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RESUMO

AZEVEDO, Camilla Rangel. Efeitos da cronicidade da dieta hiperlipidica no
remodelamento do tecido adiposo marrom. 2021. 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 dieta rica em gordura saturada causa um
desequilibrio na homeostase energética, sendo uma das causas principais para o
desenvolvimento da obesidade levando a disfungdo dos adipécitos marrons e
consequentemente diminuicdo da capacidade termogénica, com alteracdes
morfofuncionais denominada “whitening”. O presente estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos da cronicidade da dieta hiperlipidica no remodelamento do tecido
adiposo marrom, visando elucidar as vias envolvidas nesse processo. Sessenta
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) em tempos de
administracdo de dieta diferentes (12, 16 e 20 semanas, denominados C12, HF12,
C16, HF16, C20 e HF20). Os animais do grupo HF apresentaram sobrepeso,
intoleréncia oral a glicose, acumulo substancial de gordura intra-abdominal e
subcutanea. Além disso, os animais dos grupos HF apresentaram disfuncdo dos
adipdcitos marrons com perda da capacidade termogénica, aumento da expressao de
marcadores da rarefacdo vascular, apoptose e inflamacdo. Essas alteracbes
funcionais foram acompanhadas por mudanca morfolégica dos adipécitos marrons
gue apresentaram aumento da goticula lipidica caracterizando o whitening desse
tecido. Em concluséo, a dieta HF causou disfuncdo dos adipdcitos marrons (whitening)
apos 12, 16 e 20 semanas. O aumento do tamanho da goticula lipidica fez com que o
adipdcito marrom assumisse um arranjo mais proximo ao adipdcito branco
(unilocular), com consequente reducao da sua capacidade termogénica. A inflamacéao
e o0 estresse do reticulo endoplasmético parecem mediar as modificacdes estruturais
e funcionais do tecido adiposo marrom na obesidade.

Palavras-chave: Tecido adiposo marrom. Whitening. Obesidade. Termogénese.



ABSTRACT

AZEVEDO, Camilla Rangel. Effects of high-fat diet chronicity on the remodeling of
brown adipose tissue. 2021. 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.

Excessive intake of a diet rich in saturated fat causes an imbalance in energy
homeostasis, being one of the main causes for obesity onset, leading to dysfunction
of brown adipocytes and, consequently, a decrease in thermogenic capacity, with
morphological and functional alterations called whitening. The present study aimed to
evaluate the effects of the chronicity of the high-fat diet on brown adipose tissue
remodeling, aiming to elucidate the pathways involved in this process. Sixty 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 12, 16 or 20
weeks (C12, HF12, C16, HF16, C20 and HF20). The animals in the HF groups had
overweight, oral glucose intolerance, and substantial accumulation of intra-abdominal
and subcutaneous fat pads. Furthermore, the animals in the HF groups showed brown
adipocyte dysfunction with loss of thermogenic capacity, increased expression of
vascular rarefaction, inflammation, and apoptotic markers. These functional changes
were accompanied by morphological alterations in brown adipocytes that showed an
increase in the lipid droplet size, characterizing the whitening of this tissue. In
conclusion, the HF diet caused brown adipocyte dysfunction (whitening) after 12, 16
and 20 weeks. The increase in the size of the lipid droplet caused the brown adipocyte
to assume a closer arrangement to the white (unilocular) adipocyte, with a consequent
reduction in its thermogenic capacity. Inflammation and endoplasmic reticulum stress
appear to mediate structural and functional changes in brown adipose tissue in obesity.

Keywords: Brown adipose tissue. Whitening. Obesity. Thermogenesis.
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INTRODUCAO

A obesidade é considerada uma doenca de carater epidémico no mundo, podendo-
se observar sua prevaléncia crescente nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (Bhurosy e Jeewon, 2014). Mudancas alimentares fizeram com que
o0 consumo de acucares refinados em alimentos e bebidas aumentasse de forma
preocupante nas ultimas décadas, colaborando para a atual epidemia de obesidade e
doencas cardiometabdlicas (Bray e Popkin, 2014). A ingestdo de gordura na dieta
também esta associada com o aumento da adiposidade, induzindo a obesidade (Hariri
e Thibault, 2010).

A presenca da obesidade aumenta o risco de comorbidades por doengas cronicas
como diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doencas cardiovasculares (DCV), esteatose
hepatica e alguns tipos de cancer (Niswender, 2010; Hruby e Hu, 2015). Nota-se que
alguns fatores etiolégicos associados, como mudanca do comportamento alimentar,
estilo de vida, consumo de alimentos processados e sedentarismo, levam ao
desenvolvimento do quadro de obesidade (Swinburn et al.,, 2011; Seidell e
Halberstadt, 2015). O acumulo excessivo de gordura corporal na obesidade,
especialmente o intra-abdominal, esta relacionado a resisténcia a insulina (RI) e ao
desenvolvimento da sindrome metabdlica (SM) em humanos (Fall e Ingelsson, 2014).

O consumo excessivo de gordura saturada promove uma desordem na
homeostase energética e se associa com o aumento da massa corporal (MC) (Kapoor
e Anand, 2002; Raatz et al., 2017), promovendo uma disfuncionalidade do tecido
adiposo (Magdalon e Festuccia, 2017). O ganho de MC gera hiperplasia e/ou
hipertrofia dos adipécitos, secrecdo de adipocinas alteradas, reduzindo a sensibilidade
a insulina e modificando o perfil de células imunes residentes do tecido adiposo (TA),
resultando em inflamacéao crénica de baixo grau (Mathis, 2013). A descoberta que uma
fracdo de humanos adultos apresenta tecido adiposo marrom (TAM) ativo fez com que
estudos experimentais, que ambicionam desvendar o papel de agentes indutores da
termogénese adaptativa para o controle da obesidade, ganhassem relevancia
cientifica (Nedergaard et al., 2007).

O TAM, composto ultraestruturalmente por muitas mitocondrias que conferem a
coloracdo amarronzada do tecido, tem a proteina desacopladora-1 (UCP1 ou

termogenina) como um dos principais marcadores para a sua identificagao e atividade
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termogénica (Langin 2010). Em comparacao com o tecido adiposo branco (TAB), os
adipdcitos marrons sdo menores e possuem varias goticulas lipidicas citoplasmaticas
de diferentes tamanhos (multilocular), seu citoplasma € relativamente abundante, seu
nucleo esférico é levemente excéntrico e a grande quantidade de mitocondrias produz
energia através da oxidacao de acidos (Nedergaard et al., 2007).

A ingestao crbnica de dieta hiperlipidica (High-fat, HF) por roedores é capaz de
gerar um remodelamento adverso do TAM conhecido como “whitening”
(branqueamento), caracterizado pelo predominio de inclusdes lipidicas grandes no
TAM, causado por uma rarefacdo vascular e disfuncdo mitocondrial.
Consequentemente, ha prejuizo da atividade termogénica, além do favorecimento da
inflamagé&o e da RI (Shimizu e Walsh, 2015).

A presenca de aproximadamente 63g de TAM termogenicamente ativo na regido
cervical de humanos adultos é capaz de evitar o acimulo de quatro quilos de gordura
ao final de um ano (Virtanen et al., 2009). Logo, a disfuncdo do TAM (whitening) pode
exercer um papel crucial na génese da obesidade. Essa constatag&o estimula estudos
para elucidar as vias envolvidas no “whitening” do TAM, bem como os efeitos da
cronicidade da dieta HF nas modificacGes estruturais e moleculares desse tecido no
sentido de propor estratégias mais eficazes para aumento da termogénese e controle
da obesidade e de comorbidades como o DM2, a doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica (DHGNA) e DCV (Poher et al., 2015).

A hipétese do presente estudo é que a dieta HF reduza a capacidade termogénica
do TAM e produza “whitening” desse tecido, com perda da multilocularidade

caracteristica e rarefacdo da vascularizacdo, de maneira tempo dependente.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Obesidade

A obesidade sendo vista como um problema de saude pubica é algo
consideravelmente recente. Em um determinado periodo da historia, foi observada a
escassez de alimentos por longos periodos, e este fato teve como consequéncia a
concepcao de que os individuos considerados saudaveis seriam aqueles que
apresentavam um aumento da MC (Eknoyan, 2006).

Os avancos tecnoldgicos ao longo da histéria promoveram mudancas na
composicado, no custo financeiro e no acesso especialmente a alimentos a base de
cereais. A ingestédo de alimentos com alto teor de energia e pobre em nutrientes teve
um crescimento drastico, sendo esses alguns dos fatores que contribuiram para o
aumento dramatico da obesidade nos ultimos 30-40 anos (Morris et al., 2015). Nota-
se, nas ultimas décadas, uma mudanca no padrdo dietético que levou a chamada
transicdo nutricional (Figura 1), onde mudancas quantitativas e qualitativas da dieta
desencadearam no aumento de doencas crbénicas ndo transmissiveis (DCNT) (Kapoor
e Anand, 2002; Hruby e Hu, 2015) atrelado a uma crescente prevaléncia mundial de
obesidade (Swinburn et al., 2011) devido ao consumo excessivo de gordura saturada

e de acUcares associado ao sedentarismo (Astrup e Brand-Miller, 2012).
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Figura 1 - Eutrofia X Obesidade (transi¢cao nutricional)

Legenda: Esquema representativo de fatores que podem atenuar a obesidade como uma alimentagéo
adequada, atividade fisica e sono adequado. A direita, demonstramos fatores que podem
promover a obesidade como alimentacdo baseada em bebidas agucaradas e fast-food,
sedentarismo, estresse e fatores genéticos.

Fonte: A autora, 2021.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a obesidade é
considerada uma condicdo de carater multifatorial onde temos um quadro em que a
ingestado energética € maior que o gasto energético (GE) por um longo periodo de
tempo, resultando em um balanco energético positivo que gera um acumulo excessivo
de gordura corporal associado a riscos para a saude com complicacées metabdlicas
(2000). Alguns fatores relacionados a obesidade sé@o: genéticos, econémicos, sociais,
ambientais, entre outros (2000) (Figura 2). O aumento da MC total por um periodo
cronico pode favorecer o desenvolvimento do sobrepeso e, posteriormente, obesidade

(Dunham-Snary e Ballinger, 2013).
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Figura 2- A obesidade e suas comorbidades

Genético

Social

Econdmico

| ]

Ambiental

Legenda: Esquema representativo de fatores que contribuem para o desenvolvimento da obesidade.
Fonte: A autora, 2021.

Dados atuais mostram que um total de 1,9 bilhdo e 609 milhdes de adultos
apresentaram  sobrepeso e obesidade, respectivamente, representando
aproximadamente 39% da populagdo mundial maior de 18 anos. A prevaléncia de
excesso de peso aumentou de 25,5% em 1980 para 39,0% em 2015, representando
um aumento de quase 50% nos ultimos 35 anos (Chooi et al., 2019). Além disso, a
obesidade também est4d associada com o maior risco de desenvolvimento de
dislipidemias, DCV e DM2 (Alberti et al., 2005). Os numeros crescentes de individuos
com sobrepeso e obesidade passaram a onerar o sistema de saude publica devido ao
aumento de doencas associadas a esse quadro, gerando reducdo na expectativa de
vida em até oito anos (Swinburn et al., 2011). Essas comorbidades atingem uma
parcela cada vez mais significativa da populacdo e incluem maior propensédo ao
desenvolvimento de mais de dez tipos de cancer, de acordo com o Instituto Nacional
de Cancer (INCA) (Martins, 2018).

No Brasil, 0 aumento de sobrepeso e obesidade séo igualmente alarmantes.
Dados do Vigitel Brasil (Vigilancia de fatores de risco e protecdo para doencas
cronicas por inquérito telefénico) em 2020 mostram que 55,4%, dos adultos
apresentam excesso de peso, sendo ligeiramente maior entre homens (57,1%) do que
entre mulheres (53,9%). Com relacdo a obesidade, 20,3% da populacdo adulta
apresenta obesidade, sendo semelhante entre homens e mulheres (BRASIL, 2020).
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A obesidade promove um desequilibrio na homeostase corporal,
desencadeando hipertrofia e hiperplasia dos adipécitos brancos (Magliano et al., 2013;
Rachid et al., 2015). Na obesidade, as massas de gordura subcutanea e intra-
abdominal encontram-se maiores devido ao aumento do percentual de gordura
corporal total. Contudo, a hiperplasia ocorre principalmente no tecido adiposo
subcutéaneo (TABs), enquanto a hipertrofia das células adiposas ocorre tanto no
compartimento intra-abdominal quanto no subcutaneo (Engin, 2017).

Enquanto doenca inflamatdria cronica, a obesidade esta associada ao potencial
de secrecdo de citocinas pelo TA, desencadeando infiltracdo de macrofagos que
apresentam um fenétipo pro-inflamatorio (M1) (Tilg e Moschen, 2006) ). A primeira
molécula relacionada a obesidade e inflamacéo foi o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-alfa), citocina essa que foi encontrada com uma elevada expresséo no TA de
roedores em um modelo experimental de obesidade (Hotamisligil et al., 1993).
Diversas outras citocinas pro-inflamatérias, como interleucina (IL)-6, s&o
significativamente expressas na obesidade (Lafontan e Girard, 2008).

A secrecdo dessas citocinas desencadeia um estado inflamatério de baixo
grau, induzindo comorbidades a ela associadas, tais como: RI, dislipidemia,
hipertensdo arterial sistémica (HAS), aterosclerose, DCV, DM2 e DHGNA. A
associacdo dessas desordens a um individuo configura o quadro de SM (Figura 3)

gue tem como principal fator desencadeante a obesidade (Eckel et al., 2005).

Figura 3 — Comorbidades associadas ao diagndstico da sindrome metabdlica

Hipertensao
arterial sistémica
(HAS)

. Doenca Hepatica

Doenga Gordurosa
cardiovascular Néo Alcoolica
(DHGNA)

Diabetes " Resisténcia — SI ndro,me
remsw  Dilpidema % qumme Metabolica

Fonte: A autora, 2021.
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A leptina € uma adipocina que se encontra elevada na presenca da obesidade
devido ao aumento da massa adiposa, caracterizando a hiperleptinemia. Tal fato
promove uma desregulacdo do eixo adipoinsular, gerando uma perda da capacidade
supressora da leptina sobre a secre¢do de insulina pela célula beta pancreéatica,
levando ao quadro de hiperinsulinemia e RI (Vickers et al., 2001).

Para avaliar o grau de obesidade, utiliza-se com maior frequéncia o método de
diagndstico do indice de Massa Corporal (IMC) (IMC= peso em kg / altura em m2),
tendo como vantagem a possibilidade de interpretacdo em correlacdo com dados de
referéncia nacionais dos niveis de adiposidade, morbidade e mortalidade em adultos
(Lo et al., 2016). A utilizacdo de indicadores adicionais para avaliar a adiposidade
central em pessoas com sobrepeso e obesidade sao indicados devido ao fato de que
o IMC néo fornece informac¢des sobre a composicao corporal e quantidade de massa
livre de gordura ou massa gorda em relacéo ao peso corporal (Wells e Fewtrell, 2006).

A pandemia da doenca causada pelo coronavirus 2019, COVID-19 (sigla em
inglés para coronavirus disease 2019), teve seu reconhecimento pela OMS no dia 11
de marco de 2020 (Malta et al., 2020). Embora seja uma doenca de carater
respiratorio, ela pode afetar também 6rgéos como rins, figado, coracdo entre outros
(Dinakaran et al., 2020). A atual pandemia desafia os sistemas de salude em todo
mundo e encontra-se relatos que apontam que a obesidade € uma das condi¢cfes que
aumentam exponencialmente o risco de mortalidade quando associada ao
coronavirus (Petrakis et al., 2020).

Atualmente, com base nas informacdes disponiveis a respeito do coronavirus,
observa-se a obesidade severa (ou seja, IMC=40kg/m?) correlacionada a um pior
prognostico, estando associada a alta mortalidade em pacientes com coronavirus.
Entretanto, qualquer outo grau de obesidade também esta correlacionado a
progndésticos ruins em pacientes portadores da doenca mencionada anteriormente
(Petrakis et al., 2020).

A hipotese mais disseminada é de que a sindrome respiratoria aguda pelo
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) é causada devido a capacidade do virus de penetrar nas
células humanas por meio de ligacao direta com receptores da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2) na superficie celular. Com isso, pacientes com certo grau de
obesidade apresentam RI e hiperatividade do sistema renina-angiotensina
aldosterona (SRAA), gerando resultados piores na infeccdo por COVID-19. A

expressdo de ECA2 no TA encontra-se elevada quando comparada ao pulmao que é
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um dos principais oOrgaos-alvo afetados pela COVID-19, sugerindo uma maior
vulnerabilidade do TA a infeccéo pelo virus (Sanchis-Gomar et al., 2020).

Nesse contexto, estratégias de combate a obesidade e transtornos
relacionados classificam-se em: mudanca de estilo de vida, terapia farmacoldgica e
cirurgia bariatrica (Haslam, 2016). Mudancas no estilo de vida estédo relacionadas a
mudancas comportamentais, dieta e atividade fisica (Wadden et al., 2003). Dessa
forma, a perda ponderal é o principal fator para o tratamento da obesidade, reduzindo
o risco de diversas comorbidades associadas a esta doenca. A reducdo da MC se da
devido ao controle da ingestdo energética, levando a uma diminuicdo do aporte
lipidico e a menor metabolizacdo de nutrientes associada a atividade fisica regular
(McNeel e Mersmann, 2005). O processo de emagrecimento esta diretamente
relacionado a um balanco energético negativo, sendo caracterizado pela reducéo da

ingestao alimentar em relacdo ao GE (Lowell e Spiegelman, 2000).

1.2. Dieta hiperlipidica

Uma das principais causas para o desenvolvimento da obesidade é o consumo
excessivo de gordura saturada, que por sua vez, é capaz de promover desequilibrio
da homeostase energética (Silva-Veiga et al., 2018). A necessidade de
processamento e armazenamento de lipidios implica no funcionamento dos
adipdcitos, incluindo hipertrofia, secrecao alterada de adipocinas com predominio de
um perfil pro-inflamatério, RI, maior producdo de espécies reativas de oxigénio,
inflamacdo de baixo grau e estresse do reticulo endoplasmatico (Hummasti e
Hotamisligil, 2010).

O consumo excessivo de gordura saturada leva a um aumento no nivel de
acidos graxos (AG), facilitando a lipogénese e maiores taxas de lipolise no TA,
gerando um acumulo ectépico de gordura. Tal fato amplia os efeitos deletérios da
obesidade como a esteatose hepatica, dislipidemias, hiperglicemia, dentre outros (De
Minicis et al., 2013). Além disso, ha um declinio da funcdo das células beta
pancreaticas, sendo um prenunciador do DM2 (Eckel et al., 2005; Souza-Mello et al.,
2011).
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A glicose obtida através da alimentacdo estimula a secrecdo pancreética de
insulina, que atua como regulador fundamental dos processos celulares anabdlicos
durante o estado de alimentacdo, gerando um equilibrio nos niveis de glicose no
sangue para manter o estado de energia sistémica. A ingestao de alimentos ricos em
gorduras de forma crénica € capaz de gerar uma meta-inflamacao, levando a
alteracdes como reducao da sensibilidade a insulina e secrecédo de insulina estimulada
por glicose (Nagy e Einwallner, 2018).

O reticulo endoplasmético (RE) é uma organela essencial para o dobramento
e montagem de proteinas secretoras e de membrana. Sugere-se que a dieta rica em
gordura saturada pode promover maior estresse do RE (ERE), que ocorre quando a
demanda celular para o enovelamento de proteinas ultrapassa a capacidade do RE
de maturar essas proteinas, levando a um acumulo de proteinas ndo dobradas,
desencadeando inflamacédo e esteatose hepética de forma mais proeminente que o
excesso de acido graxo poliinsaturado (Fernandes-da-Silva et al.,, 2021). Ha
evidencias crescentes de inflamagdo de baixo grau cronicamente ativada na
obesidade induzida por dieta (DIO), sendo um fenbmeno recente denominado de
inflamacéo desencadeada metabolicamente (meta-inflamacé&o) (Zhao et al., 2013).

Estudos com animais demonstram que a ingestao continua de uma dieta rica
em gordura saturada promove danos metabdlicos semelhantes em humanos quando
desenvolvem excesso de peso. Animais submetidos a dieta rica em gordura
apresentam aumento progressivo do ERE, produzindo um aumento da disfuncéo
mitocondrial, dano ao DNA mitocondrial e estresse oxidativo, levando ao um quadro
de degradacéao de proteinas e autofagia (Fernandes-da-Silva et al., 2021).

O consumo excessivo de alimentos ricos em gordura gera um quadro de
obesidade abdominal, hipertensdo, homeostase irregular de glicose, Rl, DM2 e
dislipidemia com graus elevados de triacilgliceréis (TAGS) e lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), levando ao quadro de sindrome metabdlica causada pela dieta,
ocasionando efeitos negativos ha modulagcédo do gasto energético (Raatz et al., 2017).

Estudos mostram que a substituicio da gordura saturada por gordura
poliinsaturada é capaz de evitar eventos coronarios em humanos. Terapias dietéticas
atuam como uma ferramenta importante para a redugcéo de DCV. Quando as gorduras
saturadas ou trans-insaturadas sdo substituidas por gorduras monoinsaturadas ou
poliinsaturadas ocorre a diminuicédo da LDL. Entretanto, dietas que usam carboidratos

como substituicdo de gorduras saturadas, numa dieta de baixo teor de gordura, a LDL
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e a lipoproteina de alta densidade (HDL) diminuem igualmente; enquanto os TAGsS
aumentam com o aumento de carboidratos (Hooper et al., 2020). Os acidos graxos
séo a forma energética circulante mais comumente encontrada, enquanto os TAG séo
a forma mais comumente encontradas de armazenamento de AG (Nguyen et al.,
2008).

A composicao de AG da dieta é capaz de estimular a termogénese do TAM
durante a hiperfagia voluntaria com dietas HF. Uma dieta rica em AG poliinsaturados
resulta na estimulacdo preferencial da atividade termogénica no TAM (Mercer e
Trayhurn, 1987). Os altos niveis de gordura saturada na dieta estdo associados a
concentracfes sanguineas de LDL elevadas, um fator de risco estabelecido para DCV
(Khaw et al., 2018). A ingestdo dietética de gordura saturada também apresenta
associacao com disfuncéo tireoidiana significativa e morfologia anormal em modelos
experimentais (Shao et al., 2014). Alteracdes na microbiota intestinal também sé&o
observadas no consumo de dieta rica em gordura saturada, promovendo disbiose e
aumento da permeabilidade intestinal (Volynets et al., 2017).

O modelo de camundongo C57BL/6 obeso induzido por dieta (Figura 4) é
amplamente utilizado, pois replica varios aspectos do fendétipo diabético (Hull et al.,
2017). Animais que fazem ingestdo ininterrupta de dieta HF apresenta danos
metabdlicos (Catta-Preta et al., 2012) tipicamente visto em humanos obesos (Hull et
al., 2017). Esta cepa é propensa ao aumento do peso corporal, acumulo de gordura e
interrupcdes no metabolismo da glicose quando alimentada com uma dieta HF
(Airaksinen et al., 2018).
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Figura 4 - Dieta normolipidica x dieta hiperlipidica

Dieta Dieta
normolipidica hiperlipidica

Legenda: Esquema representativo de camundongos 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. A direita, camundongo C57BL/6 alimentado com
dieta hiperlipidica, apresentando obesidade induzida por dieta.

Fonte: A autora, 2021.

1.3. Tecido adiposo

Uma das func¢des do TA é a manutencao do equilibrio energético, o que implica
na génese da obesidade. O TA tem células especializadas no desempenho de
funcdes reguladoras na homeostase denominadas adipécitos (Gesta et al., 2007).
Dois tipos de tecido adiposo sao tradicionalmente descritos em mamiferos devido as
suas posi¢coes anatdémicas especificas, estruturas morfolégicas e fungdes que sao:
TAB e TAM (Gesta et al., 2007; Park et al., 2014)

Tanto em roedores quanto em humanos existem ambos os tecidos. Os
adipécitos do TAB apresentam uma caracteristica unilocular (reserva de uma Unica e
macro goticula de gordura), encontrando-se distribuido pelo corpo em maior
quantidade. O TAM, por sua vez, encontra-se em menor gquantidade e em locais
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especificos, apresentando como caracteristica adipécitos multiloculares e reserva de
gordura em micro goticulas (Kolditz e Langin, 2010).

Os adipdcitos séo as Unicas células especializadas em armazenar lipidios, sem
comprometer a sua integridade funcional, possuindo uma maquinaria enzimatica
necessaria para a sintese de AG e estoque de TAG (Ahima e Flier, 2000). As lipases
irdo exercer o papel de hidrélise dos TAG, gerando liberacdo de glicerol e AGs na
corrente sanguinea para serem utilizados, em um processo conhecido como lipélise.
(Koppen e Kalkhoven, 2010).

Os adipdcitos brancos tém como caracteristicas metabdlicas principais a
sintese e reserva de energia na forma de TAG através da lipogénese, possibilitando
a mobilizacdo dessa reserva em momentos de necessidade. O balanco energético é
o principal regulador dessa mobilizag&o (Kolditz e Langin, 2010). A distingao da origem
do tecido adiposo (por exemplo, gonodal ou subcutaneo) gera diferencas na sua
capacidade lipolitica ou lipogénica (Fonseca-Alaniz et al., 2007). O TAB se desenvolve
em locais anatbmicos distintos, sendo dividido em depdsitos viscerais (ao redor dos
orgdos - mesentérico, retroperitoneal, perigonadal e omental) e depdsitos
subcutaneos (sob a pele e inguinal). Por outro lado, o TAM é encontrado em menores
guantidades e em sitios especificos, como a regido interescapular de roedores
(Lanthier e Leclercq, 2014; Bargut et al., 2017).

Nos humanos, o TAM é visualizado na regido interescapular (TAMi), podendo
ainda ser encontrado em sitios cervicais, paravertebrais e perirrenais em menor
guantidade e tem como funcéo a liberacéo de energia sob a forma de calor conhecida
como termogénese adaptativa, ou seja, producéo de calor a partir de energia quimica
(Foster e Frydman, 1978; Langin, 2010).

O sistema nervoso autdnomo (SNA) tem atuacéo direta no TAB, onde o sistema
nervoso simpatico (SNS) promove acdes catabdlicas (lipélise) através da estimulacao
adrenérgica, ativando a enzima lipase hormonio-sensivel (Pénicaud et al., 2000). Em
contrapartida, o sistema nervoso parassimpatico (SNP) promove ac¢des anabolicas
atraveés do estimulo de secrecéo de insulina, elevando a captacéo de glicose e acidos
graxos que podem ser estocados sob a forma de TAG (Kreier et al., 2002).

Estima-se que os adipdcitos brancos maduros correspondam entre um e dois
tercos do total de células do tecido adiposo branco, onde sua Unica e macro goticula
ocupa a maior parte do volume celular, com baixa densidade mitocondrial e nucleos

perifericamente localizados, levando a um achatamento dos mesmos. Outros
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componentes celulares desse tecido compdem a fracdo vascular estromal:
fibroblastos, células endoteliais, macrofagos, células mesenquimais e pré-adipécitos
(Lanthier e Leclercq, 2014; Bargut et al., 2017).

A descoberta da leptina fez com que o TAB fosse reconhecido como um 6rgéo
metabolicamente ativo e enddcrino (Zhang et al., 1994). Os adipécitos, além de
responsaveis pelo metabolismo e acumulo de gordura, também possuem funcdes
secretoras de carater autocrino, paracrino e endocrino, sendo responsavel pela
secrecdo de uma grande variedade de hormonios, citocinas, fatores de crescimento e
fatores vasoativos que conjuntamente sdo denominadas adipocinas (Rodriguez et al.,
2015).

O ganho de peso exacerbado promove hiperplasia e/ou hipertrofia dos
adipdcitos, levando a alteracdo na secrecdo de adipocinas (perfil pré-inflamatério),
gueda da sensibilidade a insulina e mudanca no perfil das células imunes residentes
no TA, levando a uma inflamacao crbnica de baixo grau (Mathis, 2013).

O aumento da massa adiposa na obesidade ocorre pelo aumento do tamanho
do adipécito (hipertrofia) e/ou pelo aumento do seu namero (hiperplasia). O maior
depdsito de gordura e o local de preferéncia de armazenamento de excesso de lipidios
€ 0 compartimento subcutaneo. O aumento do niumero de adipdcitos esta relacionado
com a capacidade de diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipdcitos, processo esse
denominado adipogénese. Entretanto, a capacidade de expansdo dos adipécitos é
limitada e quando seu crescimento atinge um grau maximo, o acumulo além do
suportado pela célula desencadeia lipolise, podendo resultar em aumento dos acidos
graxos saturados no plasma e acumulo ectopico em outros 6rgdos, processo
identificado como lipotoxicidade (DeFronzo, 2004; Gustafson et al., 2015).

O adipécito bege vem sendo descrito como um novo tipo celular presente no
TABs, que possui caracteristicas fenotipicas e padrdo de expressdo génica
termogénica semelhante ao TAM. Contudo, suas células estéo localizadas em sitios
originalmente de tecido adiposo branco, surgindo a partir de diversos estimulos, como
por exemplo, tratamentos com agonistas do receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma alfa (PPAR)-alfa (Petrovic et al., 2010). A tabela 1 resume as principais

diferencas entre os trés tipos de adipécitos descritos.
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Tabela 1- Diferencas entre os adipdcitos brancos, marrons e beges

Origem Células tronco Linhagem miogénica Transdiferenciacdo
mesenquimais do (Myf5+) de células tronco
TAB mesenquimais do

TAB

Funcdo Armazenamento Dissipacdo de energia | Termogénese
lipidico quimica adaptativa

Goticula lipidica Unilocular Multilocular Multilocular

Densidade Baixa Alta Media

Mitocondrial

Localizagcdo em Subcutdnea ou Interescapular,cervical, | Supraclavicular e

Humanos ectopica paravertebral e subcutdnea

perirenal

A denominacdo bege advém do processo conhecido como amarronzamento
(browning) que o TABs passa para exibir esse fendétipo intermediario entre um
adipdcito branco e um marrom. Portanto, os adipécitos beges sdo células que
apresentam um tecido especializado no gasto energético na presenca de estimulos,
sendo originados frente a estimulo adrenérgico, a partir da transdiferenciacdo de
adipécitos brancos maduros ou da diferenciacao a partir de pré-adipocitos beges, ndo
tendo como precursor comum adipécitos marrons (Wu et al., 2013; Gustafson e Smith,
2015). A Figura 5 ilustra os trés tipos de adipdcitos.

Figura 5 - Representacdo esquematica dos adipocitos
Adipdcito branco Adipdcito marrom Adipdcito bege

Legenda: Esquema representativo dos trés tipos de adipdcitos e suas configuragdes estruturais.
Fonte: A autora, 2021.

oo
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1.4Tecido adiposo marrom

O TAM tornou-se alvo de interesse apds estudos identificarem ativacéo da
UCP1 nas ultimas décadas em humanos adultos, sendo possivel observar atividade
termogénica (producdo de calor) nesse tecido (Collins et al.,, 2004). O TAM é
encontrado principalmente em mamiferos pequenos, € ativado pela exposicdo a
baixas temperaturas (por exemplo, 20°C) e sua atividade € estimulada por meios de
centros no cérebro, ativando os nervos simpaticos responsaveis pela inervacédo do
tecido.

Através desses nervos ocorre a liberacédo de norepinefrina que ativa a lipdlise
nos adipOcitos marrons e, sugere-se que através dessa quebra também ocorra a
producado de calor via ativacdo da UCP1. Até 2007 acreditava-se que a presenca de
TAM ativo em humanos era limitada aos neonatos e que se atrofiava e desaparecia ja
no final da infancia. Entretanto, atualmente jA ha relatos de gordura marrom em
humanos adultos, porém em condi¢fes fisiolégicas especificas (Nedergaard et al.,
2007; Cannon et al., 2020).

A localizacdo classica do TAM em humanos € na regido interescapular,
podendo ser encontrado em sitios cervicais, paravertebrais e perirrenais em menor
quantidade. Sua origem é a partir das células progenitoras de midcitos (células
musculares), chamadas de mioblastos, que expressam o fator miogénico 5 positivo
(Myf5+), sendo intensamente vascularizado e inervado pelo SNS (Wu et al., 2012; Wu
et al., 2013; Bargut et al., 2017).

Os adipdcitos marrons encontram-se compactados com mitocéndrias que
contém UCP1, que ao serem ativadas provocam um gradiente eletroquimico,
estimulando a atividade da cadeia respiratéria. A UCP1 é um canal alternativo para o
retorno dos elétrons para a matriz mitocondrial, a qual n&o resulta em producgéo de
ATP. Os elétrons que retornam pela UCP1 geram energia sob a forma de calor,
desacoplando esse movimento do armazenamento de energia (ATP). O calor,
proveniente da combustéo de substratos disponiveis que séo distribuidos para o resto
do corpo por meio da circulagéo, é liberado e contribui para um balan¢o energético
negativo (Harms e Seale, 2013).

Apresentando menor tamanho quando comparados com adipécitos do TAB, 0s

adipécitos marrons sdo multiloculares (varias goticulas lipidicas), com citoplasma
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relativamente abundante, nucleo esférico e ligeiramente excéntrico, com numerosas
mitocondrias que sdo responsaveis pela producdo de energia através da oxidacéo de
acidos (Nedergaard et al., 2007).

O TAM desempenha papéis autdcrinos, paracrinos e enddcrinos. Em seu papel
autocrino, ocorre a secrecao de proteinas de membrana basal, como colageno IV e
fibronectina (Haraida et al., 1996; Lee et al., 2013). Além do mais, pode sintetizar e
secretar adpsina (também conhecida como fator de complemento D), fator de
crescimento de fibroblasto bésico, fator de crescimento semelhante a insulina |,
prostaglandinas e adenosina (White et al., 1992; Yamashita et al., 1994).

Em sua funcéo paréacrina, o tecido adiposo marrom pode secretar o fator de
crescimento nervoso, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o 6xido
nitrico e o angiotensinogénio (Villarroya et al., 2013; Gomez-Hernandez et al., 2016).
Como 6rgdo endocrino, apenas em circunstancias especiais, atua na producdo de
leptina, adiponectina e resistina (Puerta et al., 2002).

Tem sido demonstrado que a UCP1 ¢é a principal marcadora para a identificacédo
do TAM (Langin, 2010). A UCP1 se encontra na membrana mitocondrial interna,
atuando como um canal de préton que descarrega o potencial gerado pelo acumulo
de protons no espaco intermembranoso durante o ciclo de Krebs, desviando-os do
complexo F1FO (ATP sintase), impedindo a sintese de ATP e permitindo que a energia
se dissipe sob a forma de calor (Nedergaard et al., 2007).

Dessa forma, a termogénese consome energia lipidica e libera calor, causando
desacoplamento de energia e aumentando o GE (Crowley e Vidal-Puig, 2001). Os
adipécitos termogénicos conduzem a producdo de calor através da coordenacao
proxima do suprimento de substrato com o0 maquinario oxidativo mitocondrial eficiente,
gue controlam a taxa de oxidacdo do substrato, fazendo com que em conjunto esse
aparelho seja capaz de fornecer a esses adip6citos uma grande capacidade
termogénica (Chouchani et al., 2019).

A cascata de reacdes para efetuar a termogénese se da a partir de estimulos a
receptores adrenérgicos constantes (especialmente dos receptores beta-3 e beta-1),
levando a um aumento de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), ativacdo da
proteina cinase A dependente de AMPc (PKA) e inducdo da lipdlise. Uma série de
marcadores sdo ativados pelos acidos graxos livres (AGL), levando a ativacdo da
proteina efetora da termogénese, a UCP-1 (Ricquier e Bouillaud, 2000; Li et al., 2005;
Spiegelman, 2013; Bargut et al., 2017)
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Estudos experimentais que visam revelar o papel de agentes indutores da
termogénese adaptativa no controle da obesidade, ganharam grande importancia a
partir da descoberta de que ha TAM em uma parte da populacdo adulta (Nedergaard
et al., 2007)

Embora a massa total de TAM em mamiferos seja pequena, estudos anteriores
demonstram que a estimulacéo poderia aumentar o GE em até quatro vezes quando
se observa no animal um aumento na perfuséo tecidual (Smith e Hock, 1963; Smith,
1964; Nedergaard et al., 2010). Além da gordura armazenada em goticulas lipidicas
para gerar calor, os AGL e a glicose da circulacdo sistémica aumentam
exponencialmente a capacidade termogénica desse tecido (Nedergaard et al., 2010).
Como forma de sustentacao de sua atividade metabdlica oxidativa, o TAM utiliza uma
grande quantidade de nutrientes intracelulares e circulantes, com efeitos benéficos
sobre a obesidade (Bartelt et al., 2011), RI (Stanford et al., 2013) e aterosclerose
(Berbée et al., 2015; Bartelt et al., 2017)

Devido a exposicdo ao frio, de forma adaptativa, o TAM sofre expanséo,
aumentando o tamanho do tecido, levando a uma elevacéo da capacidade metabélica
total. Tanto a diferenciacdo de novos adipécitos quanto o aumento da atividade
metabdlica dos adipdécitos existentes estdo envolvidos nesse processo (Cannon e
Nedergaard, 2004; Harms e Seale, 2013; Gnad et al., 2014).

1.5. Termogénese e Batocinas

A estratégia de gastar calorias armazenadas para geracdo de calor também
tem efeitos substanciais nos resultados das doencas metabdlicas. Estudos que visam
elucidar mecanismos envolvidos na termogénese adaptativa (associada ou ndo ao
tremor) foram estimulados pelo enorme interesse de seus efeitos possivelmente
benéficos a respeito de doencas metabdlicas humanas ligadas a obesidade, incluindo
DM2 e acumulo de gordura ectépica no figado (Chouchani et al., 2019), além de sua
capacidade de aumentar o GE e reduzir os efeitos obesogénicos (Whittle et al., 2012).

O GE esta correlacionado com trés elementos: taxa metabolica basal (energia
necessaria para manter o funcionamento normal do organismo), a atividade fisica

(gasto energético necessario para a realizagdo de atividade extra laboral) e a
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termogénese adaptativa (causada por tremor ou ndo tremor) (Lowell e Spiegelman,
2000).

A exposicdo ao frio, quando detectada pelo cérebro, leva a uma ativacao das
vias eferentes que séo responséaveis pelo controle de dissipacdo de energia, tendo
como principal componente efetor da resposta ao controle de temperatura o SNS. Este
€ responsavel pela inervacdo de alvos termogénicos como o TAM e musculo
esquelético (Kopelman, 2000)

A principal fungcéo da termogénese € a manutencdo da temperatura corporal
adequada (em torno dos 37 °C em humanos) em ambientes com baixas temperaturas.
A termogénese adaptativa consiste na capacidade de geracédo de calor frente a alguns
estimulos, como por exemplo o frio, que é capaz de desencadear processos de
regulacédo da temperatura corporal e, em casos mais extremos, induzir o tremor e
favorecer a liberacéo de calor (Bargut et al., 2017). A dieta, por sua vez, também atua
como um regulador da termogénese adaptativa, onde a fome pode gerar a reducéo
da taxa metabdlica de repouso em até 40%. Dessa forma, a restricdo alimentar esta
associada a um menor GE (Kopelman, 2000). Cabe ressaltar que a dieta
hiperenergética pode estimular o TAM no objetivo da manutencdo da temperatura
corporal (Wu et al., 2013)

A termogénese nao associada ao tremor, “non-shivering”, foi descrita
primeiramente como uma caracteristica exclusiva do TAM, devido a sua capacidade
de dissipar o0 excesso de consumo energético sob a forma de calor. Porém, relatos
recentes demonstram que a expressao da UCP1, juntamente com expressao génica
semelhante aos adipocitos marrons, induz também o TAB a adquirir caracteristicas de
TAM, sendo os adip6citos beges também capaz de realizaram a termogénese “non-
shivering” (Spiegelman, 2013; Wu et al., 2013).

A termogénese adaptativa do TAM esta relacionada a duas funcdes distintas:
manuten¢cdo da temperatura corporal e queima do excesso de energia ingerida. A
termogénese termorregulatoria (induzida pelo frio) esta relacionada com a
manutencao da temperatura corporal num estado de homeostase. A exposi¢cao aguda
ao frio € capaz de promover termogénese através da contracdo involuntaria da
musculatura esquelética (termogénese shivering). Num processo de cronicidade, a
dissipacéo de energia sem tremor se instala no TAM (termogénese non-shivering), a
qual € um tipo de termogénese reguladora do metabolismo (induzida por dieta, sempre

do tipo non-shivering), cada dia sendo mais estudada (Cannon e Nedergaard, 2004).
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O responsavel pela regulacéo central da termogénese non-shivering € o SNS,
através da norepinefrina via receptores adrenérgicos localizados na membrana
plasmatica dos adipdcitos marrons. Os subtipos mais comuns sao o receptor B3-
adrenérgico (mais relevante na ativagdo aguda da termogénese em roedores) e 0
receptor B1-adrenérgico (mais comum em humanos). A estimulacdo simpatica
induzida pelo frio nos adipocitos marrons desencadeia a lipélise e, posteriormente, a
producao de calor (JeZek et al., 2018)

A UCP1, proteina localizada na membrana interna mitocondrial € regulada
através de sinalizagbes mediadas por estimulos simpaticos adrenérgicos,
desencadeando um desacoplamento da cadeia respiratéria entre o consumo de
oxigénio e sintese de ATP, gerando uma dissipacao de energia sob a forma de calor
(Langin, 2010). A UCP-1 tem capacidade de acelerar o retorno de prétons para a
matriz mitocondrial, fazendo com que a maior parte da energia proveniente do ciclo
de Krebs e, por conseguinte, da oxidacdo dos substratos energéticos, seja perdida na
forma de calor. Logo, a UCP1 é considerada a principal efetora da termogénese
(Bianco, 2000).

Estudos experimentais associam a atividade termogénica realizada pelo TAM
como uma importante ferramenta contra a obesidade e doencas metabdlicas como
DM2 e dislipidemia, onde a presenca do TAM em humanos pode ter sua atividade
prejudicada com a instalacdo dessa condi¢cdo. Entretanto, o TAM também exerce um
papel secretor podendo contribuir para as consequéncias sistémicas oriundas da
obesidade onde a atividade termogénica € alterada (Villarroya et al., 2017).

Em adultos humanos encontra-se 50-80 g TAM ativo. A exposicdo aguda ao
frio (18°C por 3h) é capaz de aumentar o GE de seres humanos devido ao aumento
da captacédo de glicose e AG por esse tecido (Ouellet et al., 2012). A exposicao a
temperaturas baixas de forma crénica também possui relagdo com o recrutamento de
novas mitocéndrias em humanos e, consequentemente, elevacdo nas taxas
termogénicas (van der Lans et al., 2013).

As batocinas sdo adipocinas secretadas pelo TAM com efeitos autécrinos e
paracrinos, podendo ser positivo ou negativo frente a estimulos na funcéo
termogénica dos adipdcitos marrons. Moléculas de sinalizacdo séo liberadas pelos
adipécitos e tém como sitios alvo as terminacdes nervosas simpaticas, células
vasculares e células imunolégicas para promover o remodelamento tecidual

associado ao recrutamento adaptativo do tecido em resposta a estimulos
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termogénicos. Além disso, é comprovado que o TAM desempenha uma funcao
enddcrina devido a liberacdo de batocinas que agem em outros 6érgdos distantes,
como por exemplo reconhecimento do fator de crescimento de fibloblasto 21 e a
miostatina, secretados pelo TAM, que tém como alvo o coragdo e o musculo
esquelético (Villarroya et al., 2019).

Diversas moléculas derivadas do TAM agem de maneira paracrina ou
autocrina, influenciando a hipertrofia e hiperplasia do TAM, vascularizacao, inervacao
e fluxo sanguineo. O fator de crescimento de fibroblastos 21, a IL-6 e a neuregulinad
(NRG4) estédo entre os primeiros fatores enddcrinos derivados do TAM que foram
identificados (Villarroya et al., 2017).

Em 2012, a BMP (bone morphogenetic protein) 8b, um membro da familia de
proteinas BMP, foi identificada como uma batocina secretada por adip6citos marrons
em resposta ao estimulo termogénico mediado por noradrenalina. A literatura confirma
gue o Bmp8b esta entre os genes mais intensamente regulados positivamente em
adipdcitos expostos a estimulos termogénicos (Villarroya et al., 2019). O Bmp8 atua
de forma central aumentando a producdo simpatica para o sitio termogénico e de
forma localizada para ampliar a resposta termogénica frente ao estimulo adrenérgico
(Miranda et al., 2020). Sua atuacédo também esta presente na inducéo da producéo
endogena de NRG4, outra batocina conhecida, além de aumentar a vascularizacéo
do depdsito de gordura marrom pela indugéo de fatores angiogénicos (Villarroya et al.,
2019).

A NRG4 também é uma batocina secretada predominantemente no TAM
termogenicamente estimulado, que auxilia na regulacdo do metabolismo de glicose e
lipidios (Wang et al., 2019). Estudos comprovam que camundongos com deficiéncia
de NRG4 apresentam aumento da Rl e esteatose hepatica apds alimentacao rica em
gordura. Em contrapartida, camundongos com uma super expressao de NRG4, ao
serem expostos a dieta HF, sdo capazes de desenvolver um estado metabdlico
melhorado. Com um menor ganho ponderal, melhoram o quadro de dislipidemia e a
sensibilidade a insulina. Nota-se que a NRG4 é uma batocina de suma importancia
devido a sua capacidade de melhorar efeitos deletérios oriundos da obesidade como
o0 DM2 e a DHGNA em pacientes obesos (Chen et al., 2017). A NRG4 secretada por
gordura marrom esta diminuida na doenca renal crénica humana e murina (Kralisch
et al., 2019).
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O VEGFA é um fator chave pra angiogénese tecidual, entretanto ha evidencias
gue ele atua como um fator de crescimento no controle do metabolismo energético e
na funcdo do TA, auxiliando no controle da homeostase energética. O VEGFA super
expresso € capaz de proteger contra a DIO e R, devido ao aumento da termogénese.
Além disso, o VEGFA apresenta propriedades pré-inflamatérias, porém ha atividade
quimiotatica especifica por macréfagos anti-inflamatérios M2 (Villarroya et al., 2019).

O aumento da expressao de VEGFA resulta em aumento do nimero e tamanho
dos vasos sanguineos tanto no TAM como no TAB, protegendo contra a hipdxia
induzida por dieta HF e pela obesidade. Estratégias associadas a superexpressao do
VEGFA no TA é uma abordagem terapéutica potencialmente favoravel para a
prevencao da obesidade e da RI (Elias et al., 2012).

O declinio da atividade do VEGFA nos adipdcitos resulta na diminuicdo da
vascularizacdo do TA, levando a diminuicdo da capacidade termogénica, além de
reduzir a capacidade oxidativa da mitocbndria em adipdOcitos marrons, gerando a
diminuicao da termogénese devido a falhas na atividade mitocondrial. O VEGFA serve
para administrar a capacidade termogénica de adipécitos marrons por meio da funcéo
mitocondrial em conjunto com o recrutamento de vasos sanguineos (Mahdaviani et
al., 2016).

1.6 Whitening

O TAM ¢é especializado na dissipacdo de energia por meio da producdo de
calor, os adipdcitos marrons contém TAGs armazenados em numerosas inclusées
lipidicas de tamanho pequeno e tém como organela mais caracteristica as
mitocdndrias (Saely et al., 2012).

A obesidade promove alteracdes associadas a fatores de risco intermediarios,
como hipertenséo, dislipidemia e intolerancia oral a glicose, promovendo alteracdes
estruturais e funcionais do TAM, as quais envolvem disfuncdo mitocondrial pela
funcdo oxidativa alterada, anormalidades ultraestruturais e aumento do estresse
oxidativo, esse processo é conhecido como “clareamento” do tecido adiposo marrom

ou ‘whitening” (Gao et al., 2020). Dessa forma, os adipdcitos marrons séo
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transformados em adipdcitos fenotipicamente brancos e, consequentemente, com
reduzida atividade termogénica (Miranda et al., 2020).

O “whitening” pode ser induzido por varios fatores, incluindo alta temperatura
ambiente, deficiéncia de receptor de leptina, deficiéncia de sinalizagao B-adrenérgica,
deficiéncia de lipase, obesidade, entre outros, onde cada um desses fatores é capaz
de induzir a infiltracdo de macréfagos no TAM, causando morte celular. A exposicéo
cronica a um ambiente obesogénico pode induzir o clareamento dos adipocitos
marrons, favorecendo o0 processo de morte celular pois contribui para o
desenvolvimento do quadro de inflamacédo, ERE, disfungcdo mitocondrial e aumento
de espécies reativas de oxigénio no TAM. Todos esses fatores estdo envolvidos na
morte dos adipdcitos induzida pela disfuncéo desse tecido (Kotzbeck et al., 2018).

A mudanca na conformacédo da goticula lipidica do adip6cito marrom, através
de um processo de aumento do tamanho das goticulas (coalescéncia), pode ser
observada no “whitening”, deixando-o semelhante ao adipdécito branco. A obesidade
e o envelhecimento promovem disturbios metabdlicos onde o desequilibrio da
homeostase acarreta um quadro de disfuncdo mitocondrial durante o “whitening”,
provocando o aumento do estresse oxidativo (Deng et al., 2020). No clareamento do
TAM observa-se a rarefacdo vascular como um fator causal significativo para esse
efeito. A insuficiéncia vascular leva a disfuncdo mitocondrial e perda de estrutura do
TAM, contribuindo para a RI (Shimizu e Walsh, 2015).

A rarefacao vascular esta intimamente relacionada ao processo de “whitening”
no TAM, onde estudos mostram que a delecdo direcionada de VEGFA é um fator
predisponente para esse processo de clareamento. Em contrapartida, o aumento da
expressdo de VEGFA no TAM de camundongos obesos € capaz de restaurar a
vascularizacdo, melhorando a disfuncdo dos adipdcitos e, consequentemente,
melhorando a sensibilidade a insulina. A rarefacdo capilar no TAM, provocada pela
obesidade ou ablacdo de VEGFA, diminui a sinalizagao B-adrenérgica, aumentando a
disfuncéo mitocondrial, e promove a mitofagia, indicando que a supernutricdo leva ao
desenvolvimento de um estado de hipdxia no TAM, causando seu clareamento por
disfungéo e perda mitocondrial (Shimizu et al., 2014).

Em camundongos alimentados com uma dieta padrdo e mantidos em
temperatura ambiente, os adipocitos estdo localizados em varios compartimentos
subcuténeos e viscerais (Vitali et al., 2012). Contudo, no 6rgéao adiposo de animais e

humanos obesos, os adipdcitos marrons sao dificilmente encontrados devido a
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hipétese de que o “whitening” faz com que o TAM adote caracteristicas de TAB.
Consequentemente, ocorre dificuldade na identificacdo do TAM e reducao dos efeitos
da atividade termogénica. Estudos visam elucidar as vias envolvidas no processo de
mudancas fenotipicas realizadas pelo TAM quando ha instalagdo de obesidade de
forma crénica (Sbarbati et al., 1991; Cinti et al., 1997).

O “whitening” pode ser desencadeado por alguns mecanismos como: baixa
atividade do SNS (Cannon e Nedergaard, 2004; Frontini e Cinti, 2010), onde a
manutencao fenotipica do TAM se dé& através da sinalizacdo adrenérgica, essencial
para o controle da atividade termogénica (Bartness e Wade, 1984; Dulloo e Miller,
1984). A atividade enzimatica da lipase de triacilglicerol do adipécito (ATGL) também
é fundamental para a morfologia e fun¢cdo normais do TAM (Haemmerle et al., 2006;
Ahmadian et al., 2011), bem como a temperatura ambiente exerce influéncia na
conformacao do adipdcito marrom (Cannon e Nedergaard, 2004; Frontini e Cinti,
2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Examinar os efeitos da dieta hiperlipidica sobre o gasto energético, mediadores
termogénicos e inflamatorios envolvidos no “whitening” no tecido adiposo marrom
(TAM) em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica em trés tempos

diferentes de administracédo (12, 16 e 20 semanas).

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica em trés tempos diferentes (12, 16 e 20

semanas) sobre:

a) A massa corporal, ingestdo alimentar, temperatura corporal e tolerancia oral a
glicose nos diferentes grupos experimentais;

b) A morfologia do TAM;

c) Expressdao de UCP1 por imunofluorescéncia no TAM nos animais dos
diferentes grupos experimentais;

d) Expressao génica de fatores termogénicos e ligados ao “whitening”, batocinas
e marcadores do estresse do reticulo endoplasmatico no TAM dos animais
estudados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e Dieta

Os procedimentos apresentados no presente estudo foram realizados de
acordo com 0s guias convencionais para experimentacdo em animais (publicacdo N°.
85-23 do NIH, revisada em 1996). Além disso, as normas impostas internacional e
nacionalmente foram seguidas e aprovadas pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro sob o protocolo CEUA 041/2018.

Sessenta camundongos da linhagem C57BL/6 machos, provenientes do
biotério central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), foram alocados no
biotério do Laboratorio de Morfometria, Metabolismo e Doencas Cardiovasculares
(LMMC) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) e mantidos em
condicBes controladas de temperatura (21+£2°C), umidade (60+10%) e luminosidade
(ciclos de 12/12h de claro-escuro), com livre acesso a agua e dieta, em caixas
pathogen-free durante todo o experimento (sistema Nexgen, Allentown Inc., PA, EUA).

Com trés meses de idade os animais foram aleatoriamente divididos para inicio do
protocolo de inducdo da obesidade para avaliar os efeitos da ingestdo de dieta HF em
diferentes periodos de administracdo da dieta, perfazendo o0s seis grupos

experimentais (Figura 6):

a) C12 (n=10, dieta controle por 12 semanas);
b) HF12 (n=10, dieta hiperlipidica por 12 semanas);
c) C16 (n=10, dieta controle por 16 semanas);
d) HF16 (n=10, dieta hiperlipidica por 16 semanas);
e) C20 (n=10, dieta controle por 20 semanas);

f) HF20 (n=10, dieta hiperlipidica por 20 semanas).
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Figura 6 - Desenho experimental
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Legenda: Esquema representativo dos grupos experimentais. Abreviacdes: Controle 12 semanas
(C12), high-fat 12 semanas (HF12), controle 16 semanas (C16), high-fat 16 semanas (HF16),
controle 20 semanas (C20), high-fat 20 semanas (HF20).

Fonte: A autora, 2021.

Todos os grupos alimentados com dieta controle (C12, C16 e C20) receberam
dieta padréo para roedores (C, n=30, 10% da energia sob a forma de lipidios, 14%
sob a forma de proteinas e 76% sob a forma de carboidratos, 15 kJ/g de dieta),
enquanto os grupos high-fat (HF12, HF16, HF20) receberam dieta rica em lipidios (HF,
n=30, 50% da energia sob a forma de lipidios, 14% sob a forma de proteinas e 36%
sob a forma de carboidratos, 21 kJ/g de dieta). As dietas foram produzidas pela
empresa Prag solu¢bes (Jau-SP, Brasil) de acordo com as recomendacdes da AIN-
93M para roedores, incluindo o aporte de vitaminas e minerais (Reeves, Nielsen et al.

1993). As dietas experimentais encontram-se detalhadas na Tabela 2.



Tabela 2 - Composicao nutricional das dietas experimentais
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) Dietas

Nutrientes

Controle HF
Caseina 140,0 175,0
Amido de milho 620,7 347,7
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 () 1000 1000
Energia (Kcal) 3802,8 5000
Carbohidrato (%, energia) 76 36
Proteina (%, energia) 14 14
Lipidios (%, energia) 10 50

A escolha dos tempos de avaliacdo da cronicidade da dieta HF sobre os
desfechos propostos se basearam em estudo prévio do grupo, no qual a partir da 122
semana de administracdo da dieta HF foi verificado whitening no TAM (Miranda et al.,
2020) e num relato anterior da literatura de que o TAB, ap6s 16 semanas de dieta HF,

sofre remodelamento com renovacao dos adipdcitos (Strissel et al., 2007).

3.2. Ingestéo alimentar, ingestdo energética e massa corporal

Avaliou-se a ingestdo alimentar diariamente (cada grupo em seu respectivo
tempo de dieta) através da subtracéo entre as quantidades de racéo ofertada e racéo
nao consumida apés 24 horas (em gramas). O calculo da ingestdo energética foi
realizado pela multiplicacéo da ingestéo alimentar em gramatura pela energia ofertada

por grama da respectiva dieta. Posteriormente, o valor obtido em quilocalorias foi



43

convertido em quilojoules, medida universal de energia. A MC foi aferida
semanalmente (durante todo o periodo de inducdo de obesidade por dieta HF, ou seja,
12 semanas, 16 semanas e 20 semanas, cada grupo em seu respectivo tempo) em
balanca digital (precisédo 0,01g). O ganho ponderal foi calculado a partir da subtragéo
da MC final pela MC inicial.

3.3. Teste oral de toleréancia a glicose

A realizacdo do teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) ocorreu ha semana
antecedente a eutanasia (em seu respectivo tempo de dieta), onde os animais foram
submetidos ao jejum durante o periodo de seis horas e, logo apés, foi administrada
uma solucéo glicosada (25% em salina estéril-0,9 NaCl), via gavagem orogastrica, na
dose de 2g de glicose por kg de MC de cada animal.

A coleta sanguinea foi obtida através do método de ordenha da veia caudal (em
animais escolhidos aleatoriamente) e foram medidas as glicemias no tempo 0 (jejum),
15, 30, 60 e 120 minutos, através de glicosimetro manual (Accu-Chek, Roche, Sao
Paulo, SP, Brasil). O tempo zero (0) foi utilizado como glicose em jejum. A area sob a
curva (ASC) foi calculada usando a ferramenta trapezoide do programa GraphPad
Prism versao 8.3 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3.4. Calorimetria indireta

Na penultima semana de dieta (de seu respectivo tempo), os animais de todos
0s grupos (selecionados de forma aleatdria) foram alocados em gaiolas metabolicas
(com livre acesso a 4gua e a dieta) durante o periodo de 48 horas e as gaiolas estavam
conectadas a um sistema de mddulos de calorimetria (Oxylet System, Panlab Havard

Apparatus).
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O presente sistema € programado para monitorar simultanea e continuamente
o volume de oxigénio consumido (VO2), volume de gas carbdénico produzido (VCO2)
e a taxa de troca respiratoria. Os dados foram coletados a cada trés minutos durante
48 horas, com as primeiras 24 horas consideradas um periodo de climatizacdo
(Penna-de-Carvalho, Graus-Nunes et al. 2014).

O VO: foi calculado por grama de peso corporal metabélico (PC)*"®. O GE
(Kcal/dia/animal) foi relativizado pela MC de cada animal e apresentado como Kcal/g
de MC.

3.5. Termografia

Através de imagens obtidas com uma camera termografica FLIR C2 com
sistema infravermelho (FLIR Systems, Wilsonville, Oregon, EUA), foi possivel aferir a
temperatura corporal dos animais (de todos os grupos), onde as imagens foram
captadas em temperatura ambiente, com 0s animais conscientes (sem utilizacao de

sedativos). Tais imagens foram obtidas na semana antecedente a eutanasia.

3.6. Eutanasia

Ao final do respectivo tempo (em semanas) do protocolo experimental, os
animais foram mantidos em jejum por seis horas e, apos a administracao de heparina,
foram prontamente anestesiados com cetamina (240 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg). Foi
realizada a abertura toracica através de incisdo mediana ventral e o sangue foi
coletado por puncdo cardiaca para a realizacdo de dosagens bioquimicas.

O TAMIi foi cuidadosamente dissecado, pesado com o auxilio de balanca de
precisdo 0,01 g (BL-3200H) e fixado em formalina de Millonig para processamento de
microscopia de luz e microscopia confocal, além de congelados (-80 °C) para analises
de RT-gPCR. Também foi realizada a disseccéo e pesagem dos compartimentos que
correspondem a gordura intra-abdominal: retroperitoneal (ligada a parede posterior
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do abddmen e aos rins e ureteres) e epididimaria (ligada ao epididimo, na porgao

inferior do abdémen).

3.7. Andlise plasmaética

Amostras de sangue foram obtidas por punc¢éo cardiaca, o plasma foi separado
por centrifugacao (712 xg) e estocado em -80 °C até a realizacdo das analises. As
concentracfes plasmaticas de insulina e leptina foram mensuradas através do método
de ELISA (Rat/Mouse Insulin ELISA kit Cat. #£EZRMI-13K e Rat/Mouse Leptin ELISA
kit Cat. #EZML-82K, Millipore, Missouri, EUA) usando o equipamento Fluostar Omega
(BMG LABTECH GmbH, Alemanha).

Os resultados de glicemia e insulinemia de jejum foram utilizados para calcular
o FIRI (indice de resisténcia a insulina em jejum), utilizando a férmula insulina de jejum
(LU/L) x glicemia de jejum (mmol/L) / 25 (Duncan MH. 1995).

3.8. Microscopia de luz e estereologia

Com o intuito de preservar as amostras 0 mais proximo possivel do seu estado
natural, o TAMi seguiu para a fixacdo, permanecendo submerso durante 48 horas em
formalina de Millonig (formaldeido a 4% p/v, tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2). Apds esse
periodo, foi realizada a desidratacdo dos tecidos (utilizou-se uma escala crescente de
alcoois, até chegar em sua forma absoluta com o intuito de homogeneizar a
desidratacéo tecidual sem danificar a estrutura), a diafanizacao (clareamento), que foi
realizada com uso de substancias intermediarias (xilol), que sendo misciveis em alcool
e meio de inclusdo, conseguem evaporar o alcool, tornando a estrutura pronta para a
incluséo. Os tecidos foram incluidos em Paraplast plus® (Sigma-Aldrich Co, St. Louis,
MO, USA) e foram seccionados em cortes de 5um com o auxilio de um micrétomo,
dotado de uma navalha de ago que € capaz de nos conceder sec¢des muito finas de

tecido. Posteriormente, o tecido foi corado com hematoxilina-eosina, todas as etapas
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relatadas anteriormente seguiram um protocolo previamente estabelecidos para o
tecido em questéao.

O tamanho das vesiculas de gordura no padrdo multilocular do TAMi foi
observado através de tomadas de imagens digitais em campos microscopios
aleatérios e ndo consecutivos com o microscopio Olympus BX51 e camera acoplada
(Infinity 15c¢, Lumenera Co., Ottawa, ON, Canada), através do software Image-Pro
Plus (versdo 7.0 - Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

A fim de estimar indiretamente a densidade numérica de adipdcito marrom por
area, foi realizado a densidade numérica de nucleos por area (Qa), uma vez que o
adipdcito marrom é uma célula mononucleada. O Qa foi obtido pela divisdo do nimero
total de nucleos contados na &rea teste, a exce¢do dos que tocam a linha proibida,
pela area teste (em um?), obtida a partir do software STEPanizer

(www.stepanizer.com), versao beta offline 0.28.

3.9. Microscopia confocal

Para imunofluorescéncia, foi realizada a remocdo de parafina e seccdes
desparafinizadas e hidratadas de tecido (5 um de espessura) foram tratadas com
tampao citrato (pH 6.0, a 60 °C por 20 min) para recuperacao antigénica e, entdo, com
glicina 2% e tampao de bloqueio (PBS/5%BSA). As secc¢des foram incubadas
overnight a 4 °C com o anticorpo anti-UCP-1 (Cusabio, PA025554ESR2HU, Houston,
TX, EUA) na diluicdo 1:100 em PBS/1%BSA. No dia seguinte, as laminas foram
incubadas por 1h, em temperatura ambiente, com o anticorpo secundario anti-rabbit
conjugado com fluorocromo Alexa 488, na diluigdo 1:50 em PBS/1%BSA. As laminas,
entdo, foram lavadas com PBS e montadas com SlowFade Antifade para manter a
fluorescéncia (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA).

Imagens digitais imunofluorescentes para a marcagédo de UCP1 foram obtidas
utilizando-se microscopia confocal (Nikon Confocal Laser Scanning Microscopy —
Model C2; Nikon Instruments, Inc., New York, EUA).
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3.10. PCR quantitativo em tempo real

Foi realizada a reagdo em cadeia de polimerase e transcriptase reversa em
tempo real (RT-gPCR) para avaliar a expressdao de RNA mensageiro (RNAm) dos
genes relacionados ao ERE, termogénese, inflamacéo e batocinas de camundongos.
Os TAMi coletados foram transferidos para microtubos autoclavados contendo
solugéo de lise - Trizol (Invitrogen, CA, EUA) para que o RNAm fosse transferido e
isolado. Este foi quantificado utilizando contador espectrofotdmetro (equipamento
Nanovue - GE Life Sciences) usando 1 ug de RNA e DNAse | (Invitrogen).

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando oligonucleotideos Oligo
(dT) para RNAm e transcriptase-reversa Superscript Il (Invitrogen, CA, EUA). O PCR
em tempo real foi realizado utilizando o termociclador Biorad CFX96 e a mistura SYBR
Green (Invitrogen, CA, EUA). Os iniciadores foram projetados usando o software on-
line Primer 3web versdo 4.0. O gene beta-actina foi utiizado como um controle
enddgeno para corrigir a expressao dos genes alvo.

A eficiéncia da corrida dos genes alvo e do gene endbégeno foi
aproximadamente igual, sendo calculada por diluicdes em série do cDNA. As reacdes
de PCR foram realizadas seguindo um programa de desnaturacdo e ativacdo da
polimerase (4min a 95° C), com 44 ciclos, cada um consistindo em 95°C por 10s e
60°C por 15s, seguido de uma curva de fusao (60 a 95°C, com aquecimento taxa de
0,1°C/s).

A razéo de expresséo relativa (QR) do mRNA foi calculada pela equagédo 2-24C,
onde ACT expressou a diferenga entre o numero de ciclos (TC) dos genes alvo e o
controle enddgeno. As sequéncias de primers sensiveis e anti-sentido utilizadas para
amplificacdo estdo descritas na Tabela 3.

Ao longo do texto, 0os genes serdo descritos com a primeira letra mailscula e
em italico e as proteinas com siglas em letras mailsculas, conforme padronizado

internacionalmente (Davisson 1994).
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Primers Forward Reverse

Atf4 CCGAGATGAGCTTCCTGAAC |ACCCATGAGGTTTCAAGTGC
Beta-actin | TGTTACCAACTGGGACGACA |GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
Bmp8b CTATGCAGGCCCTGGTACAT |AGGCCTGGACTACCATGTTG
Chop CTGCCTTTCACCTTGGAGAC |CGTTTCCTGGGGATGAGATA
Cidea CTCGGCTGTCTCAATGTCAA |GGAACTGTCCCGTCATCTGT
Gadd45 GCGAGAACGACATCAACATC |GTTCGTCACCAGCACACAGT
Nlpr3 ATGCTGCTTCGACATCTCCT |GTTTCTGGAGGTTGCAGAGC
Nrg-4 GCCCATTCTGTAGGTGCATT |TTACTTTCGCTTGGGATGCT

Plin1 ACGACCAGACAGACACAGAG |GGCTGTAACCTCTCTGAGCA
Ppar-a TCGGACTCGGTCTTCTTGAT |TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA

Tir4 GCCGGAAGGTTATTGTGGTA |GAAACTGCCATGTTTGAGCA
Ucpl TCTCAGCCGGCTTAATGACT |TGCATTCTGACCTTCACGAC

Vegfa ATCTTCAAGCCGTCCTGTGT |TATGTGCTGGCTTTGGTGAG

3.11. Anélise estatistica

Os dados foram expressos como média e desvio padrdo e as andlises foram

realizadas por ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pés teste Dunnett t3

(em todos 0s grupos), pois ndo se assumiu a homocedasticidade entre os grupos. Em

todos os casos utilizando-se o indice de significancia com P<0,05 (GraphPadPrism,
versdo 8.3, CA, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Ganho ponderal e ingestéo energética

Os grupos C e HF iniciaram o experimento (semana 0) com massas corporais
similares (tabela 4). Ao final do experimento observou-se que o ganho ponderal foi
maior nos grupos HF em relacdo aos grupos C, independente do tempo de
administracdo de dieta. Esse ganho pode ser observado a partir da décima segunda
semana, onde ha um aumento expressivo na MC dos animais de todos os grupos HF
guando comparados com suas contrapartes (+186% HF12 vs. C12, +407% HF16 vs.
C16, +293% HF20 vs. C20, Figura 7A).

Os achados correlacionados a densidade energética corroboram com o0s
resultados do ganho ponderal, devido & maior densidade energética da dieta HF (21
kJ/g de dieta) em comparacdo com a dieta C (15 kJ/g de dieta). Os animais
alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram consumo energético maior do que
a necessidade para a manutencao do seu metabolismo basal. Dessa forma, apesar
de ndo haver diferenca estatistica significativa em relacdo a ingestdo alimentar das
diferentes dietas, houve aumento do consumo energético nos grupos HF
independentemente da idade (+40% HF12 vs. C12, +41% HF16 vs. C16, +41% HF20
vs. C20, Figura 7B).
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Figura 7 - Ganho ponderal (A) e Ingestao energética (B)
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Legenda: Os valores estao representados como média + desvio padrdo da média (n=5) e foram
testados pelo ANOVA de uma via com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds teste Dunnett
T3. Diferengas significativas entre os grupos (P<0,05) estdo indicadas:*P<0,05,**P<0,01 e
***P<0,001. Abreviac¢des: Controle 12 semanas (C12), high-fat 12 semanas (HF12), controle
16 semanas (C16), high-fat 16 semanas (HF16), controle 20 semanas (C20), high-fat 20

semanas (HF20).

Tabela 4 — Massa corporal inicial, Massa corporal final, FIRI e Temperatura corporal

Parametro C12 HF12 C16 HF16 C20 HF20
Massa
corporal 25'2210'6 27,03+2,99 26’381'1’4 26,08+1,91 26’3211’6 25 86+1,79
inicial (g)
Massa
26,87+1,0  29,22+0,65 | 26,27+1,2 31,81+2,63 25,85+1,6 32,88+1,99
corporal 5 a 1 . 5 o
final (g)
FIRI 0,27+0,05 0,41+0,072 0,16+0,03 0,46+0,17¢ 0,21+0,07 0,19+0,06
Temperatur
a corporal 31,44+0,90 28,52+0,822 35,45+0,44 | 35,50+0,54 @ 34,30+0,35 | 33,37+0,23¢

(°C)

Legenda: Valores representados como média + DP, n=5 por grupo. Diferengas significativas entre os
grupos estdo indicadas com os simbolos (P<0,05): a # C12; ¢ # C16; e # C20 conforme
determinado pelo ANOVA de uma via com teste de Brown-Forsythe e Welch e pés teste Dunnett
T3. AbreviagBes: Controle 12 semanas (C12), high-fat 12 semanas (HF12), controle 16 semanas
(C16), high-fat 16 semanas (HF16), controle 20 semanas (C20), high-fat 20 semanas (HF20).

4.2 Metabolismo de carboidratos

ApoOs a analise da area sob a curva (ASC) do TOTG, observa-se que a dieta

HF promoveu intolerancia oral a glicose nos animais de todos os grupos HF

(independentemente do tempo de ingestao de dieta HF), por um aumento significativo
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na ASC quando comparado ao grupo C (+45% HF12 vs. C12, +41% HF16 vs. C16,
+24% HF20 vs. C20, Figura 8A).

Concordando com os dados do TOTG, observou-se hiperinsulinemia em todos
0s grupos HF quando comparados aos grupos C (+81% HF12 vs. C12, +111% HF16
vs. Cl16, +35% HF20 vs. C20, Figura 8B). Observou-se também uma reducéo
progressiva da concentracdo plasmatica de insulina com a cronicidade da dieta HF,
com o grupo HF16 apresentando uma reducéo de 40% em relagdo ao HF12 e o grupo
HF20 apresentando uma reducéo de 26% em relacdo ao HF16 (Figura 8C).

A analise do FIRI (Tabela 4) revelou Rl no grupo HF12 quando comparado ao
C12 (+54%) e no grupo HF16 quando comparado ao C16 (+186%). Contudo, o grupo
HF20 ndo apresentou Rl em comparacdo ao C20, concordando com a hipGtese de

senescéncia e exaustdo das ilhotas pancreaticas nesse grupo.

Figura 8 - Teste oral de tolerancia a glicose (A), Area sob a curva (B) e Insulina (C)
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Legenda: Valores representados como média + DP, n=5 por grupo. Diferencas significativas entre os
grupos estéo indicadas com os simbolos (P<0,05): a # C12; ¢ # C16; e # C20 conforme
determinado pelo ANOVA de uma via com teste de Brown-Forsythe e Welch e pés teste
Dunnett T3. Abreviagfes: Controle 12 semanas (C12), high-fat 12 semanas (HF12), controle
16 semanas (C16), high-fat 16 semanas (HF16), controle 20 semanas (C20), high-fat 20
semanas (HF20).
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4.3 Distribuicédo de gordura e leptina plasmatica

Com relacédo ao acumulo de gordura visceral (epididimaria), na semana 12 nao
houve diferenca significativa entre os grupos HF12 e C12 (figura 9A). Entretanto, nas
demais semanas avaliadas (16 e 20), houve incremento do depdsito de gordura nesse
compartimento nos grupos que consumiram dieta HF em comparacdo ao grupo
controle de mesma idade (+67% HF16 vs. C16, +93% HF20 vs. C20, Figura 9A).

Houve hiperleptinemia nos grupos HF nos trés tempos de administracao da
dieta HF (+126% HF12 vs. C12, +124% HF16 vs. C16, +437% HF20 vs. C20, Figura
9B), confirmando uma disfuncéo dos adipécitos brancos compativel com o quadro de
metainflamacé&o caracteristico da obesidade nos diferentes tempos de administracao

da dieta.

Figura 9 - Distribuicdo de gordura (A) e Leptina (B)
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Legenda: Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média a (n=5) e foram
testados pelo ANOVA de uma via com teste de Brown-Forsythe e Welch e pés teste Dunnett
T33. Diferencgas significativas entre os grupos (P<0,05) estéo indicadas: *P<0,05 **P<0,01 e
*** P<(0,001. AbreviagBes: Controle 12 semanas (C12), high-fat 12 semanas (HF12), controle
16 semanas (C16), high-fat 16 semanas (HF16), controle 20 semanas (C20), high-fat 20
semanas (HF20).



53

4.4 Microscopia de luz e densidade numérica de nucleos por area

As fotomicrografias (Figura 10) permitem verificar as caracteristicas padrdes de
célula multilocular no TAM dos grupos C12, C16 e C20. Contudo, devido a cronicidade
da ingestao lipidica nos grupos HF, observa-se um aumento pronunciado do acumulo
de goticulas de gordura nos grupos HF12, HF16 e HF20 quando comparados com o
grupo C (independente do tempo), dificultando a visualizacdo da delimitacdo dos
adipécitos marrons multiloculares que, frequentemente, passaram a lembrar um
padrdo de armazenamento lipidico de um adipdcito branco. Esse fenémeno é
denominado de “whitening” e esse evento foi maximizado de maneira tempo-

dependente no presente estudo (Figura 10).

Figura 10 — Microscopia de Luz

Legenda: Fotomicrografias do TAM coradas com hematoxilina e eosina com grupo Controle na parte
superior e grupo HF na parte inferior, barra de calibragdo=30um.

Os resultados referentes ao Qa de nucleo sugerem que, devido ao fendmeno
de “whitening”, ha um aumento do tamanho das goticulas de gordura no grupo HF
quando comparado com o grupo C (independente do tempo). Tal aumento promove
um maior distanciamento entre os ndcleos de adipécitos marrons vizinhos. Desta
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forma, ha uma reducéo do Qa de nucleos nos grupos HF (independente do tempo) em
comparacao aos grupos C (-29% HF12 vs. C12, -34% HF16 vs. C16, -44% HF20 vs.
C20, Figura 11). As imagens histolégicas corroboram com os resultados obtidos no
QA de nucleo (Figura 10).

Figura 11 - Densidade numérica de nucleo por area
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Legenda: Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média (n=5) e foram
testados pelo ANOVA de uma via com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds teste Dunnett
T3. Diferengas significativas entre os grupos (P<0,05) estéo indicadas: *P<0,05, ** P<0,01 e
***P<(0,001. Abreviacdes: Controle 12 semanas (C12), high-fat 12 semanas (HF12), controle
16 semanas (C16), high-fat 16 semanas (HF16), controle 20 semanas (C20), high-fat 20
semanas (HF20).

4.5 Quociente respiratério e gasto energético

Foi utilizado o ensaio da calorimetria indireta para o céalculo do quociente
respiratorio (QR, Figura 12A), estimado pela razdo VCO2/VO2 e que pode ser um
indicador do principal combustivel para a manutencdo do metabolismo basal desses
animais. O grupo C (independente do tempo) atingiu um maior QR em comparacgao
aos grupos HF, apresentando um QR préximo a 1,0, onde pode-se inferir que o grupo
C utilizou preferencialmente carboidratos como principal fonte energética sem
apresentar diferenca estatistica significativa entre si.

Os grupos HF12 (-12% vs. C12) e HF20 (-21% vs. C20) apresentaram um QR

préximo ao valor 0,7, o que se pode inferir que esses grupos possivelmente
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consumiram lipidios como fonte energética preferencial (Figura 12A), entretanto o
HF16 apresentou um consumo preferencial por carboidratos (Figura 12A).

Com relagéo ao GE por grama de massa corporal, houve reducao significativa
nos grupos HF (-16% HF12 vs. C12, -35% HF16 vs. C16, -33% HF20 vs. C20, Figura
12B), enquanto o grupo C apresentou GE elevado, sugerindo adipécitos com atividade
termogénica preservada (Figura 12B). Esses achados corroboram o “whitening “dos
adipdcitos marrons nos grupos HF, onde temos disfungcdo dos TAM e dificuldade em

realizar termogénese.

Figura 12 - Quociente respiratério (A) e gasto energético (B)
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Legenda: Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média (n=5) e foram
testados pelo ANOVA de uma via com teste de Brown-Forsythe e Welch e pés teste Dunnett
T3. Diferencas significativas entre os grupos (P<0,05) estéo indicadas: *P<0,05, **P<0,01 e
*** P<(,001. Abreviagcbes: Controle 12 semanas (C12), high-fat 12 semanas (HF12),
controle 16 semanas (C16), high-fat 16 semanas (HF16), controle 20 semanas (C20), high-
fat 20 semanas (HF20).

4.6 Imunofluorescéncia e termografia

A imunofluorescéncia para UCP1 (Figura 13) confirma os achados histologicos
(Figura 10), onde os animais alimentados com a dieta HF apresentaram adipdcitos
marrons com arranjo similar a um adipdcito unilocular (whitening). Observa-se uma
menor area de marcacdo de UCP1 (a proteina que esta intimamente relacionada a
atividade termogénica, situada na mitocéndria), com grande area de adipécitos
uniloculares (as goticulas lipidicas aparecem em preto na Figura 13). Em
contrapartida, observou-se uma imunomarcacao positiva para UCP1 mais expressiva

nos grupos controle (Figura 13), independente do tempo de dieta.



56

Corroborando com os resultados da imunofluorescéncia, a temperatura
corporal dos animais do grupo controle, independente do tempo, encontravam-se mais
elevadas quando comparadas com o grupo HF12 e HF20. Entretanto, o grupo HF16
apresentou uma diferencga significativa com relacdo ao outros grupos (Figura 13 e

Tabela 4) e tais achados serdo discutidos posteriormente com os dados do RT-qPCR.

Figura 13 - Termografia e Imunofluorescéncia

12 semanas 16 semanas 20 semanas

Dieta HF Dieta controle Dieta controle

Dieta HF

Legenda: Vista dorsal das imagens termogréficas seguindo a seguinte ordem: C12, C16 E C20/HF12,
HF16 e HF20. Microscopia confocal do tecido adiposo marrom marcado com dapi (azul,
nacleo) e anticorpo anti-UCP1 (verde). Mesmo aumento para todas as fotomicrografias, barra
de calibragdo = 50um.
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4.7 PCR quantitativo em tempo real

4.7.1. Expressao 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
independente do tempo de administracéo da dieta HF (-58% HF12 vs. C12, -81%
HF16 vs. C16, -52% HF20 vs. C20, Figura 14A)

A Ucp-1, responsavel pela dissipacdo de calor na cadeia respiratoria
mitocondrial, corrobora com os resultados relacionados ao Ppar-a, que tem como um
de seus genes alvos a Ucpl. A expressao da Ucp-1 foi menor nos grupos HF quando
comparada aos grupos C independente do tempo (-55% HF12 vs. C12, -58% HF16
vs. C16, -63% HF20 vs. C20, Figura 14B).

Os resultados relacionados ao Plinl (Perilipina 1), que € um marcador
relacionado a lipdlise e instabilidade das gotas lipidicas, mostraram um aumento
significativo nos grupos HF12 e HF16 em relacdo aos grupos controles de mesma
idade (+346% HF12 vs. C12, +338% HF16 vs. C16, Figura 14C), entretanto no grupo
HF20 ndo houve diferenca estatistica significativa quando comparado com o C20,

onde sugere-se um quadro de exaustéo e disfuncao celular.
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Figura 14 - Genes marcadores termogénicos
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Legenda: Expressao génica de Ppar-a (A), Ucpl (B), Plinl (C). Os valores estao representados como
média + desvio padrdo da média (n=5) e foram testados pelo ANOVA de uma via com teste
de Brown-Forsythe e Welch e pds teste Dunnett T3. Diferencas significativas entre os grupos
(P<0,05) estdo indicadas: *P<0,05, **P<0,01, **P<0,001, ****P<0,0001. Abreviacdes:
Controle 12 semanas (C12), Controle 16 semanas (C16), Controle 20 semanas (C20), dieta
rica em gordura 12 semanas (HF12), dieta rica em gordura 16 semanas (HF16), dieta rica em
gordura 20 semanas (HF20).

4.7.2. Expressdo génica: Batocinas

O Bmp8, que é um gene relacionado ao estimulo adrenérgico e atua na
resposta termogénica positivamente, apresentou expressao aumentada no grupo
HF12 quando comparado ao grupo C12 (+206%, Figura 15A). J4 na semana 16, nao
observamos diferenca estatistica significativa entre os grupos C e HF, corroborando
com as imagens termograficas, onde é possivel observar um comportamento similar
em relacdo a temperatura corporal tanto no grupo HF16 quanto no grupo C16. Por
outro lado, o grupo C20 apresentou um aumento expressivo do Bmp8 devido ao seu
potencial termogénico preservado quando comparado com o grupo HF20 (+148% C12
vs. HF12 Figura 15A).

A expressdo do gene Nrg4 esta intimamente relacionado a presenca de
obesidade, levando a efeitos deletérios em sitios distintos. Nos grupos HF12 e HF16
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observou-se um aumento significativo da expressdo génica do Nrg4 quando
comparados com 0s grupos controle do mesmo tempo (+1.230% HF12 vs. C12,
+251% HF16 vs. C16, Figura 15B), entretanto ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos HF20 e C20, contribuindo com a hipétese de disfuncéo celular.

O Vegfa € um gene relacionado a vascularizacdo e suprimento celular, onde
sua expressao nos grupos HF independente do tempo encontrou-se reduzida quando
comparada com os grupos C (-52% HF12 vs. C12, -37% HF16 vs. C16, -50% HF20
vs. C20, Figura 15C). Tais resultados corroboram com os achados do Qa de nucleo,
onde ha presenca reduzida de nucleos por area nos grupos alimentados com dieta HF

devido ao aumento do tamanho das goticulas de lipidios.

Figura 15 - Batocinas
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Legenda: Expressédo génica de Bmp8b (A), Nrg4 (B), Vegfa (C). Os valores estéo representados como
média + desvio padrdo da média (n=5) e foram testados pelo ANOVA de uma via com teste
de Brown-Forsythe e Welch e pés teste Dunnett T3. Diferencas significativas entre os grupos
(P<0,05) estdo indicadas: *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001. Abrevia¢cbes: Controle 12
semanas (C12), Controle 16 semanas (C16), Controle 20 semanas (C20), dieta rica em
gordura 12 semanas (HF12), dieta rica em gordura 16 semanas (HF16), dieta rica em
gordura 20 semanas (HF20).
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4.7.3. Expressao Génica: Marcadores inflamatoérios

O TIr4 € um receptor pro-inflamatorio que apresentou expressao elevada nos
tempos HF12 e HF16 quando comparados com os grupos C12 e C16 (+201% HF12
vs. C12, +672% HF16 vs. C16, Figura 16A). Contudo, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos HF20 e C20.

Da mesma forma, com relacdo a expressdo de NIrp3, um inflamassoma
associado ao processamento e secrecdo de citocinas pro inflamatorias, embora ndo
houve diferenca estatistica significativa entre os grupos HF12 e C12 para sinais pro-
inflamatorios, nos grupos H16 e HF20 houve um aumento expressivo quando
comparados aos seus controles (+706% HF16 vs. C16, +227% HF20 vs. C20, Figura
16B). O Cidea, que é um marcador de apoptose, teve sua expressdo mais
pronunciada nos grupos HF quando comparado com os grupos C (+984% HF12 vs.
C12, +535% HF16 vs. C16, +75% HF20 vs. C20, Figura 16C).

Figura 16 - Genes marcadores da inflamacao e apoptose
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Legenda: Expressdo génica de TIr4 (A), Nirp3 (B), Cidea (C). Os valores estédo representados como
média + desvio padrdo da média (n=5) e foram testados pelo ANOVA de uma via com teste
de Brown-Forsythe e Welch e pés teste Dunnett T3. Diferencas significativas entre os grupos
(P<0,05) estédo indicadas: *P<0,05. AbreviagBes: Controle 12 semanas (C12), Controle 16
semanas (C16), Controle 20 semanas (C20), dieta rica em gordura 12 semanas (HF12), dieta
rica em gordura 16 semanas (HF16), dieta rica em gordura 20 semanas (HF20).
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4.7.4. Expressao Génica: Marcadores do estresse do reticulo endoplasmatico

A Expressdo do Atf4, um fator de transcricAo que regula varios genes
envolvidos na resposta as proteinas desdobradas (UPR) como resultado ao ERE, ndo
apresentou diferenca estatistica significativa entre os grupos C e HF na semana 12.
Contudo, houve um aumento da expressao génica do Atf4 nos grupos HF16 e HF20
(+257% HF16 vs. C16, +630% HF20 vs. C20, Figura 17A).

O Chop, que atua como um fator de transcricdo envolvido na mediagédo do
apoptose, embora ndo tenha apresentado diferenca significativa entre os grupos C12
e HF12, nas semanas subsequentes houve um aumento da expressao desse
marcador apoptoético nos grupos HF16 e HF20 (+377% HF16 vs. C16, +219% HF20
vs. C20, Figura 17B). O Gadd45, gene relacionado a parada do ciclo celular,
apresentou-se mais expresso nos grupos HF12 e HF16 quando comparados com 0s
grupos C12 e C16 (+2.024% HF12 vs. C12, +238% HF16 vs. C16 Figura 17C).

Figura 17 - Genes marcadores da inflamacéo e estresse do reticulo endoplasmatico
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Legenda: Expressédo génica de Atf4 (A), Chop (B), Gadd45 (C). Os valores estao representados como
média * desvio padrdo da média (n=5) e foram testados pelo ANOVA de uma via com teste
de Brown-Forsythe e Welch e pds teste Dunnett T3. Diferencas significativas entre os grupos
(P<0,05) estdo indicadas: *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001. AbreviacOes:
Controle 12 semanas (C12), Controle 16 semanas (C16), Controle 20 semanas (C20), dieta
rica em gordura 12 semanas (HF12), dieta rica em gordura 16 semanas (HF16), dieta rica em
gordura 20 semanas (HF20).
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5. DISCUSSAO

Os dados do presente estudo mostraram que o0 excesso de gordura saturada
na dieta promoveu whitening do TAM nos trés tempos de administracédo da dieta. Essa
disfuncdo dos adipdcitos marrons resultou em reducdo da expressao de fatores
termogénicos, da expressao de batocinas e do gasto energético, conduzindo ao
sobrepeso e intolerancia oral a glicose, ambos relacionados ao ERE.

Nesse estudo, os camundongos que foram submetidos ao protocole de DIO
apresentaram excesso de peso devido a maior densidade energética da dieta HF e Rl
secundéaria a hipertrofia dos adipocitos (Souza-Mello et al., 2010). A andlise do FIRI
revelou RI nos grupos HF12 e HF16 quando comparados com os grupos C de mesma
idade, entretanto o grupo HF20 n&o apresentou RI quando comparado com o C20.
Tais achados corroboram com relato na literatura de que o processo de hipertrofia e
hipersecrecao de insulina de animais obesos leva a exaustéo das ilhotas pancreaticas,
fendmeno que pode ser maximizado pelo envelhecimento dos animais no presente
experimento, uma vez que a hipertrofia compensatoéria pode acelerar o processo de
senescéncia das células beta pancreaticas (Sone e Kagawa, 2005). A hiperleptinemia
ocorre devido ao aumento da massa adiposa decorrente da obesidade, levando a um
quadro de resisténcia a leptina (Vickers et al., 2001). Ainda que ndo haja aumento
significativo da massa de gordura visceral na semana 12, provavelmente ja havia um
quadro de hipertrofia desses adipécitos no grupo HF12 devido ao aumento da
concentracdo de leptina plasmatica, pois as concentracfes plasmaticas de leptina
refletem majoritariamente a secrecdo dos adipdcitos brancos (Martinez-Sanchez,
2020).

Com relacdo ao TAM, os resultados apresentados nas fotomicrografias
mostram que a dieta HF induziu o whitening ap6s um protocolo de 12 semanas, onde
observa-se um aumento pronunciado do tamanho da goticula de gordura em todos os
grupos HF em relagéo aos grupos C de mesma idade. Tal fendmeno provoca um maior
distanciamento entre os nucleos de adipdcitos marrons vizinhos, ocasionando uma
reducd@o do Qa de nucleos nos grupos HF independente do tempo.

O fator de transcricdo PPARa regula o metabolismo lipidico, atuando na
transcricdo de genes relacionados a biogénese mitocondrial, oxidagao, captacao de

AG e expressdo de UCP1 (Barbera et al., 2001). No presente estudo, observou-se
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que os marcadores termogénicos relacionados ao PPARa foram significativamente
menos expressos nos grupos HF quando comparados aos grupos C (independente
do tempo). Um estudo anterior do grupo mostrou que a administracdo de um agonista
PPARa restaurava a capacidade termogénica de adipOcitos marrons em
camundongos alimentados com dieta HF (Miranda et al., 2020). Dessa forma, a
expressado reduzida de PPARa parece ser um fator chave na disfuncdo do adipocito
marrom (whitening).

A UCP1, transcrito do PPARa, é a efetora da termogénese e funciona como um
canal de protons alternativo, desacoplando a fosforilagdo oxidativa da sintese de ATP,
aumentando o gasto de energia que € liberada sob a forma de calor (Ricquier, 2017).
Nos grupos HF, que apresentaram menor expressdo de PPARa, houve uma menor
marcacao positiva para UCP1 independente do tempo de administragéo da dieta. Os
ensaios de imunofluorescéncia e de RT-qPCR confirmaram que o whitening foi capaz
de reduzir a capacidade termogénica do TAM no presente estudo, resultando no
menor GE aferido pela calorimetria indireta.

O aumento da expressédo de Plinl nos grupos HF € um indicativo de aumento
da lipdlise por estimulo simpatico (Clifford et al., 2000). Essa observacéo sugere que
ha um intenso remodelamento das goticulas lipidicas nos adipdcitos marrons dos
animais alimentados com excesso de gordura saturada. Considerando a reduzida
capacidade termogénica nos grupos HF, os AG resultantes da lipélise provavelmente
sdo desviados para depésitos ectopicos como o figado, configurando a lipotoxicidade
(Longo et al., 2019).

Além das alteracBes estruturais que caracterizam o whitening, os animais dos
grupos HF exibiram alteracbes na funcionalidade dos adipécitos marrons como
alteracdes na expressao génica das batocinas. Nesse contexto, o Bmp8b é secretado
por adipdcitos marrons e tem um potencial regulador dos processos neuro-vasculares
que € essencial para acoplar a responsividade adrenérgica, remodelacdo do TA e
termogénese eficiente. Com isso, sua expressao potencializa a atividade termogénica
(Whittle et al., 2012; Pellegrinelli et al., 2018). Os achados no presente estudo
demonstram uma tentativa de compensacgéo termogénica do Bmp8b ao observarmos
o grupo HF12, que teve expressdo génica significativamente maior quando
comparado com o grupo C12. Tal resultado se correlaciona com a expressao de
UCP1, que se encontra reduzida nesse grupo, revelando uma tentativa de

compensacao do Bmp8b para manter a atividade termogénica. Os grupos C16 e HF16
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nao apresentaram diferenca significativa da atividade do Bmp8b, corroborando com
os resultados das imagens termograficas, onde os animais dos grupos C16 e HF16
nao apresentam diferenca significativa entre a temperatura corporal. Entretanto, no
grupo HF20 visualizamos um declinio da atividade do Bmp8b quando comparados
com o grupo C20 devido aos efeitos deletérios cronicos da dieta HF e da obesidade
sobre a funcionalidade dos adipdcitos marrons.

A Nrg4 é uma batocina que estd relacionada a Bmp8b porque também
influencia o suprimento neuro-vascular no TAM (Tutunchi et al., 2020). Nos grupos
HF12 e HF16, onde a expressdo de BMP8 ainda indica um acoplamento do estimulo
adrenérgico com a reduzida expressdo de UCP1 numa tentativa de compensar o
balanco energético positivo nesses grupos (Pellegrinelli et al., 2018), houve aumento
da expressdo de Nrg4. Com a cronicidade da obesidade, o grupo HF20 exibiu
expressao reduzida da Nrg4, correlacionada com o menor aporte de oxigénio por uma
reduzida vascularizacdo e estimulo a apoptose no TAM. A obesidade leva a um déficit
potencial da expressdo de NRG4, onde citocinas proé-inflamatérias regulam
negativamente sua expressdo, aumentando possiveis complicagbes metabdlicas
como DM2 e DHGNA (Tutunchi et al., 2020).

Uma proteina importante para o tecido adiposo marrom é a VEGFA,
responsavel por induzir a vascularizacdo e o aumento do fluxo sanguineo, onde sua
superexpressdo é capaz de aumentar a regulacdo de UCP1, consequentemente
aumentando a capacidade termogénica do TAM (Villarroya et al., 2017). Em animais
obesos, induzidos por dieta, ocorre uma hipoxia local devido a vascularizacao
deficiente do TAM, configurando um microambiente adverso que, por sua vez, leva a
disfuncéo da atividade mitocondrial (Zhao et al., 2018). Os resultados obtidos no
presente estudo mostraram que houve uma queda significativa da expresséo de Vegfa
em todos os grupos alimentados com dieta HF independe do tempo. A reducéo do Qa
de nucleo corrobora com a sugestédo de rarefagdo vascular a partir da expresséo de
Vegfa. O aumento do tamanho da goticula de lipidio no TAM, aferido pela menor
densidade de nucleos por area de tecido, deixa implicito uma rarefacdo vascular.
Consequentemente, um citoplasma, ocupado em sua maior parte pela inclusédo
lipidica, apresenta uma diminui¢cdo do aporte sanguineo com disfungédo mitocondrial,
caracterizando o whitening.

Além da rarefacao vascular e da RI, a inflamacao € um importante indicador de

whitening. Nesse contexto, a inducdo de TIr4 gera um aumento de processos pro-
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inflamatorios, levando ao comprometimento da funcdo mitocondrial e ativacdo de
inflamassoma (Okla et al., 2015). Nos grupos HF12 e HF16 houve o aumento da
expressdo de TIr4 devido aos efeitos deletérios e pro-inflamatorios gerados pelo
whitening. Com relag&o aos grupos C20 e HF20, ndo houve diferenca na expresséo
de TIr4, supostamente devido ao processo de envelhecimento dos animais do grupo
controle. Entretanto, o TIr4, que nado diferiu dos grupos HF16 e HF12, ativou o
processo inflamatoério crénico no grupo HF20, levando a hipétese de que houve a
passagem do sinal de inflamacdo com exacerbacdo da atividade do inflamassoma
NIrp3 (Swanson et al., 2019; Wu et al., 2020).

Estudos apontam que a atividade do inflamassoma NLRP3, um complexo de
multiproteinas intracelulares que consistem em um receptor de reconhecimento de
padrdes, quando tem sua expressao elevada no TAM se correlaciona positivamente
a obesidade e suas complicacdes metabdlicas e prejudica a sensibilidade a insulina
na DIO (Wu et al., 2020).

O Cidea funciona molecularmente como um inibidor da termogénese e tem
intima relacdo com mecanismos de morte celular. Sua atividade pode ter implicacdes
terapéuticas, onde tratamentos que levariam a diminuicdo da expressao da Cidea ou
a inibicdo de sua atividade na gordura marrom poderiam ser considerados como
potenciais ativadores do GE, neutralizando a obesidade (Fischer et al., 2017). No
presente estudo, observamos que o Cidea teve expressdo mais pronunciada em todos
os grupos HF independente do tempo, sugerindo uma maior atividade apoptotica
nesses grupos alimentados com dieta rica em gordura.

O ERE esta associado a condi¢des induzidas por lipotoxicidade, onde os efeitos
nocivos da dieta rica em gordura sao capazes de gerar uma condicdo de estresse na
funcdo do RE no dobramento das proteinas, o que deflagra a UPR (reacao a proteinas
mal dobradas). Com o tempo, ocorre um desequilibrio quimico téxico dos niveis de
calcio do reticulo, inflamacgéo, privacdo de glicose e influxo de lipidios. Animais
submetidos a dieta HF mostram crescimento progressivo das cisternas do RE,
caracterizando o ERE, produzindo aumento da disfuncdo mitocondrial, dano ao DNA
mitocondrial e estresse oxidativo, terminando em autofagia e degradacéo de proteinas
(Fernandes-da-Silva et al., 2021)

A morte celular apoptdtica ocorre por inducéo de varios genes pré-apoptoticos
e por supressao da sintese de proteinas Bcl-2 anti-apoptéticas, mediadas por ATF4-

CHOP (Rozpedek et al., 2016). Os resultados mostram que houve uma maior
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atividade do Atf4 nos grupos HF, uma das vias da UPR, numa tentativa de
compensacao dos efeitos deletérios do ERE. A ativacdo do fator de transcricdo CHOP
(Proteina homologa C/EBP) induz apoptose para proteger as células dos efeitos
nocivos de proteinas desdobradas (Fernandes-da-Silva et al., 2021). Logo, 0 aumento
da expressdo de Chop denota que ha uma acentuacdo do whitening pela
administracéo cronica da dieta HF.

Os genes da familia de interrup¢éo do crescimento e dano ao DNA 45 (Gadd45)
regulam o reparo do DNA, ciclo celular, sobrevivéncia celular, apoptose e senescéncia
celular sob varios estimulos de estresse, como estresse oxidativo, radiacdo UV e
estresse oncogénico (Zhang et al.,, 2014). A expressdo de Gadd4b5a esta
positivamente correlacionada com metabolismo lipidico e obesidade (You et al., 2020),
corroborando com os resultados obtidos no presente estudo onde os animais obesos
apresentaram uma maior expressdo de Gadd45a no TAM, sugerindo uma maior
atividade apoptotica.

Nosso estudo apresenta como limitacdo o fato de nédo ter sido realizada a
imuno-histoquimica para caspase 3 clivada, o que nos ajudara a comprovar o aumento
do apoptose com a cronicidade do whitening. As restricdes impostas pela pandemia
de COVID-19 nos impediram de terminar essa analise a tempo de ser incluida nessa

versao do trabalho para a banca.
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CONCLUSAO

A dieta HF causou sobrepeso, intolerancia oral a glicose, hiperinsulinemia e
hiperleptinemia, levando a disfuncéao dos adipécitos marrons (whitening) apos 12, 16
e 20 semanas de administracéo dietética. O aumento do tamanho da goticula lipidica
fez com que o adip6cito marrom assumisse um arranjo mais proximo ao adipocito
branco (unilocular), com consequente redugéo da sua capacidade termogénica e do
gasto energético. A inflamacdo e o ERE parecem mediar as modificacdes estruturais
e funcionais do TAM, o qual apresentou perfil alterado de expressdo génica de
batocinas relacionado a rarefacdo vascular, reduzido acoplamento do estimulo
simpético com a ativacdo da UCP1, ativacdo de inflamassoma e estimulos pré-
apoptoticos no tecido adiposo marrom dos animais obesos. Esses resultados podem
ajudar a entender melhor o papel da disfuncdo adipocitaria marrom nos efeitos
metabdlicos deletérios da obesidade e sugerir alvos potenciais para estudos futuros
gue ambicionem tratar a obesidade.
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Abstract

Obesity challenges lipid and carbohydrate metabolism. The resulting glucolipotoxicity causes endoplasmic reticulum (ER)
dysfunction, provoking the accumulation of immature proteins, which triggers the unfolded protein reaction (UPR) as an
attempt to reestablish ER homeostasis. When the three branches of UPR fail to correct the unfolded/misfolded proteins,
ER stress happens. Excessive dietary saturated fatty acids or fructose exhibit the same impact on the ER stress, induced by
excessive ectopic fat accumulation or rising blood glucose levels, and meta-inflammation. These metabolic abnormalities can
alleviate through dietary interventions. Many pathways are disrupted in adipose tissue, liver, and pancreas during ER stress,
compromising browning and thermogenesis. favoring hepatic lipogenesis, and impairing glucose-stimulated insulin secretion
within pancreatic beta cells. As a result, ER stress takes part in obesity, hepatic steatosis, and diabetes pathogenesis, arising as
a potential target to treat or even prevent metabolic diseases. The scientific community seeks strategies to alleviate ER stress
by avoiding inflammation, apoptosis. lipogenesis suppression, and insulin sensitivity augmentation through pharmacological
and non-pharmacological interventions. This comprehensive review aimed to describe the contribution of excessive dietary
fat or sugar to ER stress and the impact of this adverse cellular environment on adipose tissue, liver, and pancreas function.
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