acetilagao
em residuos especificos, promovem sua estabilizagdo, pois perturbam a interagdo entre p53 e
MDM2. Além disso, essas modificagdes permitem a translocag¢do de p53 para o nucleo, onde
interage com fatores transcricionais € se liga ao DNA na regido promotora de genes que
codificam proteinas moduladoras de diversas vias, ativando sua transcricdo (BIEGING;
MELLO; ATTARDI, 2014).

O mecanismo classico de ativacdo de apoptose por p53 resulta de sua atividade como
fator de transcricdo, promovendo a via extrinseca de apoptose através da ativacdo da
expressao de receptores de morte celular. Além da atividade dependente de transcri¢ao de p53
na promocao de apoptose, ela também exerce um papel direto na ativacdo da via intrinseca de
apoptose independente de transcrigdo. Em resposta a sinais de estresse, a p53 citoplasmatica ¢
translocada para a mitocondria, onde interage diretamente com proteinas anti-e pro-
apoptdticas para inibir ou ativd-las, promovendo entdo a permeabilizagdo da membrana

mitocondrial externa (BIEGING; MELLO; ATTARDI, 2014; HELTON; CHEN, 2007).
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Embora p53 seja um dos genes mais bem descritos na literatura, muito pouco se sabe
sobre seu papel nos adipdcitos, além da inducao da morte celular. Alguns estudos indicam que
este fator de transcricdo pode desempenhar um papel na biologia do adip6cito por agir como
um regulador negativo da adipogénese através da sua capacidade de bloquear a progressao do
ciclo celular, que no caso da diferenciacdo de adipocitos parece bloquear a expressao de
PPAR v, o que estimula estudos sobre um envolvimento da p53 na regulacdo do metabolismo
do tecido adiposo (HALLENBORG et al., 2009).

Este tecido, antes considerado apenas como 6rgao de armazenamento de energia,
atualmente ¢ reconhecido como 6Orgdo multifuncional, produtor e secretor de intimeros
peptideos e proteinas bioativas (adipocinas), além de manter intensa comunicagdo com 0s
demais orgdos e sistemas organicos. As adipocinas (leptina, adiponectina, resistina, proteina
estimuladora de ascilagdo - ASP, fator de necrose tumoral - TNFa, interleucina 6 - IL6 ¢ o
sistema vascular angiotensinogénio - PAIl) influenciam uma variedade de processos
fisiologicos, entre eles, o controle da ingestdo alimentar, a homeostase energética, a
sensibilidade a insulina, a protecdo vascular, a regulagdo da pressdo, a coagulagdo sanguinea e

a inflamacdo (OUCHI et al., 2011).

1.2 Compostos fendlicos e Adipogénese

Compostos fendlicos podem ser definidos como substincias que possuem um anel
aromatico com um ou mais grupos hidroxila, e normalmente encontram-se conjugados com
mono e polissacarideos (CARDONA et al., 2013; REIN et al., 2013).

Estes compostos sdo produtos do metabolismo secunddrio dos vegetais, lhes
conferindo sabor e cor, assim como possuem func¢des de defesa contra herbivoros e infecgdes
microbianas, contra a radia¢do ultravioleta do sol, podendo também atuar como atrativo para
insetos polinizadores e como agentes alelopaticos (DEL RIO et al., 2013; MARIN et al.,
2015). Ja em animais e humanos, as propriedades benéficas destes compostos podem ser
atribuidas a sua capacidade de diminuir a reatividade das espécies reativas, de modular a
sinalizagdo celular e de influenciar a expressao de genes relacionados ao desenvolvimento de
doencas cronicas ndo transmissiveis (FRAGA; OTEIZA, 2011; THILAKARATHNA;
RUPASINGHE, 2013).

Frutas e hortalicas fornecem compostos bioativos como fibras, vitaminas, minerais,

carotendides e compostos fenolicos que promovem beneficios a saude, reduzindo o risco de
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desenvolvimento de DCNT, como a obesidade (SLAVIN; LLOYD, 2012; TORRES-
FUENTES et al., 2015).

Inimeros estudos tém demonstrado que acidos fenolicos, flavonoides e taninos
apresentam efeitos benéficos como a redugdo do ganho de peso corporal e dos niveis de
lipidios e de glicose circulantes, melhora da sensibilidade a insulina, diminui¢do da pressao
arterial e da inflamacdo cronica em modelos animais de obesidade e/ou de diabetes
(GARCIA-CONESA, 2015).

Entre os alimentos mais estudados e seus possiveis beneficios em humanos estdo: as
frutas vermelhas (ricas em antocianinas e elagitaninos), relacionadas a modificacdo das
concentragdes de biomarcadores inflamatorios (JOSEPH; EDIRISINGHE; BURTON-
FREEMAN, 2014); o cha verde, relacionado a reducdo dos niveis de lipidios, glicose e
insulina plasmaticos (JOHNSON; BRYANT; HUNTLEY, 2012) e o cacau e seus derivados
(rico em flavan-3-ols e proantocianidinas), associados a melhora da pressdo arterial, da
resisténcia a insulina, da fun¢@o plaquetéria e dos niveis de lipidios circulantes (LATHAM;
HENSEN; MINOR, 2014).

Diferentes compostos bioativos em alimentos podem atuar na diferenciagdo e
proliferacdo de pré-adipocitos. Experimentos in vitro, com concentracdes crescentes de
genisteina, presentes na soja, inibiram a proliferacdo de pré adipdcitos, diferenciacdo em
adipdcitos maduros, inducdo a lipolise em adipocitos imaturos € menor expressao de PPARy
(HARMON; HARP, 2001). Em tratamentos com o mesmo composto, em doses superiores,
ZHANG et al., 2009, observou a inibi¢do do aciimulo lipidico e da producao de 4cidos graxos
nao esterificados (NEFA), assim como a inibi¢do da expressao de acido graxo sintase (FAS).

Em experimentos com erva mate (ilex paraguariensis), GOSMANN et al., 2012,
observou a reducdo do acumulo lipidico intracelular, de maneira dose dependente, assim
como, EJAZ et al., 2009, observou em experimentos com curcumina, a inibicdo, de forma
dose dependente, da diferenciacao celular de pré adipdcitos em adipocitos maduros, além do
menor acumulo lipidico intracelular.

Em pesquisa com 6-gingerol, presente no gengibre, TZENG; LIU, 2013 pode observar
durante seu estudo a reducdo do acumulo lipidico intracelular e do tamanho das goticulas
lipidicas intracelulares, de maneira dose dependente, assim como a diminui¢cdo dos niveis de
PPARy, C/EBPa e FAS, assim como PARK et al., 2014, observou a redu¢dao do volume de
goticulas lipidicas intracelulares, de maneira dose dependentes, e inibi¢do da diferenciacao
adipocitaria em células tratadas com oligonol; CHEN et al., 2014, em trabalho com OCE

(oiltea camellia), também observou a diminuicdo da propor¢do da formagdo de novos
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adipocitos, diminui¢do do contetido lipidico das células e bloqueio efetivo da conversdo de
pré adipocitos em adipocitos, de maneira dose dependente, além da inibicdo do efeito da
FAS.

Além dos compostos supracitados, ja ¢ de conhecimento cientifico, que os frutos de
acai sdo ricos em compostos fenolicos como a epicatequina, catequina e antocianinas. Em
estudos realizados com modelos animais, a utilizagdo do extrato hidroalcoolico do carogo
deste fruto, apresentou agdo antioxidante (DA COSTA et al., 2012a; DE BEM et al., 2014;
ROCHA et al., 2007), redugdo da resisténcia a insulina, melhora no perfil lipidico (DE
OLIVEIRA et al., 2010), além de ter se mostrado eficaz ao prevenir o aumento da massa

corporal em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (DE OLIVEIRA et al., 2015a).

1.3 Agai - Extrato do Caroco de Acai

O agai, Euterpe Oleracea Martius, pertencente a familia das palmeiras Arecaceae ¢é
uma fruta nativa da regido amazodnica consumida rotineiramente pela populagdao na forma de
polpa, suco, vinho e em outras variedades (GUERRA et al., 2011; KANG et al., 2010; SUN et
al., 2010). E um fruto arredondado, de cor roxa, quase preta, apresentando didmetro
aproximado de 13 mm e pesando cerca de 2 gramas, composto por uma polpa violeta (£17%)
e uma semente bege (= 83%) (DE SOUZA et al., 2012).

Este fruto tornou - se um dos principais produtos da Amazonia e ¢ exportado para
outras regidoes do mundo, inclusive América do Norte, principalmente depois de ter sido
considerado um "superalimento" (DE SOUZA et al., 2012). Nos ultimos anos o agai tem sido
objeto de muitos estudos devido ao seu alto potencial antioxidante e seu papel como alimento
funcional. Entre seus componentes estdo descritos os compostos fenolicos, como as
antocianinas que conferem a este fruto uma de suas propriedades mais estudadas, a
antioxidante (GUERRA et al., 2011; KANG et al., 2010).

Os estudos descrevendo a potencialidade das atividades funcionais do agai sdo
recentes € sua maioria teve inicio na ultima década, tendo como foco principal a sua
composicdo  quimica (DEL POZO-INSFRAN; BRENES; TALCOTT, 2004;
LICHTENTHALER et al., 2005; SCHAUSS et al., 2006). Analises dos componentes do
acai, constataram que entre os compostos fenolicos presentes neste fruto destacam-se os
flavondides, principalmente a classe das antocianinas, sendo a cianidina 3-glicosideo e
a cianidina 3-rutinosideo as mais predominantes, além de outros flavondides identificados,

tais como a epicatequina, catequina, homoorientina, orientina, isovitexina, taxifolina e
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deoxihexose (SCHAUSS et al., 2006). Na literatura, o extrato do caroco de acai (ASE), vem
sendo descrito como um potente agente vasodilatador dependente do endotélio, induzindo a
liberacao de 6xido nitrico (NO) por células endoteliais em cultura (ROCHA et al., 2007).

Recentemente, muitos compostos alimentares tém sido estudados por sua
capacidade de prevenir distirbios relacionados a obesidade. Alguns trabalhos observaram que
o tratamento cronico o ASE, previniu o desenvolvimento da hipertensdo, da disfuncao
endotelial e de alteragdes vasculares estruturais (DA COSTA et al., 2012b; ROCHA et al.,
2008), além de possuir efeito benéfico na sindrome metabolica (DE OLIVEIRA et al., 2010),
apresentando um perfil nutracéutico atrativo, demonstrando eficaz a¢do antioxidante, sem
efeitos colaterais.

Outros experimentos, que utilizaram o tratamento com este extrato, demonstraram
substancial redu¢dao do ganho de peso e adiposidade em ratos obesos que receberam dieta
hiperlipidica, além da diminui¢do da ingestdo alimentar (DE OLIVEIRA et al., 2015a),
sugerindo que os possiveis mecanismos envolvidos no efeito anti obesogénico do ASE se dé
realmente pela sua composi¢do rica em compostos fenolicos (RODRIGUES et al., 2006),
podendo ser utilizado como uma importante ferramenta na prevengao e tratamento de diversas

alteragdes fisiopatologicas.

1.4 Modelo de diferenciacao 3T3-L.1

A linhagem celular 3T3-L1, oriundas de embrides de camundongos Swiss 3T3, vem
sendo utilizada como modelo ideal para o estudo dos eventos moleculares responséaveis pela
conversio de pré adipocitos em adipocitos (FEVE, 2005; NTAMBI; YOUNG-CHEUL,
2000). Entretanto, cabe ressaltar, que a extrapolagdo dos resultados obtidos em modelos
celulares in vitro deve ser realizada com cautela, uma vez que estes apresentam
diferencas em relagdo aos modelos de cultivo primario de animais (ratos, camundongos e
porcos) € de humanos. Esta linhagem institui um modelo vidvel para a anélise da hipertrofia
durante a adipogénese, visto que ¢ altamente caracterizada e fornece uma populagao
homogénea, podendo realizar culturas indefinidamente (FEVE, 2005; MORENO;
MARTINEZ, 2002; NTAMBI; YOUNG-CHEUL, 2000).

A inducdo da adipogénese, em pré adipdcitos 3T3-L1, ocorre através da
suplementagdo do meio de cultivo com um coquetel de hormonios indutores da diferenciagdo

celular, composto por 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), dexametasona (DEX) e insulina,



27

com objetivo de mimetizar o enriquecimento hormonal em estagios iniciais da diferenciacao
celular (TAKENOUCHI; TAKAYAMA; TAKEZAWA, 2004; YANG et al., 2009).

O processo, in vitro, de adipogénese, compreende estdgios bem organizados e
ordenados, caracterizado por eventos iniciais, intermediarios e terminais, onde ocorre a
ruptura do ciclo celular, a expansdo clonal e o processo de diferenciagio (FEVE, 2005;
GREGOIRE, 2001; MORENO; MARTINEZ, 2002; NTAMBI; YOUNG-CHEUL, 2000;
QUEIROZ et al., 2009) (Figura 03). Ao final do processo de diferenciagdo, essas células se
assemelham aos adipocitos encontrados no tecido adiposo branco, no que condiz aos aspectos
morfoldgicos, como acumulo de triglicerideos, e moleculares, como a expressdo génica
(KATO et al., 2007).

Com objetivo de interromper a proliferacdo celular e estimular a adipogénese, as
células 3T3-L1 sdo tratadas com indutores adipogénicos, que incluem um glicorticoide
(dexametasona), um receptor de fator 1 semelhante a insulina — IGF-1 e um agente que
aumenta a concentracdo de AMPc intracelular (3-isobutil-1-metilxantina — IBMX). Além
disso, ha a adicdo de uma alta dose de glicose para estimular os receptores de IGF-1. Esses
agentes, em conjunto, promovem a estimulacdo dos eventos iniciais representados pela
expressao de proteinas ligantes ao amplificador — C/EPBs (isdmeros 3 e d) (Figura 03). Logo
apos, as células reiniciam seu ciclo celular, sofrendo divisdo celular de forma regulada
(expansdo clonal) e saem permanentemente do ciclo celular, entrando em diferenciacao
terminal. Essa etapa ocorre por meio da ativagdo do receptor gama ativado por proliferadores
de peroxissomos — PPARY e pela ativagdo de C/EPBa; os quais sdo os reguladores principais
da adipogénese (Figura 03). O PPARy antecede a expressao de C/EPBa, onde a partir deste
momento passaram a se retroestimular.

A expressao dos genes PPARy e C/EPBa ativam a expressdo dos genes que
caracterizam o fendtipo adipocitario, como as enzimas acido graxo sintase e acetil-CoA
carboxilase, além do transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) e proteina ligadora de acidos
graxos (aP2/FABP). Por meio desse processo, no citoplasma celular aparecem gotas lipidicas,

que ao longo do tempo ocupam grande parte do citoplasma.
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Figura 3 - Evolugdo da diferencia¢do adipocitaria
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(A) Principais eventos durante a adipogénese, apresentados de forma cronologica. Areas delimitadas pelos
nomes dos genes representam periodos de expressdo génica. Na porg¢ao superior da figura, estao representados os
diferentes estagios da diferenciacdo. C/EPBs: Proteinas ligantes ao amplificador (isomeros a, B e §), PPARYy:
Receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomos. Adaptado de Queiroz, J. C. F., M. 1. Alonso-Vale, et
al. (2009). (B) (1) Fibroblasto; (2) Meio de indugdo apods 48 horas; (3) Meio de Diferenciagdo apds 48 horas; (3)
Meio de diferenciagdo apds 96 horas; (5) Meio de diferenciagdo apds 144 horas; (6) Adipdcito maduro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do extrato do caroco do agai (ASE) na diferenciagdo e nos

possiveis mecanismos moleculares da adipogénese em células 3T3-L1.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a influéncia do ASE na diferenciagdo de pré adipécitos e adipocitos;
b) Avaliar o possivel potencial do ASE na modulacdo da adipogénese;
¢) Demonstrar as possiveis vias moleculares de acdo do ASE sobre o processo de

adipogénese.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtenc¢ao do Extrato do Caroco de Acai (ASE)

Amostras de acai (Euterpe oleracea Mart.) provenientes da cidade de Belém, (Latitude:

01°27' 21" S: Longitude: 48° 30' 16" W - Paré, Brasil) foram fornecidos pelo colaborador

Professor Pergentino José Cunha Souza da Faculdade de Farmacia da Universidade

Federal do Para.

Aproximadamente 200 g do fruto foram pesados e despolpados manualmente. A
membrana fibrosa dos carogos foi retirada e, em seguida, os mesmos foram triturados. Foi
adicionado 400ml de dgua destilada nos carogos triturado e a mistura foi submetida a 100 °C.
Apos 5 minutos de fervura, todo o decoto obtido foi resfriado naturalmente e acondicionado
em garrafa de vidro ambar com 400mL de etanol P.A durante cerca de 10 dias, sob
refrigeracdo, e agitacdo mecanica (Cientec CT-150) diaria de 40 minutos. Apds este periodo o
extrato hidroalcodlico foi filtrado em gaze e papel de filtro de 22um, com o auxilio de uma
bomba a vacuo. O filtrado foi rotaecvaporado, sob baixa pressdo, a 65°C (Fisatom 801),
congelado em nitrogénio liquido e, posteriormente, liofilizado (Heto PowerDry LL3000,

Thermo Scientific) (Figura 04).
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Figura 4 - Esquema simplificado de obten¢do do extrato seco do caroco de
acai - ASE.
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(a) Fruto do acai; (b) Membrana fibrosa; (c) Caroco do acai sem a membrana fibrosa; (d)
Carogo trriturado; (E) Extrato em solug@o de etanol 50% v/v (10 dias); (f) Filtracdo com gase;
(g) Filtragdo com papel filtro; (h) Rotaevaporagdo; (i) Liofilizagao; (j) A¢ai Seed Extract (ASE)
3.2 Cultivo Celular

3.2.1 Manutencdo da cultura celular

A linhagem de fibroblastos 3T3-L1 foi obtida em carater de doacdo através da Prof.

Dr. Ana Campa, do Laboratorio de Bioquimica Clinica, Departamento de Analises Clinicas e
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Toxicoldgicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo (USP). As
células foram cultivadas em garrafas de 75 cm?, em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) a 4,5 g/ de glicose, 10% v/v Fetal Bovine Serum (FBS), 100
unidades/mL de penicilina e 100 pg/ de estreptomicina e foram mantidas a 37° C e em

atmosfera de 5% de CO2.

3.2.2 Desenho experimental

Para descrever o papel do ASE no processo de adipogénese em células 3T3-L1, foram
utilizados dois desenhos experimentais. O primeiro modelo baseia-se na incorporagao do
ASE, ao meio basal, apds a confluéncia, por 48 horas, com objetivo de avaliar o potencial do
ASE na diferenciacdo de fibroblastos em pré adipdcitos. Ja o segundo modelo, baseia-se na
incorpora¢ao do ASE apoés a indugdo da diferenciagdo celular e a sua manutengdo até o final
do processo de diferenciacdo, com o objetivo de avaliar o potencial do ASE na diferenciagao

de pré adipocitos em adipocitos maduros.

Figura 5 - Desenho experimental - Modelo 1.
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Figura 6 - Modelo experimental — Modelo 2.
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3.2.3 Ensaio de diferenciacdo em pré adipocitos

Para ensaio de diferenciacdo as células 3T3-L1 foram cultivadas até a confluéncia em
meio basal, composto por: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) a 4,5 g/L de
glicose, 10% v/v Fetal Bovine Serum (FBS), 100 unidades/mL de penicilina e 100 pg/ de
estreptomicina e foram mantidas a 37° C e em atmosfera de 5% de CO2 por 48 horas.

No primeiro grupo (Grupo Tratamento), apds a confluéncia (dia zero — DO0), os
fibroblastos, em meio basal, foram suplementados com coquetel indutor de diferenciagdo
celular, composto por 1 pM de dexametasona, 0,5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina—IBMX e
10 pg/mL de insulina e foram brevemente, cultivados por 72 horas (D1 a D3).

Posteriormente, as células foram cultivadas em meio basal em presenca de insulina (10
pg/mL). Neste momento, concentragdes variadas de ASE (0, 10, 25, 50 e 100 ug/mL) foram
adicionadas e juntamente com o meio, o ASE e o meio foram trocados a cada 48h até o final
da diferenciacao (D11).

No segundo grupo (Grupo Pré tratamento), apos a confluéncia, concentragdes variadas
de ASE foram adicionadas ao meio e mantidas por 48 horas. Apos este periodo, o meio basal
com adi¢do de ASE foi retirado (dia zero — DO0), e substituido por meio basal suplementado

com coquetel indutor de diferenciacao celular, composto por 1 pM de dexametasona, 0,5 mM



34

de 3-isobutil-1-metilxantina-IBMX e 10 pg/mL de insulina e foram brevemente, cultivados
por 72 horas (D1 a D3).

Posteriormente, as células foram cultivadas em meio basal em presenga de insulina (10
ug/mL) e este meio foi trocado a cada 48 horas até o final da diferenciagao (D11). Durante

todo o processo, nos dois grupos, as células foram mantidas a 37° C e em atmosfera de 5%

de CO2.

3.3 Viabilidade Celular

3.3.1 Alamar Blue

O reagente, AlamarBlue®, atua como um indicador de viabilidade celular. A
resazurina ¢ ingrediente ativo deste reagente, sendo um composto celular ndo-téxico
permeavel de coloragdo azul e virtualmente ndo fluorescente. No meio intracelular, a
resazurina € reduzida, por enzimas mitocondriais, a resorufina, um composto de cor vermelha
e altamente fluorescente.

Para a aplicacdo dos delineamentos experimentais propostos, foi realizado o ensaio de
viabilidade celular com o ASE a fim de determinar as concentragdes em que o ASE atuaria na
diminui¢do desta viabilidade.

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada, ao final de 11 dias de diferenciagao,
tanto no grupo 1 como no grupo 2, em triplicata. Além disto, foi realizado teste de viabilidade
no fibroblasto confluente, com a adicao das diferentes concentracdes de ASE por 48 horas,
para determinacao de toxicidade do ASE em outra célula, que ndo o adipdcito. Ao meio de
cultura, em cada pogo, foi adicionado 10uL do reagente, na concentragdo de 1mg/mL e
posteriormente a placa incubada por 4 horas em estufa a 37°C com 5% de CO,,

Ap0s este periodo de incubacdo, a absorbancia foi avaliada nos comprimentos de onda

de 570 e 600nm.

3.4 Determinacdo de Triglicerideos

3.4.1 Coloracdo com Oil Red O

A avaliagdo da incorporagao de lipidios intracelulares foi realizada ao final de 11 dias

de diferenciacdo, tanto no grupo 1 como no grupo 2.



35

As células foram lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e fixadas
com formaldeido a 3,7% em PBS por 1 hora. Apos esse periodo, foram lavadas 3 vezes com
agua destilada e secas em temperatura ambiente. Entdo, as células foram coradas com Oil
Red-O (6 partes de Oil Red-O saturado a 0,3% em isopropanol e 4 partes de 4agua)
durante 15 minutos. O excesso de corante foi removido e as células foram lavadas com
etanol a 70%, por 5 ou 6 vezes. Posteriormente, as células coradas foram lavadas com
agua e secas a temperatura ambiente. Foram feitos registros fotograficos das células coradas a

20x de ampliagdo. A absorbancia foi avaliada em leitor de microplaca a 490 nm.

3.4.2 Triglicerideos Monorreagente

A avaliacdo da quantificacdo de triglicerideos foi realizada ao final de 11 dias de
diferenciagdo, tanto no grupo 1 como no grupo 2, quando as células foram lisadas e
centrifugadas por 15 minutos a 4°C. Apos a centrifugacdo, a fracdo lipidica foi separada e
entdo quantificada seguindo as instruc¢des do kit de analise.

O método utilizado consiste num teste enzimatico colorimétrico (Bioclin®), onde os
compostos H,O,, 4 Aminoantipirina e o p-Clorofenol, na preseng¢a da Peroxidase, originam
um composto de cor cereja, cuja intensidade de cor € proporcional a concentragdo de
triglicerideos presentes na amostra analisada.

Os reagentes do kit foram adicionados as amostras e as mesmas foram
homogeneizadas e postas em banho-maria a 37°C por um periodo de 10 minutos, sendo sua
absorbancia posteriormente avaliada em leitor de microplaca a 500nm. Para os calculos de
quantificagdo, a absorbancia das amostras foi multiplicada por uma constante, indicada pelo
fabricante do kit, e seu resultado dividido pela absorbancia do padrao. Os resultados foram

expressos em miligramas por decilitros (mg/dL).

3.5 Western Blotting

3.5.1 Preparacio e quantificacdo das amostras:

Imediatamente apds os tratamentos dos adipocitos 3T3-L1 maduros com as
concentragdes variadas de ASE, as células foram lavadas com PBS 1x e coletadas das placas
de cultura com o auxilio de cell scraps e 100 pL de tampao RIPA (Tris 50 mM, EDTA 5 mM,
NaCl 150 nM, Triton 1%, SDS 0.1%, NaF 50nM, pirofosfato de s6dio 30 nM e 4gua mili-Q) e
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10 uL de coquetel de inibidores de proteases (SigmaAldrich®). Apods a lise celular as
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 4°C, sendo retirado ap6s o procedimento o
sobrenadante livre de lipidios e armazenado posteriormente em freezer — 80°C até o momento
das andlises. A concentragdo de proteinas foi determinada através do kit BCA (BioRad®),
conforme especificagdes do fabricante. Em seguida o volume correspondente a 50 ug de

proteina total foi adicionado ao tampao de amostra 4 vezes e aquecida a 95 °C por 5 minutos.

3.5.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condicdes denaturantes:

As fragdes proteicas foram separadas por eletroforese em um gel de poliacrilamida na
presenca de SDS, com o auxilio de mini cubas verticais (BioRad®).. A migracdo foi iniciada
em um gel de aproximadamente 1,5 cm de altura (Tris-Base 1,5M, pH 8.,8; SDS 10%;
acrilamida 30%, persulfato de amonia 10% e TEMED, SigmaAldrich®) e a eletroforese
prosseguiu em um gel de separacdo (Tris-Base IM, pH 8,8; SDS 10%; acrilamida 30%,
persulfato de amonia 10% e TEMED), sob voltagem de 150 V e amperagem igual a 50
mA, por 1 hora. A eletroforese foi conduzida em Tampao de Migragdo (Tris-Base 250mM

e glicina 960mM).

3.5.3 Eletro-transferéncia das proteinas:

A eletroforese foi interrompida quando a fonte de migragao, visualizada pelo emprego
do marcador de peso molecular (Kaleidoscopio Bio Rad®), atingiu a por¢do correspondente
ao peso molecular das proteinas de interesse. As proteinas do gel foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (BioRad®). Para tanto, o gel foi colocado em um tampao de
transferéncia (Tris 25 mM; glicina 190 mM, metanol 10 %, SigmaAldrich®), assim como a
membrana e o blotting paper (Bio Rad®). Um “sanduiche” foi produzido da seguinte
maneira: uma folha de boltting paper, o gel de poliacrilamida, a membrana de nitrocelulose,
uma outra folha de blotting paper. A transferéncia foi realizada a 20V e amperagem

equivalente a 328mA durante 1 hora.

3.5.4 Imunodeteccdo das proteinas de interesse:

Apobs o tempo estabelecido para a transferéncia imida, a membrana foi incubada

durante 2 horas em solu¢do de BSA 2% em TBS, em temperatura ambiente e agitacao
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constante para bloqueio de sitios de ligacdo inespecificos. ApoOs este procedimento, as
membranas foram lavadas 3x em TTBS (Tris 100mM, NaCl 150mM, Tween 20 a 0,05%,
SigmaAldrich®) por 10 minutos. Em seguida, a membrana foi incubada com anticorpo
primario monoclonal (anti-mouse) para as proteinas anti-FAS (1: 1.000), anti-PPARYy
(1:1.000), anti-SREBP-1 (1:1.000) e anti-P53 (1:1.000), diluidos em BSA 2% em TBS, sob
agitacdo constante por um periodo aproximado de 18 horas.

No dia seguinte, a membrana foi lavada 3 vezes com TTBS por 10 minutos cada, ¢ o
anticorpo secundario anti-mouse (Goat polyclonal secondary antibody to mouse IgG —
H&L, Abcam®) diluido na propor¢do de 1:1.000 foi adicionado e a membrana incubada
durante 40 minutos em temperatura ambiente e agitacao constante. O anticorpo secundario foi
removido e a membrana lavada 3 vezes com TTBS durante 10 minutos e incubadas com
estreptavidina por 40 minutos e novamente lavadas com TTBS

Em etapa subsequente, foi realizada a reacdo de quimioluminescéncia com kit Clarity
Western ECL (BioRad®), conforme especificagdes sugeridas pelo fabricante. As membranas
entdo foram observadas no equipamento ChemiDocTM XRS (BioRad®) com recurso ao
software Imagelab V4.0 build 16 (BioRad®).

Apos a obtengdo dos filmes, as bandas foram quantificadas por densitometria em um
software especifico (Image J ®) e realizada a normalizacdo em relacdo a proteina constitutiva

(B-actina).

3.6 Ensaios de Morte Celular

3.6.1 Marcacdo Celular com Anexina V-FITC (anexina V conjugada a isotiocianato de

fluoresceina) e lIodeto de Propidio

A marcacdo de cé€lulas com anexina V-FITC ¢ um ensaio utilizado para a
determinagdo de processos bioldgicos referentes a indugdao de apoptose. Quando existe um
estimulo para indu¢do de apoptose, ocorre a exposicdo de fosfatidilserina, que pode ser
analisada utilizando-se anexina V conjugada ao isotiocianato de fluoresceina (FITC). A
anexina V ¢ uma proteina de 37 kDa, que possui alta afinidade por fosfolipidios de carga
negativa, mais especificamente a fosfatidilserina (PS). Uma vez conjugada a fluoresceina, o
complexo anexina V-FITC apresenta intensa fluorescéncia verde (ex/em ~488 nm/=540 nm).
Desta forma, como os ensaios sdo realizados utilizando-se células viaveis, a marcacao obtida

¢ resultado do processo de exposicdo de fosfatidilserina. Assim, considerando que este
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fosfolipidio apresenta-se majoritariamente na face interna da membrana plasmatica, quando
ocorre o estimulo de inducdo de apoptose, as moléculas de PS translocam-se para a face
externa da membrana plasmatica, podendo assim se ligar a anexina V-FITC. Ensaios com 10
ug/mL de iodeto de propidio (PI), que ¢ um marcador nuclear impermeavel a membrana
plasmatica foram realizados a fim de excluir a hipotese de estar ocorrendo ruptura de
membrana com consequente exposi¢ao de PS da face interna a anexina V-FITC.

Para a realizacao deste ensaio, as células foram cultivadas sobre laminulas em placas
de 24 pogos e ao atingirem aproximadamente 70% de confluéncia foram realizados os
tratamentos de inducdo de diferenciacdo celular e os tratamentos com o ASE, seguindo os
modelos experimentais de Pré Tratamento e Tratamento, além de um grupamento controle,
pelo tempo estabelecido para completa diferenciacao celular. Apds este periodo, as laminulas
foram cuidadosamente removidas com pinga apropriada para microscopia e lavadas 3 vezes
com PBS. O excesso de solugdo foi secado com papel de filtro e as células foram incubadas
com os reagentes do kit Annexin V-FITC Assay Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
de acordo com o protocolo do fabricante, por 20 min, a temperatura ambiente. ApoOs a
incubagdo, as células foram novamente lavadas com PBS e fixadas em solugao contendo 3,7%
de formaldeido em PBS, por 15 min. Em seguida, as laminulas foram montadas em laminas
de microscopia sobre uma gota de glicerol, seladas em suas margens com esmalte incolor e
armazenadas a -20°C, sob prote¢do da luz, até serem visualizadas em microscopio de
fluorescéncia. As imagens foram obtidas em microscopio Olympus BX40 na Unidade de

Microscopia do Laboratério de Farmacologia Celular e Molecular (IBRAG/UERJ)

3.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através do programa Graph Pad Prism
(versdao 6.01 Prism, Graph Pad, USA). Utilizou-se a analise de variancia entre os grupos
(ANOVA) “one-way”, e o teste complementar de Tukey, considerando se um nivel de

significancia p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi avaliada em diferentes momentos do processo de
diferenciagdo, nos fibroblastos e nos adipdcitos maduros, tratados antes e depois da indugao
da diferenciacao com intuito de verificar um possivel efeito dos tratamentos com ASE na
viabilidade das células utilizadas neste estudo.

Primeiramente, fibroblastos confluentes foram incubados por 48 horas na presenca de
diferentes concentragdes de ASE (10, 25, 50 e 100 pg/ml). Foi observado que ndo houve
variagdo na viabilidade das células, permanecendo estas 100% viaveis (Figura 07).
Posteriormente o ensaio de viabilidade celular foi realizado nos grupos Pré tratamento
(células tratadas antes da inducdo da diferenciagdo) e Tratamento (células tratadas apos a
inducdo da diferenciagdo até o final do experimento), ao final dos onze dias de diferenciacao.
(Figura 08)

No grupo Pré tratamento, as concentragdes de 25, 50 ¢ 100 pg/ml de ASE levaram a
diminuicdo significativa (p<0,05) na viabilidade das células tratadas (Figura 08), com maior
reducdo na viabilidade na concentracdo de 100 pg/ml (Tabela 01). O grupo Tratamento
(Figura 08) apresentou perfil de viabilidade semelhante ao grupo Pré tratamento, com
reducdo da viabilidade concentracdo dependente, tendo maior redugdo na concentracao de 100
png/ml (Tabela 02). Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade em relacao

ao controle (células ndo tratadas).

Figura 7 - Viabilidade celular: Fibroblasto
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Efeito do tratamento com ASE, em concentragdes crescentes, sobre a
viabilidade celular. Fibroblastos confluentes apo6s 48 horas de incubagdo
com ASE. Letras iguais ndo indicam diferenca estatistica (p<0,05).



40

Figura 8 - Viabilidade celular: Grupo Pré tratamento e
Tratamento.
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processo de diferenciagdo; (B) Grupo Tratamento, apos o décimo
primeiro dia da diferenciacdo celular, exposto ao tratamento com ASE
depois da indugdo a diferencia¢do. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (p<0,05).

Tabela 1 - Efeito do ASE na viabilidade celular — Grupo Pré tratamento

Grupo % de Viabilidade
Controle 100

ASE 10 pg/ml 98,83

ASE 25 pg/ml 90,5

ASE 50 pg/ml 88

ASE 100 pg/ml 74,42

Valores expressos em porcentagem em relagdo ao controle (células ndo tratadas). Os dados representam a média
de experimentos realizados em triplicata.
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Tabela 2 - Efeito do ASE na viabilidade celular — Grupo Tratamento

Grupo % de Viabilidade
Controle 100

ASE 10 pg/ml 96

ASE 25 pg/ml 93,25

ASE 50 pg/ml 91,83

ASE 100 pg/ml 66,5

Valores expressos em porcentagem em relagdo ao controle (células ndo tratadas). Os dados representam a média
de experimentos realizados em triplicata.

4.2 Diferenciacao celular, incorporacao e quantificacio de triglicerideos

A avaliacdo do efeito dos tratamentos sobre a adipogénese e a concentragdo de
triglicerideos intracelulares foi realizada utilizando o corante Oil Red O, onze dias apos a
diferenciagdo celular nos grupos Pré Tratamento e Tratamento.

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se uma diminui¢do da adipogénese,
com diminuicdo do numero de células e reducdo da concentracdo de triglicerideos
intracelulares nas células pré tratadas com ASE (Figura 09) ¢ em pré adipocitos submetidos
ao tratamento com ASE (Figura 10) até sua completa diferenciagdo. A diminui¢do da
diferenciag¢do e da concentragdo de triglicerideos foi observada de maneira dose dependente
em ambos os grupos (Tabelas 3 e 4), tendo significancia estatistica (p<0,05) em todos os
tratamentos, quando comparados ao grupo controle (células nao tratadas).

ApoOs a obtenc¢do destes dados, optou-se pela padronizacdo das concentragdes de ASE
a serem utilizadas nos experimentos futuros. Neste sentido, as concentracdes de 0, 25 ¢ 100
pg/ml foram escolhidas.

A avaliacdo da quantificacdo de triglicerideos foi realizada, onze dias apds a
diferenciagdo celular nos grupos Pré Tratamento e Tratamento.

Os resultados pela microscopia pré-ensaio demonstram redu¢do do nimero e tamanho
dos adipocitos, ao final da diferenciacdo celular (Figura 11). Os dados obtidos apds o ensaio
demonstram redu¢do progressiva da concentragao de triglicerideos totais, conforme o
aumento da dose de ASE aplicada, tanto nas células pré-tratadas, quanto nas células que
receberam tratamento (Figura 12), tendo significancia estatistica (p<0,05) em todos os

tratamentos, quando comparados ao grupo controle (células ndo tratadas).
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Figura 9 - Diferenciacdo celular e incorporagdo de triglicerideos - Grupo Pré tratamento.
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Coloracao Oil Red O em células do grupo pré tratamento ao final de onze dias de diferenciacdo celular. (A)
Controle sem tratamento; (B) Células tratadas com 10 pg/ml de ASE antes da indugdo da diferenciacdo celular;
(C) células tratadas com 25 pg/ml de ASE antes da inducdo da diferenciacdo celular; (D) Células tratadas com
50 pg/ml de ASE antes da indugdo da diferenciagao celular; (E) Células tratadas com 100 ng/ml de ASE antes da

indugdo da diferenciagdo celular; (F) Analise estatistica. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Figura 10. Diferenciacdo celular e incorporagao de triglicerideos - Grupo Tratamento.
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Coloragao Oil Red O em células do grupo tratamento ao final de onze dias de diferenciagéo celular. (A) Controle
sem tratamento; (B) Células tratadas com 10 pg/ml de ASE apo6s a indugdo da diferenciagéo celular; (C) células
tratadas com 25 pg/ml de ASE apos a inducgdo da diferenciagdo celular; (D) Células tratadas com 50 pg/ml de
ASE apos a inducdo da diferenciagdo celular; (E) Células tratadas com 100 pg/ml de ASE apds a inducdo da
diferenciagdo celular; (F) Analise estatistica. Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05).



Tabela 03. Efeito do ASE na diferenciacao
Pré tratamento.
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celular e incorporagdo de triglicerideos — Grupo

Grupo % de Incorporacio de triglicerideos
Controle 100

ASE 10 pg/ml 86,91

ASE 25 pg/ml 82,42

ASE 50 pg/ml 78,17

ASE 100 pg/ml 72,92

Valores expressos em porcentagem em relagdo ao controle (células ndo tratadas). Os dados representam a média

de experimentos realizados em triplicata.

Tabela 04. Efeito do ASE na diferenciagdo celular e incorporacao de triglicerideos — Grupo

Tratamento.
Grupo % de Incorporacio de triglicerideos
Controle 100
ASE 10 pg/ml 92,5
ASE 25 pg/ml 86,1
ASE 50 pg/ml 80,5
ASE 100 pg/ml 73,1

Valores expressos em porcentagem em relagdo ao controle (células ndo tratadas). Os dados representam a média

de experimentos realizados em triplicata.

Figura 11 - Microscopia pré ensaio de quantificacdo de triglicerideos (Grupo

Pré Tratamento e Tratamento).
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Microscopia pré-ensaio enzimatico
Tratamento ao final de onze dias de diferenciacdo celular.
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Figura 12 - Efeito do ASE na quantificacao de triglicerideos (Grupo Pré
Tratamento e Tratamento).
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Efeito do tratamento com ASE, em concentragdes crescentes (0, 25 e 100ug/mL),
sobre quantificacdo de triglicerideos. (A) Grupo Pré Tratamento, apds o décimo
primeiro dia da diferenciagdo celular, exposto ao tratamento com ASE antes do
processo de diferenciagdo; (B) Grupo Tratamento, apds o décimo primeiro dia da
diferenciacdo celular, exposto ao tratamento com ASE depois da indugdo a
diferenciag@o. Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05).

4.3 Efeito do ASE na expressao de proteinas envolvidas no processo de adipogénese

Os resultados obtidos pela analise de Western Blotting, demonstram diminui¢do da

expressdo proteica do receptor PPARy (Figura 13) em células 3T3-L1 diferenciadas em
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adipocitos, quando estas foram pré tratadas ou tratadas com as concentragdes de 25 e
100pg/mL de ASE. Os mesmos resultados se repetem quando observamos a expressao de
FAS (Figura 14) ¢ SREBP-1 (Figura 15) em cé¢lulas tratadas nas mesmas condi¢des
supracitadas, tendo significancia estatistica (p<0,05) em todos os tratamentos, quando

comparados ao grupo controle (células ndo tratadas).

Figura 13 - Efeito do ASE na expressao de PPARy (Grupo Pré Tratamento e Tratamento).
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Efeito do tratamento com ASE, em concentragdes crescentes (0, 25 ¢ 100pug/mL), sobre a expressdo de PPAR .
(A) Grupo Pré Tratamento, apds o décimo primeiro dia da diferenciagdo celular, exposto ao tratamento com ASE
antes do processo de diferenciagdo; (B) Grupo Tratamento, apds o décimo primeiro dia da diferenciacdo celular,
exposto ao tratamento com ASE depois da inducdo a diferenciagdo. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (p<0,05).

Figura 14 - Efeito do ASE na expressio de FAS (Grupo Pré Tratamento e

Tratamento).
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Efeito do tratamento com ASE, em concentragdes crescentes (0, 25 e 100pg/mL), sobre a
expressdo de FAS. (A) Grupo Pré Tratamento, apoés o décimo primeiro dia da diferenciacdo
celular, exposto ao tratamento com ASE antes do processo de diferenciacdo; (B) Grupo
Tratamento, apds o décimo primeiro dia da diferenciag@o celular, exposto ao tratamento com ASE
depois da inducao a diferenciagdo. Letras diferentes indicam diferencga estatistica (p<0,05).
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Figura 15 - Efeito do ASE na expressao de SREBP-1 (Grupo Pré Tratamento e Tratamento).
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Efeito do tratamento com ASE, em concentragdes crescentes (0, 25 ¢ 100pg/mL), sobre a expressdo de SREBP-
1. (A) Grupo Pré Tratamento, ap6s o décimo primeiro dia da diferenciag@o celular, exposto ao tratamento com
ASE antes do processo de diferenciacdo; (B) Grupo Tratamento, apds o décimo primeiro dia da diferenciagdo
celular, exposto ao tratamento com ASE depois da indugdo a diferenciacdo. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (p<0,05).

4.4 Efeito do ASE sobre a morte celular de adipdcitos 3T3-L1

Para investigar se a exposi¢do ao ASE poderia induzir morte celular por apoptose ou
necrose, foi realizado um ensaio de dupla marcagao das células 3T3-L1 com Anexina V-FITC
e PI, com subsequente andlise por microscopia de fluorescéncia. Os resultados obtidos
mostraram que a exposicdo ao ASE, em todas as concentragdes empregadas (0, 25 e 100
pg/ml), tanto no grupo Pré Tratamento quanto no grupo Tratamento, induziu as células aos
processos de apoptose e necrose, de forma mais expressiva, conforme o aumento da
concentragdo de exposicao (Figura 16).

Além deste resultado, a mensuracdo da expressao proteica de P53, pela realizacdo de
Western Blotting, evidenciou aumento progressivo, em ambos os grupos de tratamento, de

forma proporcional as concentragdes aplicadas de ASE (Figura 17).



Figura 16 - Efeito do ASE na induc¢ao da morte
Tratamento e Tratamento).
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celular por apoptose e necrose (Grupo Pré
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Efeito do tratamento com ASE, em concentragdes crescentes (0, 25 e 100pg/mL), sobre a inducdo de morte

celular via apoptose e necrose. (A) Grupo Pré Tratamento,

apos o décimo primeiro dia da diferenciacao celular,

exposto ao tratamento com ASE antes do processo de diferenciagdo; (B) Grupo Tratamento, apds o décimo
primeiro dia da diferenciacdo celular, exposto ao tratamento com ASE depois da indugédo a diferenciag@o.

Figura 17 - Efeito do ASE na expressdao proteica de P53 (Grupo Pré Tratamento e

Tratamento).
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Efeito do tratamento com ASE, em concentragdes crescentes (0, 25 e 100ug/mL), sobre a expressdo de P53. (A)
Grupo Pré Tratamento, apos o décimo primeiro dia da diferenciacdo celular, exposto ao tratamento com ASE
antes do processo de diferenciagdo; (B) Grupo Tratamento, apds o décimo primeiro dia da diferenciacdo celular,
exposto ao tratamento com ASE depois da indugdo a diferenciacdo. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

A diferenciacao de pré-adipocitos em adipocitos € regulada por diferentes fatores de
transcricao, onde o PPARy e membros da familia C/EBP iniciam e regulam o processo de
diferenciagdo celular. Neste contexto, o estudo de compostos fenolicos, encontrados em frutas
e vegetais, tem demonstrado efeitos benéficos a saude humana por atuarem na possivel
modulagdo das vias metabdlicas da adipogénese (QUEIROZ et al., 2009; YUN, 2010).

A linhagem celular 3T3-L1 que ¢ amplamente utilizada como modelo in vitro de
ensaios, tem fornecido suporte para a pesquisa de adipocitos ao longo de varias décadas.
Mesmo que o resultado obtido por este modelo possua limitagdes e que a extrapolagdo dos
resultados para condic¢des in vivo deva ser realizada com cautela. Este ainda é o meio mais
indicado e utilizado, por fornecer uma populagdo celular homogénea, permitindo a realiza¢ao
de culturas indefinidamente e assim possibilitando a sua reprodutibilidade (FEVE, 2005;
MORENO; MARTINEZ, 2002; NTAMBI; YOUNG-CHEUL, 2000).

No presente estudo, objetivamos identificar o possivel papel modulador do ASE sob
o processo de adipogénese in vitro, por meio de duas vias de atuacdo. A primeira, denominada
grupo Pré Tratamento, na qual fibroblastos ndo induzidos a diferenciagdo celular foram
tratados com o extrato por um periodo pré-determinado e depois induzidos a diferenciagdo. E
a segunda, denominada grupo Tratamento, onde as mesmas células foram expostas ao ASE,
somente ap6s a indugdo da diferenciagao celular, de forma continua, até sua maturagao.

Em relagdo a toxicidade exercida pelo ASE, tanto o grupo Pré Tratamento quanto o
grupo Tratamento, promoveram reducao progressiva da viabilidade celular, a medida que as
concentracoes de ASE foram aumentadas nos respectivos ensaios. Assim como em nosso
estudo, trabalhos que utilizaram compostos fendlicos, como a epicatequina galato (EGCG) e
resveratrol, apresentaram em seus resultados, efeito anti adipogénico, pela reducdo da
viabilidade dos pré adipocitos, além de expressarem resultados condizentes com a diminuigao
da proliferacao celular (KWON et al., 2012; LIN; DELLA-FERA; BAILE, 2005a; WU et al.,
2005), corroborando nossos achados e reforcando nossa hipotese do possivel efeito do ASE
como potencial modulador no processo de adipogénese. Todavia vale ressaltar que a
toxicidade exercida pelo ASE sé pode ser observada nos pré adipocitos e adipocitos, o que
nos faz crer numa seletividade de acdo deste extrato, visto que os fibroblastos que nao
sofreram inducdo da diferenciacdo celular e foram expostos ao ASE ndo apresentaram

redugdo da sua viabilidade.
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A incorporagdo e a quantificacdo de triglicerideos também foram afetadas de maneira
dose-dependente, em ambos os modelos experimentais aplicados neste trabalho. Diversos
estudos que utilizaram compostos fenolicos, como os presentes no cha verde e a ECGC
isoladamente, expressaram resultados que se assemelham aos nossos achados, como a
inibicdo da proliferacao de pré adipdcitos, supressao da diferenciagdo dos adipdcitos e do
acumulo de triglicerideos intracelulares. Tais resultados, nestes estudos, sdo elucidados pelo
efeito modulador destes compostos na sinalizagdo de PPARy e C/EBPa (LAO et al., 2015;
WANG et al.,, 2014). Além destes estudos, trabalhos que utilizaram compostos como
resveratrol e curcumina, também obtiveram resultados similares aos obtidos em nosso estudo,
na indugdo da inibicdo da diferenciacdo de pré adipocitos e supressdo da lipogénese
(MEYDANI; HASAN, 2010), com concomitante supra regulagdo da expressdo de genes
lipogénicos como PPARy, C/EBPa e FAS (KWON et al., 2012; RAYALAM et al., 2008;
ZHANG et al., 2012).

Uma vez observada a diminui¢do no acimulo de triglicerideos nos adipocitos 3T3-L1
submetidos aos tratamentos com ASE, investigamos a possibilidade de alteracdo da expressao
dos genes especificos envolvidos na adipogénese, em busca da melhor elucidagdo das vias
moleculares envolvidas neste processo. Confirmando nossas hipdteses, podemos observar em
nossos ensaios a redugdo, condicionada ao aumento das concentragdes de ASE (0. 25 e 100
pg/ml), em ambos os modelos experimentais, de PPARYy, SREBP -1 e FAS. Nossos resultados
corroboram os dados da literatura que mostram que estudos realizados com compostos como a
arctina, genisteina, gingerol e resveratrol, em diferentes concentracdes, podem atuar no
bloqueio da conversdao de pré adipocitos em adipocitos, além de reduzirem e/ou inibirem a
expressao de PPARy, SREBP-1 e FAS (HARMON; HARP, 2001; MIN et al., 2014;
MOSETI; REGASSA; KIM, 2016; TZENG; LIU, 2013).

Sabe-se que o receptor PPAR-y possui um papel importante na regulacdo do
metabolismo de triglicerideos nos adipécitos € no controle da mobilizacdo de lipideos nestas
células, apresentando um papel essencial na manutengdo do fenétipo dos adipocitos (FERRE,
2004; GRUN; BLUMBERG, 2007), assim como a proteina de ligacdo de elemento regulador
de esterol 1 (SREBP-1), ¢ referida como determinante a diferencia¢do de adipdcitos e a
homeostase de colesterol. A SREBP-1 desempenha um papel importante na expressao génica
dos adipdcitos, regulando a expressio de FAS, enzima responsavel pela formacao dos
adipdcitos maduros, e da LPL, genes importantes envolvidos no metabolismo de &cidos
graxos, além da indugdo da expressdo de PPARy (MIN et al., 2014; MOSETI; REGASSA;

KIM, 2016). Sendo assim, neste contexto, nossos resultados demonstram que o ASE inibiu a
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adipogénese através da supra regulacao de fatores de transcri¢do adipogé€nicos e seus genes
alvo.

O ciclo de vida dos adipdcitos inclui a alteracdo da forma celular, a parada do
crescimento, a expansao clonal e uma sequéncia complexa de alteragdes na expressao génica
levando ao armazenamento de lipidios e, finalmente, a morte celular (RAYALAM et al.,
2008). Células que sofrem injurias podem sofrer morte celular via necrose ou apoptose. A
necrose ¢ um tipo de morte celular na qual as células sofrem um insulto que resulta no
aumento do volume celular, agregagao da cromatina, desorganizacao do citoplasma, perda da
integridade da membrana citoplasmatica e consequente ruptura celular. Durante a necrose, o
conteudo celular ¢ liberado, causando dano as células vizinhas e uma reagdo inflamatdria
local (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004).

As células em apoptose sofrem morte celular programada sem acometer estruturas
vizinhas. A célula encolhe e condensa, o seu citoesqueleto sofre colapso, a membrana nuclear
torna-se desestruturada e o DNA sofre fragmentacdo. A superficie celular sofre alteragdes
revelando propriedades que resultam em sua morte e posterior fagocitose por células vizinhas
ou por macréfagos (EDINGER; THOMPSON, 2004; GALLUZZI et al., 2015).

Em nosso estudo, apds a obtengdo dos resultados da viabilidade celular, onde
constatamos a sua diminui¢do progressiva apos exposi¢ao a concentracdes crescentes de ASE,
enveredamos nossa pesquisa para a avaliacdo de morte celular. Para avaliacdo de necrose e
apoptose optamos pelo ensaio de fluorescéncia por dupla marcacio das células 3T3-L1 com
Anexina V-FITC e PL.

A anexina V ¢ uma proteina de ligacdo de fosfolipidos dependente de calcio que
possui alta afinidade para a fosfatidilserina, um fosfolipido de membrana que ¢ distribuido no
folheto intracelular da membrana celular em células normais, mas translocado para o folheto
externo desta membrana durante a apoptose. A exposi¢do da fosfatidilserina ¢, portanto,
acessivel para deteccdo AV. PI ¢ um corante fluorescente que se liga ao DNA, ndo sendo
capaz de permear células vidveis com membranas celulares intactas. Assim, ¢ utilizado para
distinguir células mortas de células vidveis em culturas celulares (LIN; DELLA-FERA;
BAILE, 2005).

Pela analise visual de nossas amostras, constatamos a inducdo de apoptose e
necrose. No grupo Pré-Tratamento percebemos maior indugdo de apoptose na menor
concentragdo (25 pg/ml) de ASE, enquanto na maior (100 pg/ml) temos aparente
predominancia de morte induzida por necrose. No grupo Tratamento constatamos maior

indugdo a apoptose e necrose, conforme o aumento da concentracao empregada de ASE.
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Como ja exposto, compostos fenolicos afetam fungdes celulares, como crescimento,
diferencia¢do e apoptose. Assim como verificamos em nosso experimento, diversos estudos
indicam que os flavondides, como a naringenina, rutina, hesperidina, resveratrol, naringina e
quercetina, inibem o crescimento celular e induzem apoptose em adipocitos (HSU; YEN,
20006) ratificando nossos achados.

Sabendo que a proteina pS3 ¢ um fator de transcri¢do que responde a diversos sinais
de estresse e pode atuar na inibi¢ao do crescimento celular tanto através da ativagdo da parada
do ciclo celular, como na apoptose (BIEGING; MELLO; ATTARDI, 2014). Constatamos ao
final do experimento, aumento da expressdo da p53 de maneira proporcional, a medida que as
concentragdes (0, 25 e 100 pg/dl) de ASE aumentaram. RAYALAM et al., 2008 ¢ HASTAK
et al., 2003, demonstraram que extratos de cha verde e resveratrol promoveram uma redugdo
da gordura corporal em modelo experimental de obesidade. J4 em experimentos in vitro com
adipocitos expostos a ECGC isolada, obtida a partir do extrato de ché verde, e resveratrol foi
evidenciada morte celular por apoptose mediada pela proteina p53, além do aumento da
atividade da caspase 3 (HSU; YEN, 2006; LIN; DELLA-FERA; BAILE, 2005b). Desta
forma tais resultados, apontam a p53 como molécula / proteina chave no processo de

apoptose, corroborando com nossos dados com o ASE sobre a morte celular dos adipocitos.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que o ASE
demonstrou capacidade de reducao da concentragdo de triglicerideos intracelulares dos
adipocitos submetidos a sua exposi¢cdo, além de reduzir a viabilidade celular de forma
proporcional as suas doses administradas durante os experimentos.

Assim, o ASE foi capaz de modular o processo adipogénico, atuando na regulagao da
expressao de fatores de transcri¢ao responsaveis pelo comprometimento dos fibroblastos com
a linhagem adipocitaria e na regulacdo da expressdo fenotipica do adipocito, além de exercer
papel modulador nos processos de morte celular por necrose e apoptose, mediada por p53.

Uma vez que a adipogénese estd intrinsecamente relacionada a diferenciacdo e
maturacdo de adipocitos, a indugdo da apoptose e a inibicdo da adipogénese em varios
estagios do ciclo de vida dos adipdcitos, a atuacdo dos compostos fendlicos presentes no ASE,
se apresenta como um possivel mecanismo de inibicdo da adipogénese sugerindo que o ASE
pode ser uma ferramenta importante para o tratamento preventivo ou terapéutico da

obesidade.
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