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RESUMO

MARCONDES-DE-CASTRO, llitch Aquino. Analogo de oxintomodulina
(cotadutida) na doenga hepatica gordurosa nao alcodlica de camundongos
obesos com énfase na via AMPK/mTOR. 2023. 57 f. Dissertagdo (Mestrado em
Biologia Humana e Experimental), Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2023.

Obesidade, inflamacdo e doenga hepatica gordurosa nado alcodlica estao
associadas a resisténcia a insulina e diabetes Mellitus tipo 2. A cotadutida é um
agonista duplo GLP-1/glucagon em estudo pré-clinico fase 2 que apresenta efeito anti-
obesogénico. Camundongos machos com 12 semanas de idades (C57BL/6), obesos
induzidos por dieta (DIO) foram tratados por quatro semanas com cotadutida
(30nm/kg) uma vez ao dia e administrada por via subcutanea. Os grupos formados
foram (n=10/grupo): C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, hiperlipidica; HFC,
hiperlipidica + cotadutida. O estudo focou nos parametros metabdlicos e estruturais
do figado (doenga hepatica gordurosa nao alcodlica, DHGNA), vias AMPK/mTOR e o
estresse do reticulo endoplasmatico (RE). A cotadutida controlou o ganho de peso,
tratou a intolerancia a glicose, a resisténcia a insulina, aumentou a sensibilidade a
insulina e mostrou efeitos benéficos nos marcadores plasmaticos em camundongos
DIO (enzimas hepaticas (ALT e AST), triacilglicerol (TAG) e colesterol hepatico (CT),
leptina, adiponectina. Além disso, a cotadutida diminuiu o acumulo de gordura no
figado, melhorou a expressédo génica das vias AMPK, mTOR e do RE. Portanto, o
efeito da cotadutida relacionado a via hepatica AMPK/mTOR e ao estresse do RE foi
benéfica. Em conclusdo, a cotadutida induziu a perda de peso e melhorou a
intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e aumentou a sensibilidade a insulina,
assim como diminuiu os marcadores relacionados a via mTOR, diminuindo assim a
lipogénese, aumentou a expressido da via da AMPK, sugerindo assim uma melhor
eficiéncia metabdlica. Desta forma, a cotadutida apresentou efeitos benéficos no
metabolismo lipidico no figado, atenuando a esteatose hepatica. A vista disso, a
cotadutida reduz o estresse do RE. Essas acdes da cotadutida recuperaram a via
AMPK e mTOR, e atuou na diminuicdo da DHGNA, na inflamag&o e no estresse do
RE no figado de camundongos DIO.

Palavras-chave: Obesidade; duplo agonismo GLP-1/Glucagon; DHGNA; via mTOR,;

reticulo endoplasmatico.



ABSTRACT

MARCONDES-DE-CASTRO, llitch Aquino. Oxyntomodulin analog (cotadutide) in
non-alcoholic fatty liver disease in obese mice with emphasis on the
AMPK/mTOR pathway. 2023. 57 p. . Dissertagdo (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental), Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, 2023.

Obesity, inflammation, and nonalcoholic fatty liver disease are associated with
insulin resistance and type 2 diabetes. Cotadutide is a dual agonist GLP-1/glucagon in
a preclinical study phase 2 that presents an anti-obesity effect. Diet-induced obese
(DIO) C57BL/6 mice were treated for four weeks with cotadutide (30nm/kg) once a day
administrated subcutaneously. The groups formed were (n=10/group): C, control; CC,
control+cotadutide; HF, high-fat; HFC, high-fat+cotadutide. The study focused on the
metabolic and structural parameters of the liver (nonalcoholic fatty liver disease,
NAFLD), AMPK/mTOR pathways, and the endoplasmic reticulum (ER) stress.
Cotadutide controls weight gain and treats glucose intolerance and insulin resistance,
showing beneficial effects on plasma markers in DIO mice, liver enzymes,
triacylglycerol (TAG) and hepatic cholesterol (TC), leptin, and adiponectin. Also,
cotadutide lessened liver fat accumulation. Furthermore, the effects of cotadutide were
related to liver AMPK/mTOR pathway and ER stress. In conclusion, cotadutide induces
weight loss and improves glucose intolerance and insulin resistance. In addition,
cotadutide shows beneficial effects on liver lipid metabolism, mitigating steatosis.
Besides, cotadutide reduces ER stress. These actions of cotadutide rescued the
AMPK and mTOR pathway and improved diminishing NAFLD, inflammation, and ER
stress in the liver of DIO mice.

Keywords: Obesity; dual agonism GLP-1/Glucagon; NAFLD, mTOR pathway,

endoplasmic reticulum.
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15.

INTRODUGAO

A obesidade € uma doenca crénica e recorrente, com uma inflamagao de baixo
grau e de dificil tratamento, que necessita acompanhamento continuo. A obesidade
tornou-se problema de saude publica, uma vez que as consequéncias para a saude
sao muitas, como o risco aumentado de morte prematura a doengas cronicas nao
transmissiveis, que afetam diretamente a qualidade de vida (Kolotkin et al., 2001) e
diminuem a expectativa de vida (Peeters et al., 2003; Jura e Kozak, 2016).

A obesidade esta associada ao risco de desenvolver varias comorbidades,
como dislipidemia, resisténcia a insulina, doenga hepatica gordurosa n&o alcodlica
(DHGNA) e sua progressao para esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA), cirrose e,
possivelmente, carcinoma hepatocelular (De Minicis et al., 2013; Tomic et al., 2018).

O modelo de camundongos “obeso induzido por dieta” (DIO) desenvolve
alteragdes metabdlicas e orgénicas compativeis com a obesidade humana, incluindo
acumulo de gordura e DHGNA. Logo, modelos experimentais DIO sdo usados para
estudar a obesidade. Acredita-se que animais DIO imitem melhor o estado de
obesidade comum em humanos do que a maioria dos modelos geneticamente
modificados, sendo uma escolha para testar possiveis intervencdes terapéuticas
(Mandarim-de-Lacerda et al., 2021). O modelo animal também pode apresentar
algumas das alteragbes metabolicas mais frequentes da obesidade, como
hiperglicemia, resisténcia a insulina ou insensibilidade a insulina (Fraulob et al., 2010;
Lutz e Woods, 2012; Reis-Barbosa et al., 2022b).

O modelo DIO é indicado para obter informagdes precisas de um grupo de
animais no mesmo estagio da doencga e livre de outros fatores. Estes podem entéo
ser comparados com controles apropriados — por exemplo, separando, pela
alimentagao pareada, o efeito da ingestdo de alimentos e outros efeitos metabdlicos
(Lutz e Woods, 2012). Experimentos com animais também permitem a manipulagao
precisa da dieta o que é um desafio metodoldgico importante com estudos em
humanos (Albracht-Schulte et al., 2019; Aminian et al., 2020).

A DHGNA ¢é uma doenca metabdlica associada com resisténcia a insulina e
obesidade, complexa e multifatorial, com prevaléncia crescente na populagéo (Aguila
et al., 2010). O espectro se caracteriza pelo acumulo de gordura no figado e tem uma

estimativa de 30% de prevaléncia em paises desenvolvidos (Rinella, 2015). Danos
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consistentes no figado levam a inflamacéo e fibrose (Friedman et al., 2018), além de
uma possivel evolugao a cirrose e carcinoma hepatocelular (Rui e Lin, 2022).

Doencgas metabdlicas induzidas pelo consumo excessivo de macronutrientes,
principalmente gorduras saturadas sdao ameacgas crescentes, levando a obesidade e
resisténcia a insulina/diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Pang et al., 2016). Com isso, 0
excesso de nutrientes dos alimentos contribui ativamente para o aparecimento da
DHGNA e sua progresséo (Xu et al.,, 2017; Tomic et al., 2018). A patogénese da
DHGNA aumenta o estresse do reticulo endoplasmatico (RE), estresse oxidativo (OS),
e dano mitocondrial nos hepatdécitos, assim como pode alterar a microbiota intestinal
(Cave et al., 2016; Campana et al., 2021).

A proliferagao celular e a geracao de energia sao fung¢des basicas no organismo
de qualquer ser vivo. O crescimento depende da proliferagido celular e a vida depende
da geracdo de energia (Garcia e Shaw, 2017). Assim, a sobrevivéncia, o
desenvolvimento e o envelhecimento da espécie seriam impossiveis sem a agao das
vias metabdlicas relacionadas a proteina quinase ativada por AMP e ao alvo mamifero
da via da rapamicina (nTOR) (Thomson et al., 2008), como discutiremos a seguir.

A via da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) protege as células contra a
deplecéo de adenosina trifosfato (ATP) (Moore et al., 1991). A via do alvo mamifero
da via da rapamicina (mTOR) altera o metabolismo hepatico, como TOR1 ou TOR2
no complexo rapamicina, que codifica quinases lipidicas (Brown et al., 1994). Além do
mais a via mTOR tem sido considerada um possivel alvo no tratamento do cancer
(Hidalgo e Rowinsky, 2000).

A via AMPK ¢é ativada pela demanda de energia, em casos de estresse celular
ou energeético, como um mecanismo primario para geragao de energia e homeostase
celular (Shin et al., 2021). Em individuos saudaveis, a AMPK ajuda a gerar energia
para o organismo desempenhar suas fun¢des de forma equilibrada juntamente com
outros mecanismos na eficiéncia mitocondrial, como as sirtuinas (SIRTs) no controle
da resposta inflamatoria, atuando como um antioxidante se a inflamagdo n&o for
exagerada (Tang, 2016).

A via mTOR responde a substratos energéticos (carboidratos, lipidios,
proteinas e acidos nucléicos) ativando complexos mTOR (mTORC1 e mTORC?2).
Portanto, mTOR regula o metabolismo, proliferagdo, diferenciagdo, crescimento
celular e sintese de proteinas no ribossomo (Park et al., 2017). Deste modo, os eixos

da via mTOR regulam a disponibilidade de nutrientes e o metabolismo através de
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fatores de crescimento, e dependendo de diferentes mecanismos e genes (Deleyto-
Seldas e Efeyan, 2021). Também, a via mTOR hepatica controla a lipogénese, a
proliferagdo, o crescimento celular e a sintese proteica (Park et al., 2017). Em
individuos saudaveis, a lipogénese e a lipolise ocorrem naturalmente, armazenando
energia e ativando a lipogénese ou produzindo energia a partir da lipdlise, que ira
fornecer acidos graxos livres (AGLs) para produzir energia por beta oxidagao (Cheon
e Cho, 2021).

O eixo mMTORC1 desempenha um papel na lipogénese e através da autofagia,
com diminuigao na DHGNA. A ag¢ao da via mTOR depende de estimulos, como dietas
hipercaldricas e alta produgado de insulina (regulagdo que antecede a ativagado do
MmTOR por meio da estimulagcdo do eixo fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K/AKT)
proteina quinase B) (Chen, 2020; Cheon e Cho, 2021).

A mTOR é um mecanismo ativo primario (Chen, 2020). A obesidade induzida
por superalimentagdo causa um influxo exagerado de nutrientes para o figado,
ativando a mTORC1. Além disso, o mTORC1 inibe o processo de catabolismo e
desencadeia o anabolismo, lipogénese e lipogénese de novo (LDN) de modo a
armazenar o excesso de nutrientes (Reis-Barbosa et al., 2022a). Contrariamente, no
caso da beta-oxidagao, predomina a via AMPK no processo de geragao de energia
(Inoki et al., 2012). Além disso, devido ao seu papel na homeostase celular, a via da
AMPK é essencial no combate ao dano hepatico, mas essa via € reduzida quando
existe inflamacéo, diabetes e obesidade (Smith et al., 2016).

A oxintomodulina (OXM) é um peptideo endégeno agonista duplo do receptor
GLP-1 e do receptor do glucagon (GLP-1RA/GR), secretado pelas células L do
intestino delgado em resposta a ingestao de nutrientes como um produto adicional do
processamento diferencial do proglucagon intestinal (Field et al., 2010). Como outras
incretinas intestinais, a OXM regula o metabolismo da glicose e a secreg¢ao de insulina,
reduz a ingestdo de alimentos e aumenta o gasto energético (Ma et al., 2020). A
secrecao de OXM é estimulada por nutrientes, incluindo carboidratos, lipidios e
proteinas (Kuhre et al., 2021).

No entanto, a utilidade clinica da OXM é limitada devido a sua menor poténcia
in vitro, meia-vida curta (~10 min) e rapida depuracao renal, dificultando seu uso no
tratamento de longo prazo para a obesidade (Alexiadou e Tan, 2020; Yang et al.,
2020). Portanto, seria necessaria a administragdo diaria repetida de doses supra

fisiologicas (trés ou quatro vezes ao dia) de OXM para alcangar um efeito
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farmacolégico satisfatério em humanos. Por isso foram desenvolvidos analogos de
OXM resistentes a dipeptidil peptidase IV (DPP4) com efeitos prolongados. A base
foram substituicdes quimicas de peptideos evitando a digestdo por protease e a
eliminacdo por filtracdo glomerular rapida, melhorando a meia-vida circulatoria da
droga in vivo (Ding et al., 2020; Lafferty et al., 2021).

O glucagon é um candidato a participar do agonismo duplo, pois apresenta
efeitos insulinotropicos, reduz a ingestdo alimentar por aumentar a saciedade,
melhora o gasto energético e a oxidagéo de acidos graxos, favorecendo a melhora da
esteatose hepatica (Alexiadou e Tan, 2020). Além disso, em roedores, o glucagon
mostra efeitos benéficos na reducédo da lipogénese hepatica, inflamacao e fibrose,
melhorando a fungédo mitocondrial hepatica (Nahra et al., 2021). No figado, o glucagon
se liga ao seu receptor na membrana plasmatica, ativando a adenilil ciclase via
acoplamento estimulador da proteina G heterotrimérica. Além disso, receptor de
glucagon (GR) induz cascatas de fosforilagdo desencadeadas por proteina quinase A
dependente de cAMP, resultando em gliconeogénese e glicogendlise (Kaur et al.,
2020).

O gene do GR é expresso no figado, rim, coragdo, bacgo, ovario e ilhotas
pancreaticas. A expressao aumentada de receptores no figado e nos rins torna esses
orgaos os principais responsaveis pela depuragao do glucagon, principalmente por
endocitose e, em menor grau, por protedlise endovascular por DPP4 e degradacgéo
enzimatica na membrana celular, levando a uma curta meia-vida do glucagon no
plasma circulante (Baggio e Drucker, 2021).

Embora o agonismo do GR parega incoeréncia como tratamento para DM2
devido ao seu efeito de aumentar a glicose hepatica (Spezani e Mandarim-de-
Lacerda, 2022), o glucagon pode suprimir o apetite devido ao retardo do esvaziamento
gastrico e ao aumento do gasto energético, consequente ao catabolismo de
aminoacidos e ureagénese e oxidagao de acidos graxos. Além disso, o GLP-1 melhora
a hiperglicemia causada pelo glucagon (Parker et al., 2020).

GLP-1 e glucagon sdo hormoénios glicorreguladores com agbes opostas na
regulacao da glicose plasmatica. No entanto, agbes complementares na regulagao da
ingestao alimentar e gasto energético sugerem que o duplo agonismo de GLP-
1RA/GR poderia ter beneficios adicionais ao GLP-1RA, o que motivou o
desenvolvimento de agonistas duplos estaveis, associando as altas poténcias de
GLP-1RA e de GR (Chang et al., 2020).
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Existem desvantagens do GLP-1RA relacionadas a eventos adversos dose-
dependentes, que podem limitar seu uso em altas doses (nauseas intensas e outros
eventos adversos gastrointestinais). Assim, a implementagdo clinica de uma dose
escalonada é necessaria para limitar a gravidade desses efeitos (Garvey et al., 2020).
Por outro lado, a regulagdo positiva de GR pode aumentar a glicemia por
gliconeogénese e glicogendlise, neutralizando o melhor controle da glicose dado pelo
GLP-1RA (Eriksson et al., 2020). Portanto, residuos n&o conservados foram
substituidos nos segmentos médio e C-terminal dos peptideos gerando duplo
agonismo GLP-1RA/GR de alta poténcia, melhorando a dindmica conformacional do
peptideo para aumentar a eficiéncia na ativacao de GLP-1RA em comparagao com
GR (Chang et al., 2020).

O interesse € crescente em desenvolver terapias mais eficazes e com menos
efeitos colaterais, com o desenvolvimento de agonistas duplos e triplos (Darbalaei et
al., 2020). Alguns desses ja entraram em ensaios clinicos em humanos (Yang et al.,
2020), incluindo HM12525A (Hanmi Pharmaceuticals/Janssen, Wiryeseong-daero,
Songpa-gu, Seul, Coréia do Sul), MEDI 0382 (AstraZeneca, Francis Crick Avenue.
Cambridge Biomedical Campus. Cambridge, Reino Unido) e SAR425899 (Sanofi,
Thames Valley Park Drive, Reading, Berkshire, Reino Unido) (Spezani e Mandarim-
de-Lacerda, 2022).

HM12525A (também chamado JNJ-64565111), um peptideo sintético OXM
modificado administrado por via subcutdnea uma vez por semana (estudo
multicéntrico randomizado, duplo-cego, controlado por placebo de fase 2 de classe Il).
Pacientes com obesidade grau Il e DM2 demonstraram reducéo significativa do peso
corporal dependente da dose (Di Prospero et al., 2021). No entanto, os eventos
adversos, especialmente nauseas e vomitos, foram maiores no JNJ-64565111 do que
no placebo e na liraglutida, possivelmente explicados pela falta de titulagdo do JNJ-
64565111, levando a falta de descontinuacdo do medicamento do estudo de titulagao
(Alba et al., 2021).

O SAR425899, um duplo agonismo GLP-1RA/GR administrado por via
subcutanea uma vez ao dia, foi bem tolerado e apresentou perfis farmacocinéticos /
farmacodindmicos favoraveis. Além disso, o SAR425899 reduziu o peso corporal,
glicemia de jejum e HbA1c apds quatro semanas de tratamento em individuos com
sobrepeso e obesos com DM2 (Tillner et al., 2019). Um estudo recente randomizado

de fase 2b em pacientes com sobrepeso/obesos com DM2 quantificou os efeitos do
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SAR425899 no controle glicémico em comparagao com a liraglutida e indicou melhora
no controle glicémico pés-prandial, mediada por aumento da capacidade de resposta
das células beta (Schiavon et al., 2021). No entanto, o SAR425899 mostrou fortes
interagbes do GLP-1R com 6rgéos-alvo, mas nenhuma interagdo especifica no GR
(Eriksson et al., 2020).

A cotadutida (anteriormente referido como MEDI 0382) é um analogo da
oxintomodulina (horménio peptidico secretado pelas células L no intestino delgado)
(Parker et al., 2020). A cotadutida é um agonista duplo que ativa o peptideo-1
semelhante ao glucagon (GLP-1) e os receptores de glucagon, levando a saciedade,
diminuicdo do consumo de alimentos e perda de peso (Alexiadou e Tan, 2020;
Spezani e Mandarim-de-Lacerda, 2022).

Cotadutida € um GLP-1RA/GR duplo agonista balanceado, administrado por
via subcutanea uma vez ao dia, em desenvolvimento para varias indicagdes, incluindo
obesidade, EHNA e doencga renal crénica associada ao DM2 (Jepsen e Christensen,
2021; Nahra et al., 2021). Além disso, a cotadutida tem um perfil de atividade in vitro
da ordem de 5:1, GLP-1RA/GR (Asano et al., 2021). A cotadutida melhora o controle
glicémico e promove perda de peso em pacientes com DM2 (Henderson et al., 2016;
Ambery et al., 2018). Em estudo controlado randomizado de fase 2a, a cotadutida
melhorou a glicemia de jejum e pds-prandial e reduziu o sobrepeso/obesidade de
pacientes com DM2 (Ambery et al., 2018).

A ativacdo do componente GR da cotadutida aumenta a fungdo mitocondrial,
estimulando o gasto energético e a oxidagao de gordura, um mecanismo essencial na
resolucdo da DHGNA e EHNA em camundongos (Boland et al., 2020). A cotadutida
também reduziu os niveis de HbA1c em pacientes com DM2 com sobrepeso /
obesidade com EHNA (estudo randomizado de fase 2b) (Nahra et al., 2021).

O tratamento da obesidade e por consequéncia da DHGNA com analogos de
GLP-1 é indicado na pratica médica e experimental (Newsome et al., 2021; Pontes-
da-Silva et al., 2022), incluindo a cotadutida (Boland et al., 2020). No presente estudo
vamos enfatizar a participacdo dos mecanismos relacionados a via AMPK/mTOR e ao
estresse do RE no figado de camundongos DIO.

Temos a hipotese que os beneficios do uso da cotadutida esta associada a
melhora nos parametros da obesidade e esteatose hepatica a partir dos mecanismos
impostos pela melhora da via da AMPK/mTOR, pois na obesidade com DHGNA ha

aumento da expressao de mTORC1 e diminuicdo da AMPK. Paralelamente,
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analisamos o estresse do RE porque esta associado a fungdo mitocondrial no figado
e, com isso, esta associada ao desequilibrio entre os acidos graxos hepaticos da dieta,
a lipolise do tecido adiposo e a LDN em contraste com a beta-oxidagcdo dos acidos
graxos hepaticos (Shojaei-Zarghani et al., 2022). Com isso, a diminuigdo do estresse
do RE dos hepatdcitos pode ser um indicador do éxito do tratamento com cotadutida
quando ha obesidade e DHGNA. Sendo assim a cotadutida tem potencial para reduzir
ou mesmo recuperar os efeitos da obesidade no figado e para constatar que tais
efeitos eram da cotadutida, utilizou-se camundongos obesos alimentados de modo

pareado com animais obesos tratados com cotadutida.
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1. OBJETIVOS

1.1.Geral:

Avaliar nos animais alimentados com dieta hiperlipidica os efeitos da
cotadutida sobre os pardmetros metabdlicos e estruturais do figado através das vias
AMPK, mTOR e reticulo endoplasmatico

1.2. Especificos:

a) Avaliar a evolugdo da massa corporal e ingestao alimentar;

b) Analisar o metabolismo de carboidratos (glicose e insulina);

c) Avaliar as adipocinas (adiponectina e leptina);

d) Analisar o colesterol hepatico e plasmatico, triacilglicerol hepatico e

plasmatico, e as enzimas hepaticas (ALT e AST);

e) Analisar no figado o remodelamento e dano hepatico, via da AMPK, via da
MTOR e estresse do reticulo endoplasmatico através de técnicas
moleculares RT-qPCR.



23.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais, dieta e tratamento

O estudo foi realizado de acordo com as normas estabelecidas no guia
convencional para experimentagdo animal (Publicagdo NHI n°® 85-23, revisada em
1996). Como resultado, o Comité de Etica aprovou o protocolo experimental para
Cuidados e Uso de Animais Experimentais (CEUA) (Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, protocolo CEUA N° 002/2021).

Quarenta camundongos machos C57BL/6 com 12 semanas de idade foram
mantidos em ambiente controlado (21+2°C, umidade 60+10%, ciclo claro/escuro
12/12h), com livre acesso a agua e comida. Os animais, aos 3 meses, foram
separados aleatoriamente em dois grupos de dieta (n=20/grupo) e alimentados por
dez semanas: dieta controle (C, 10% de energia de lipidios, 14% de proteina e 76%
de carboidrato) e grupo dieta hiperlipidica (“high-fat” ou HF, 50% da energia de lipidios,
14% de proteina e 36% de carboidratos). As dietas foram fabricadas pela
Pragsolugdes (Jau, SP, Brasil) com base nas recomendagdes AIN-93 para roedores
em fase de manutencgédo ou adultos (Reeves et al., 1993). Apds as 10 semanas, 0s
animais foram separados em quatro novos grupos (n=10/grupo) e tratados com
cotadutida por mais quatro semanas. Como resultado, os novos grupos foram C (dieta
controle), CC (dieta controle + cotadutida), HF (dieta hiperlipidica) e HFC (dieta HF +
cotadutida).

A cotadutida (dose de 30 nm/kg), foi administrado por via subcutanea, uma vez
ao dia (as 14h), diluido em propilenoglicol, tampéo fosfato e tween 80 em pH 7,2. Os
demais grupos receberam o veiculo (propilenoglicol, tampao fosfato e tween 80 em
pH 7,2).

Neste estudo, seguimos protocolos em que camundongos foram tratados com
cotadutida nas doses de 10 nM/kg e 30 nM/kg, ambas bem toleradas pelos animais
(Henderson et al., 2016; Boland et al., 2020). Portanto, camundongos DIO tratados
com 10 nM/kg e 30 nM/kg de cotadutida por 30 dias produziram resultados
semelhantes em um teste de tolerancia a glicose (Henderson et al., 2016), mas o peso
corporal diminuiu em 21% e 30%, respectivamente. Assim, optamos pela dose de 30
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nM/kg e pelo periodo de tratamento de 30 dias para otimizar as respostas dos

marcadores metabdlicos a cotadutida.

2.2. Peso corporal, ingestao alimentar e consumo de energia

O peso corporal (PC) foi avaliado semanalmente (terga-feira, as 9h). Além
disso, a ingestao alimentar diaria (IA) e a ingest&do energética (IE) foram determinados
da seguinte forma: IA foi a diferenga entre o alimento oferecido e o que permaneceu

nas gaiolas a cada 24h; IE foi o produto da ingestao alimentar pela energia da dieta.



Tabela 1 — Composicdo das dietas.
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_ AIN93M
Ingredientes (a/kg) c o
Antioxidante 0.008 0.060
Gaseina (85% proteing) 140 175
Colina 25 25
Amido de milho 619.70 347 69
Cisteina 18 1.8
Fibra 50 50
Banha de porco. - 238
Mix de Minerais 35 35
Mix de Vitaminas. 10 10
Qleg de soja 40 40
Sacargse 100 100
Energia (kJ/kg) 15,960 20,950
Carboidratos (%) 76 36
Lipideos (%) 10 50
Profeina (%) 14 14

Legenda: Controle (C) e hiperlipidica (high-fat, HF), segundo a AIN-33.
Fonte: Adaptado de Aguila et ol 2003.

2.3. Sacrificio

Apods as 4 semanas de tratamento, os animais com seis horas de jejum foram
profundamente anestesiados (cetamina intraperitoneal 240 mg/kg e xilazina 30
mg/kg). Em seguida, o sangue foi coletado (corte dos vasos cervicais), centrifugado a
temperatura ambiente (712 xg, por 15 min), e o plasma foi armazenado para analise.
Finalmente, o figado foi cuidadosamente dissecado, pesado e varios fragmentos de
todos os lobos foram fixados em fixador recém-preparado (formaldeido a 4% plv,

tampao fosfato 0,1 M pH 7,2) ou congelado a —80 °C para analises moleculares.
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2.3.1. Plasma:

Medimos as concentragbes plasmaticas de glicose, triacilglicerol (TAG),
colesterol total (CT), alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) (espectrofotbmetro semiautomatico e kits comerciais, Bioclin System I,
Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil). Além disso, as concentra¢des de adiponectina,
leptina e insulina foram medidas em duplicata usando kits de imunoensaio enzimatico
(Millipore, Merck, Temecula, CA, EUA) com Microplate Reader: Accuris SmartReader
UV-Vis (modelo MR9610, New Jersey, EUA): adiponectina (Cat. # EZMADP-60K),
leptina (Cat # EZML-82K) e insulina (Cat # EZRMI-13K, Millipore). FIRi foi calculado
para determinar a resisténcia a insulina (glicose * insulina/25) (Pang et al., 2016). Em
seguida, o QUICK:i foi avaliado para avaliar a sensibilidade a insulina (1/log(l0) + log
(G0)), onde 10 é a insulina em jejum (uU/ml) e GO € a glicemia em jejum (mg/dL) (Katz
et al., 2000).

2.3.2. Figado:

Os fragmentos de figado fixados foram incluidos em Paraplast plus (Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, Mo, EUA), os blocos foram seccionados com 5 ym de espessura
e os cortes foram corados com hematoxilina e eosina. Além disso, TAG e CT foram
medidos em fragmentos congelados (processador ultrassdnico e 1 ml de isopropanol
em 50 mg de tecido). O homogenato foi centrifugado a 712 xg por 15 min, e 5 yl do
sobrenadante foi analisado (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil). Pelo menos 50
campos microscopicos aleatérios de cortes ndo consecutivos foram analisados sob
um microscoépio de luz BX51 e camera digital DP71 (Olympus Co., Téquio, Japao). A
densidade de volume da esteatose hepatica (Vv [esteatose, figado], a razdo entre os
pontos que atingem as gotas de gordura, PP [esteatose, figado] e o total de pontos do
sistema (PT)) foi determinada por contagem de pontos conforme descrito (Catta-Preta
et al., 2011; Mandarim-de-Lacerda e Del-Sol, 2017). Para a imunofluorescéncia, a
recuperacao do antigeno utilizou tampéao citrato pH 6,0 por 20 min, bloqueando com
cloreto de amdnio 2% e glicina. A ligagéo de anticorpos policlonais inespecificos foi
bloqueada por incubagcdo em PBS e as secbdes foram incubadas com anticorpo
primario PLIN 2 (anti-PLIN 2, Perilipin, CSB-PA920084 - Cusabio, College Park, MD,
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EUA). Um anticorpo secundario foi conjugado com o fluoréforo Alexa e as laminas
foram montadas com desvanecimento lento (Invitrogen, CA, EUA). O controle
negativo foi obtido pela omissdo do anticorpo primario. As imagens digitais foram
obtidas com a Microscopia Confocal de Varredura a Laser da Nikon (Modelo C2; Nikon

Instruments, Inc., Nova York, EUA).

2.3.3. Expressao génica:

As amostras de figado (30 mg) foram transferidas para microtubos
autoclavados contendo solugédo de lise (Trizol, Invitrogen, CA, EUA). Primeiro, o
mMRNA foi transferido, isolado e quantificado com Nanovue (GE Life Sciences,
Buckinghamshire, Reino Unido). Em seguida, oligo primers para mRNA e
transcriptase reversa Superscript Il (Invitrogen) foram aplicados ao cDNA de sintese
da primeira fita. Primeiramente, foi realizada a express&o do gene TATA-box binding
protein (Tbp) e utilizado como gene de referéncia para padronizagdo do mRNA. Em
seguida, foram realizados controles negativos em pogos nos quais o cDNA foi
substituido por agua deionizada. Em seguida, a qPCR foi avaliada com o ciclador
CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Além disso, a amplificagao do sinal foi medida
usando o método 2-AACt para estimar a diferenga entre os ciclos do gene alvo e o
controle endégeno (Rao et al., 2013). As sequéncias de primers foram projetadas

pelo software Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/).

2.4. Analise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk para
uma amostra pequena) e homogeneidade das variancias (teste de Bartlett) e, quando
aprovados, apresentados como média e desvio padréo. As diferengas entre os grupos
foram analisadas por analise de variancia de dois fatores (ANOVA) e teste de
comparagoes multiplas de Tukey (GraphPad Prism v. 9.4.1 para Windows, GraphPad
Software, La Jolla, CA, EUA). Aceitamos o nivel de significdncia de P<0,05 como
estatisticamente significativo.


http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

Tabela 2 - Primers utilizados no RT-gPCR e suas sequéncias.

Gene FW (5 a 3) RV(3a5)
Acaca  CTGAACCGGAAATCTGAGCG CCATCACCACAGCGTTCATG
Acach  GTATACGGTGGAGGACGGAG CGCTTGATGTACTTCACCCG
Akt GCTGCTCAAGAAGGACCCT CATACACATCCTGCCACACG
Atf4 CCGAGATGAGCTTCCTGAAC ACCCATGAGGTTTCAAGTGC
Chopp  CTGCCTTTCACCTTGGAGAC CGTTTCCTGGGGATGAGATA
Chrebp1 CACTGAGTGTCCACCTGTCT ACGTCGGTTCTCCATCTTGT
Eef2 GTGTTCGACGCCATCATGAA TCCTTGTCTTTGTCCTCGCT
Eiffebp1 TCTGATGGAGTGTCGGAACT CTAGTGACCCCAGGAATGGC
Gadd45 GCGAGAACGACATCAACATC GTTCGTCACCAGCACACAGT
IR CAGGAATGGCTTGTTTGGTCTTTA TGCAGTGCTATGGCACATTTGA
Mtorc1  CTCTTTGGCCTGGTGAACAC AGTTGGTGGACAGAGGGATG
Mtorc2 ~ ACAGCCAAGTCCTTCAGCAT CACAAACCTGTGCAACTGCT
Nrih3  TAGAGAGGCTGCAACACACA TGAATGGACGCTGCTCAAAG
Nrihd  AGCTTCCAGGGTTTCAGACA CGAACGAAGAAACATGGCCT
Pik3c2a ATGGGACCAGTAGTTTGCCA GCCTGGATTTGTGCAGTGAT
Prkag? TTCACCCAGACACTCCCATC CTCATCCACCACAGGCAATG
Rps6kb1 TGGATTGGTGGAGTTTGGGA TCGAGCTTCTTGTGTGAGGT
Sirt1 TCCACGGTGCTGAGGTATAC GCCACTGTCACTGTTACTGC
Srebfl  GCAGTGGTGGTAGTGACTCT TCAGACACAGAAAGGCCAGT
The CAAACTCTGACCACTGCACC CTGCGGTACAATTCCAGAGC
Tsc2 ATGGTGTACTGCCTGGAACA TGGCAGAAATGTGTGTGAGC
Ulk3 GCCTCCAGATCGTTCTCAGA GCTCTAGAAGTCGCTGCAAC
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Legenda: Acaca, Acetil-coa carboxilase alfa; Acach, Acetil-coa carboxilase beta; Akt, Proteina quinase
B; Atf4, Fator de ativacdo da transcricdo 4; Chop, Proteina homdloga C/EBP; Chrebpl, Proteina
de ligacdo a elemento responsivo a carboidratos; Eef2, Fator de alongamento da tradugao
eucariotica 2; Eif4ebp1, Proteina de ligacdo ao fator 4E de iniciacdo da traducdo eucariotica 1;
Gadd45, Proteina de parada do crescimento e induzivel a danos no DNA; IR, Receptor de
insulina; Mtorc, Alvo mecanicista do complexo de rapamicina; Nr1h3, Subfamilia de receptores
nucleares 1 grupo H membro 3; Nr1h4, Subfamilia de receptores nucleares 1 grupo H membro
4; Pik3c2a, Fosfatidilinositol-4- subunidade catalitica de fosfato 3-quinase tipo 2 alfa; Prkag2,
Subunidade gama-2 da proteina quinase ativada por AMP; Rps6kb1, Proteina quinase S6
ribossomal; Sirt1, Sirtuina 1; Srebf1, Fator de transcricdo 1 de ligagdo ao elemento regulador
de esterol; TBP, Proteina de ligacdo a TATA; Tsc2, Complexo de esclerose tuberosa 2; Ulk3,
Quinase 3 ativadora de autofagia semelhante a Unc-51.

Fonte: O autor, 2022.
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3. RESULTADOS

3.1. A cotadutida reduziu o peso corporal (PC), sem alteragbes na ingestao
alimentar (lIA) e ingestao energética (IE), e auxiliou no controle da intolerancia

a glicose e resisténcia a insulina e aumento da sensibilidade a insulina em

camundongos DIO

O PC néao mostrou diferenca entre os grupos C e HF no inicio do estudo. No
entanto, o peso corporal aumentou +18% na semana 10 e aumentou +16% na semana
14 no grupo HF em comparagé&o ao grupo C. Por outro lado, apos quatro semanas de
tratamento, o peso corporal foi reduzido em —13% no grupo HFC em comparagédo com

o grupo HF na semana 14.

Figura 1. Peso corporal
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Nota: (média = DP). Grupos: C, controle; CC, controle+cotadutida; HF, hiperlipidica; HFC,
hiperlipidica+cotadutida. *P<0,05, **P<0,01.
Fonte: O autor

Na semana 10, observou-se diminuigdo da IA no grupo HF em relagdo ao grupo

C, o que se explica pelo maior teor energético da dieta HF. Na semana 14, |1A
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permaneceu menor no grupo HF do que no grupo C, mas com IE maior. Cotadutida
nao alterou este achado (Tabela 3).

A glicemia, feita pelo teste oral de tolerancia a glicose aumentou em +30% na
semana 10 e aumentou +16% na semana 14 no grupo HF versus C e diminuiu -15%
no HFC versus HF. No entanto, apds o tratamento com cotadutida, HFC foi maior em
+11% quando comparado ao grupo CC. Além disso, a intolerancia a glicose foi
observada na semana 10, e foi maior no grupo HF do que no grupo C. Por outro lado,
a cotadutida diminuiu a intolerancia a glicose na semana 14. Como resultado, o FIRi
foi maior no grupo HF do que no grupo C, mas a cotadutida reduziu o FIRi no grupo
HFC do que no grupo HF. Além disso, o QUICKIi diminuiu no grupo HF em comparagao
com o grupo C, e a cotadutida melhorou o QUICKIi no grupo HFC do que no grupo HF
(Tabela 3).

3.2. A cotadutida mostrou efeitos benéficos nos marcadores plasmaticos em
camundongos DIO (TAG e CT, enzimas hepaticas, leptina, adiponectina)

As enzimas hepaticas e TAG estavam aumentadas no grupo HF em
comparagao ao grupo C, mas reduzidas no grupo HFC em comparagéo com o grupo
HF. Além disso, o grupo HF apresentou hiperleptinemia e hipoadiponectinemia em
relagdo ao grupo C. No entanto, o tratamento com cotadutida melhorou os parametros

da leptina e adiponectina no grupo HFC em comparagéo com o grupo HF (Tabela 3).



31,

Tabela 3 - Biometria e bioguimica.

Dados C CcC HF HFC

Plasma, n=5/group

Adiponectina, 108pg/mL 13.86+1.86 12.50£0.72 8.3510.971 101620471
Leptina, 102 pg/mL 38.52+10.60 225518 62 1157947 631  54.98+16.19%
Glicose de jejum, mmol/L 6.9310.43 6.65+0.71 8.5110.731 7.2940.331
Insulina, pMoliL 12.50+1.59 13.02¢1.16 26.63£2 531 17.0522 671
FIRi, n=5 3.4110.64 3.57+0.21 9.01+1.34% 4.92+0.75%
QUICK], n=5 0.52+0.02 0.51+0.01 0.430.01% 0.48+0.02%
CT, mg/dL 46.9426.71 50.4245.95 56.20+3.94 48.00£5.69
TAG, mg/dL 2821712061 286.23£14.99 313.00211.9F 285471452
ALT, UL 15.75+1.89 15.00+1.22 23.40£1.14% 16.00+1.00%
AST, UL 43.81£8.29 56.60+10.01 65.2317.661 49.0024.741
Figado, n=5/group

CT, mg/dL{g 2821126 51.30£0.83 57.50+1.501 50.56+1.991
TAG, mg/dL/g 65.89+7.5 66.60+8.34 82.72+9.511 61.50£3.10%

Legendas: ALT, Alanina aminotransferase; AST, Aspartato aminotransferase; C, controle; CC,
controle e cotadutida; FIRI, Indice de resisténcia a insulina em jejum; HF, high-fat; HFC, high-
fat e cotadutida; 1A, Ingestdo alimentar; IE, Ingestdo energética; QUICKI, Indice quantitativo
de verificacdo da sensibilidade a insulina; TAG, Triacilglicerol; CT, Colesterol total.

Mota: Os dados sdo média + DP. Valor de p<0,05, quando 1#C, $#HF.

Fonte: O autor, 2023,

3.3. Peso do figado (PF), esteatose e marcadores hepaticos sao atenuados

pela cotadutida

A Figura 2 ilustra os achados da organizagdo estrutural do figado,
principalmente quanto ao teor de gordura (esteatose). O grupo HF foi o que
apresentou macro e micro goticulas de gordura disseminadas no tecido hepatico, e a
cotadutida atenuou a esteatose no grupo HFC em comparagao com o grupo HF. Isso
concorda com a estimativa da esteatose relatada aqui.

A imunofluorescéncia de PLIN2 foi apresentada para reforgcar esses achados,
sabendo-se que PLIN2 é a unica proteina de goticula lipidica constitutiva e
ubiquamente expressa usada como marcador proteico para goticulas lipidicas. Além
disso, PLIN2 foi altamente expresso no grupo HF, e a cotadutida reduziu
significativamente a expressao de PLIN2 no grupo HFC (Figura 2).

Na semana 14, o peso do figado foi maior no grupo HF do que no grupo C.
Com isso, a cotadutida foi capaz de reduzir o PF no grupo HFC vs. HF. No entanto, a
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relagdo PF/PC nao se alterou nos grupos alimentados com a dieta HF, mesmo
tratados com cotadutida. Ainda assim, houve redugédo da relagdo PF/PC no grupo
controle (Figura 2).

Finalmente, a avaliacdo da esteatose hepatica na semana 14 mostrou que o
grupo HF teve um aumento significativo na esteatose, e a cotadutida reduziu
eficientemente a esteatose no grupo HFC em comparagao com o grupo HF (Figura 2).

TAG e CT estavam aumentados no figado dos animais do grupo HF, mas foram
reduzidos pelo tratamento com cotadutida no grupo HFC (Tabela 3).

Flgura 2, Fotomlcrograflas do flgado peso e esteatose
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Legenda: Na primeira linha (mesma ampliagao), os cortes foram corados com hematoxilina e eosina.
Na segunda linha (mesma ampliagdo), observamos a imunofluorescéncia de PLIN2 em
microscopia confocal (azul: nucleos celulares, DAPI; vermelho: PLIN2, Alexa 546). A e E — Grupo
controle; B e F— Grupo controle+cotadutida; C e G — Grupo hiperlipidica; D e H— Grupo
hiperlipidica+cotadutida. Goticulas lipidicas (esteatose) estdo indicadas (setas pretas abertas em
C e setas pretas em D). Além disso, a expressdo de PLIN2 esta marcada (setas brancas abertas
em G e setas brancas em H); | - Peso do figado; J - Relacdo peso do figado (PF)/peso corporal
(PC); K—Quantificacdo da esteatose hepatica Nota: (média + DP). Grupos: C, controle; CC,
controle+cotadutida; HF, hiperlipidica; HFC, hiperlipidica+cotadutida; *P<0,05, **P<0,01,
**%p<0,001.

Fonte: O autor, 2022.
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3.4. Os efeitos hepaticos da cotadutida na via da AMPK em camundongos DIO

A via AMPK foi estudada no figado. Os marcadores foram afetados
negativamente no grupo HF em comparagdo com o grupo C, mas recuperados no
grupo HFC em comparag¢ao com o grupo HF, como a subunidade gama-2 da proteina
quinase ativada por AMP (Prkag2), complexo de esclerose tuberosa 2 (Tsc2), sirtuina
1 (Sirt1), quinase 3 semelhante a Unc-51 (Ulk3), proteina de ligagdo a elemento
responsiva a carboidratos (Chrebp1), Fator de transcricdo de ligagdo ao elemento
regulador de esterol 1 (Srebf1), subfamilia de receptores nucleares 1 grupo H membro
3 (Nr1h3), acetil-coa carboxilase alfa (Acaca), subfamilia de receptores nucleares 1

grupo H membro 4 ( Nr1h4) e acetil-coa carboxilase beta (Acacb).

Figura 3. Expressao génica no figado da via AMPK
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Legenda: A - Subunidade gama-2 da proteina quinase ativada por AMP; B - Complexo de esclerose
tuberosa 2; C - Sirtuina 1; D - Quinase 3 ativadora de autofagia semelhante a Unc-51; E - Proteina
de ligacdo a elemento responsiva a carboidratos; F - Reguladora de esterol proteina de ligacdo de
elemento 1; G - Subfamilia de receptores nucleares 1 grupo H membro 3; H - Acetil-coa
carboxilase alfa; | - Subfamilia de receptores nucleares 1 grupo H membro 4; J - Acetil-coa
carboxilase beta

Nota: (média = DP). Grupos: C, controle; CC, controle+cotadutida; HF, hiperlipidica; HFC,
hiperlipidica+cotadutida; *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

Fonte: O autor, 2022.
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3.5. A cotadutida melhorou a expressao hepatica da via mTOR e amenizou a
DHGNA em camundongos DIO

A Figura 4 ilustra que os marcadores da via mTOR foram afetados
negativamente no figado dos animais do grupo HF em comparagdo com os animais
do grupo C, mas recuperados no grupo HFC em comparagao com o grupo HF, como
receptor de insulina (Ir), fosfatidilinositol-4- subunidade catalitica de fosfato 3-quinase
tipo 2 alfa (Pik3c2a), via do alvo mamifero da via da rapamicina compexo 2 (Mtorc2),
proteina quinase B (Akt1), alvo mamifero da via da rapamicina compexo 1 (Mtorc1),
proteina de ligagdo ao fator 4E de iniciagdo da tradugédo eucariotica 1 (Eif4ebp1),
proteina quinase S6 ribossomal (Rps6kb1) e fator de alongamento da tradugao
eucariotica 2 (Eef2).

Figura 4. Expressao génica no figado da via mTOR
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Legenda: A - Receptor de insulina; B - Fosfatidilinositol-4- subunidade catalitica de fosfato 3-quinase
tipo 2 alfa; C - Alvo mecanistico do complexo de rapamicina quinase 2; D - Proteina quinase B; E -
Alvo mecanistico do complexo de rapamicina quinase 1; F - Proteina de liga¢do ao fator 4E de
iniciacdo da traducdo eucaridtica 1; G - Proteina quinase S6 ribossomal; H - Fator de alongamento
da traducdo eucaridtica 2

Nota:(média + DP). Grupos: C, controle; CC, controle+cotadutida; HF, hiperlipidica; HFC,
hiperlipidica+cotadutida; *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

Fonte: O autor, 2022.
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3.6. A cotadutida reduziu o estresse do reticulo endoplasmatico (RE)

Os marcadores de estresse RE foram aumentados no grupo HF em
comparagao ao grupo C e reduzidos no grupo HFC em comparag&o com o grupo HF,
como a proteina homéloga C/EBP (Chop), proteina de parada de crescimento e danos
ao DNA (Gadd45) e fator-4 ativador da transcricao (Atf4).

Figura 5. Expressao génica no figado de genes do estresse do reticulo

endoplasmatico
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Legenda: A - Proteina homodloga C/EBP; B - Proteina de parada de crescimento e danos ao DNA; C -
Fator de ativacdo da transcricdo 4

Nota: (média = DP). Grupos: C, controle; CC, controle+cotadutida; HF, hiperlipidica; HFC,
hiperlipidica+cotadutida; ***P<0,001.

Fonte: O autor, 2022.

3.7. Analise de variancia de dois fatores (ANOVA)

O efeito da dieta, do tratamento com cotadutida e interacbes entre dieta e
cotadutida foram estudados considerando 17 expressdes génicas relacionadas a
bioquimica e figado, e 21 expressdes génicas na via AMPK/mMTOR/RE.

A dieta afetou 14 genes na bioquimica e no figado (82%), e a cotadutida afetou
11 genes (65%). Além disso, houve interagdo entre dieta e cotadutida em 13 genes
(76%). A dieta afetou 18 genes na via AMPK/mTOR/RE (86%), e a cotadutida afetou

100% dos genes. Além disso, houve interagéo entre dieta e cotadutida em 18
genes (86%).
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Tabela 4 - Andlise de varidncia de dois fatores

% de variagio e teste de significidncia

Dados Efeito da dieta Efeito da cotadutida Dieta vs. cotadutida
% Valorde P % Valor de P Yo Valorde P
Bioguimica e figado
Adiponectina 7042 <=0,001 0,41 ns 12,45 0,003
ALT 55,97 <0,001 22,29 <0001 9,75 0,002
AST 10,33 ns 0,63 ns 4562 <0,001
Colesterol 10,80 0,008 4979  =0,001 2044 =<0,001
FIRi £3,22 <0,001 17,00 <0,001 19,89  <0,001
Glicose de jejum 3599 0,001 11,56 0,04 14,95 0,02
Ingestao alimentar 4233 =0,001 0,85 ns 1,87 ns
Ingestdo energética 65,00 =0,001 0,61 ns 1,03 ns
Insulina 5790 =0,001 14,37 <0,001 17,95  <0,001
Leptina 55,681 <=0,001 2734 <0001 8,33 =0,001
Massa do figado 55,86  =0,001 467 0,02 25,39 =<0,001
Peso corporal 35,23  <0,001 32,13 <0,001 4,82 ns
QUICKI 63,43 =0,001 7,88 0,008 14,85 =0,001
TAG figado 4 46 ns 32,32 0,003 2096 0,01
TAG plasmatico 15,98 0,05 9,74 ns 17,64 0,04
Esteatose, % 38,77 =0,001 2564 =0,001 27,84 =0,001
PCR
Acaca 35,78  <0,001 4290 <0,001 13,44  <0,001
Acach 242 ns 69,00 <0001 19,05  <0,001
Akt are2 <0001 43,890 <0,001 7.59 0,004
Atfd 5246 <0,001 20,07  <0,001 12,91 0,002
Chop 4993 <0,001 2781 <0001 8,64 0,006
Chrebp1 58,97 <0,001 3169 <0001 51 0,002
Eef2 0,26 ns 7960 =0,001 12,29 =0,001
Eif4ebp1 46,57  <0,001 41,78 <0001 0,22 ns
Gadd4s 5246 <0,001 20,07  <0,001 12,91 0,002
Ir 14,34 =0,001 74,12  =0,001 8,02 =0,001
Mtorc1 73,93 <0,001 2046 <0001 1,15 ns
Mtorc2 41,15 <0,001 Jz2e2 <0001 19,32 <0,001
Nr1h3 51,61 <0,001 2566 <0,001 9,46 0,004
Nr1hd 52668 <0,001 13,42 =<0,001 2214  <0,001
Pik3c2a 4568 <0,001 4531 =0,001 0,01 ns
Prkag2 3.85 0,003 42,19 <=0,001 48,50 «0,001
Rps6kb1 63,72 =0,001 14,99  <0,001 12,52 <0,001
Sirt1 14,80 =0,001 58,27  <0,001 25,02  =0,001
Srebf1 32,84 <0,001 41,45 <0,001 17,74  <0,001
Tsc2 81,76 <=0,001 1,21 0,008 14,90 =0,001
Ulk3 312 ns 62,76 <0,001 21,22  =0,001

Legenda: Acaca, Acetil-coa carboxilase alfa; Acacb, Acetil-coa carboxilase beta; ALT, Alanina
aminotransferase; Akt, Proteina quinase B; AST, Aspartato aminotransferase; Atf4, Fator de
ativacdo da transcricdo 4; Chop, Proteina homdéloga C/EBP; Chrebp1, Proteina de ligacédo a
elemento responsivo a carboidratos; Eef2, Fator de alongamento da tradugdo eucaridtica 2;
Eif4ebp1, Proteina de ligacdo ao fator 4E de iniciacdo da tradugdo eucariética 1; FIRI, indice de
resisténcia a insulina em jejum; Gadd45, Proteina de parada do crescimento e induzivel a danos no
DNA; IA, Ingestdo alimentar; IE, Ingestdo energética; IR, Receptor de insulina; Mtorc, Alvo
mecanicista do complexo de rapamicina; Nr1h3, Subfamilia de receptores nucleares 1 grupo H
membro 3; Nr1h4, Subfamilia de receptores nucleares 1 grupo H membro 4; ns; nao significativo;
PC, Peso corporal; PF, Peso do figado; Pik3c2a, Fosfatidilinositol-4- subunidade catalitica de fosfato
3-quinase tipo 2 alfa; Prkag2, Subunidade gama-2 da proteina quinase ativada por AMP; QUICKi,
indice quantitativo de verificagdo da sensibilidade & insulina; Rps6kb1, Proteina quinase S6
ribossomal; Sirt1, Sirtuina 1; Srebf1, Fator de transcricdo 1 de ligacdo ao elemento regulador de
esterol; TAG, Triacilglicerol; TC, Colesterol total; Tsc2, Complexo de esclerose tuberosa 2; Ulk3,
Quinase 3 ativadora de autofagia semelhante a Unc-51.

Fonte: O Autor, 2022.



37.

4. DISCUSSAO

Sabemos que a inducido de obesidade com dieta hiperlipidica causa diversos
danos ao organismo, como inflamacgéo (Fraulob et al., 2010), desregulagdo hormonal,
principalmente da leptina e adiponectina, hormdnios responsaveis pelo controle da
saciedade e gasto energético (Marinho et al., 2022). Nesse modelo, o tratamento com
cotadutida levou a diminuicdo do peso corporal em camundongos DIO, além de
melhorar o metabolismo da glicose e a resisténcia a insulina, e maior regulagao
hormonal, como descrito anteriormente (Henderson et al., 2016).

Terapias com agonistas duplos com doses mais baixas e efeitos sinérgicos e
simultdneos em mais de um receptor podem minimizar os efeitos adversos.
Atualmente, os compostos em desenvolvimento utilizando o eixo das incretinas sédo
os que melhor mostram vantagem. Além disso, a secregao de insulina induzida por
incretinas é indireta e dependente de glicose, evitando assim a hipoglicemia (Perreault
et al., 2021).

GLP-1RA combinado com outros hormoénios intestinais que podem ter
beneficios complementares foram propostos em varias combinagdes (agonistas de
receptores duplos ou triplos, GLP-1/GIP, GLP-1/GR e GLP-1/GR/GIP). Isso melhora
ainda mais o tratamento da obesidade e DM2. Além disso, esses horménios estéo
associados ao chamado efeito incretinas, que ocorre quando a glicose via oral
aumenta a secrecdo de insulina pelas células beta pancreaticas, mais do que a
administracao intravenosa de glicose (Kakouri et al., 2021).

A cotadutida foi avaliada quanto a segurancga, eficacia, farmacocinética e
imunogenicidade em individuos com sobrepeso ou obesidade. Em diferentes doses,
a cotadutida demonstrou um perfil semelhante a estudos clinicos globais anteriores
para tratar disturbios metabdlicos, melhorar a tolerancia a glicose sem risco de
hipoglicemia, diminuir a resisténcia a insulina e aumentar a secregdo de insulina
(Asano et al., 2021).

No presente estudo a cotadutida aparentemente nao influenciou a ingestao
alimentar e energética dos animais, porém, foi observada a perda de peso nos animais
tratados. Para entender isso, acreditamos em aumento do gasto energético,
possivelmente pela agado do glucagon, que foi mencionado previamente (Henderson
etal., 2016; Boland et al., 2020), pois a cotadutida combina o agonismo nos receptores

GLP-1 na reducédo da glicemia e do apetite (Eriksson et al., 2020) e os efeitos
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insulinotrépicos da ativagao do receptor de glucagon (Alexiadou e Tan, 2020). A
cotadutida também foi associada a efeitos benéficos na inflamagao e reguladores
lipogénicos em conjunto com esteatose hepatica reduzida (Boland et al., 2020). Os
resultados apresentados aqui s&o relevantes e originais, demonstrando efeitos
benéficos em alvos envolvidos nas vias AMPK e mTOR, lipogénese, beta-oxidagao e
adipocinas, nos animais tratados com cotadutida.

Animais DIO desenvolveram DHGNA como esperado. O figado, sendo um dos
principais orgaos metabdlicos, € também um dos mais afetados por uma dieta
hiperlipidica (Pontes-da-Silva et al., 2022). A presencga de goticulas de gordura implica
em esteatose, como pode ser visto através da marcacdo PLIN2 (perilipina 2),
envolvido na resposta inflamatoria e consequentemente no aumento do colesterol
hepatico (Garcia-Macia et al., 2021). No modelo DIO as alteragées no TAG hepatico
podem explicar em parte o aumento do peso do figado e a elevagéo dos niveis das
enzimas hepaticas ALT e AST, que contribuem para a DHGNA (Newsome et al., 2019;
Mantovani e Dalbeni, 2021). O tratamento com cotadutida foi benéfico na recuperagao
de todos os parametros hepaticos.

O receptor de glucagon é amplamente expresso no figado, indicando que o
glucagon desempenha um papel relevante na fisiologia hepatica. Isso pode contribuir
para reducao do peso corporal, provavelmente acompanhada de uma melhora nos
niveis de TAG e ALT no plasma, que contribuem para a diminui¢do das concentragdes
hepaticas de glicose pela insulina (Friedman et al., 2018). Os efeitos do receptor de
glucagon no controle glicémico apds o tratamento com cotadutida estdo alinhados
com os agonistas de GLP-1 (Nahra et al., 2021). O fato de n&do haver alteragbes em
animais controle mostra eficacia e seguranga no equilibrio entre os receptores de
glucagon e GLP-1, sendo ideal para o controle glicémico e possivelmente recuperando
a via AMPK/mTOR e caracterizando uma evolugao do tratamento de DM2 e outras
comorbidades relacionadas a obesidade, como a DHGNA (Parker et al., 2022).

A via AMPK favorece a regeneragao celular, perda de peso e melhora do
metabolismo (Li et al., 2014), com o aumento da expressao da Prkag2 (responsavel
pela eficiéncia mitocondrial) e Sirt1 (controla a resposta inflamatdria) (Inoki et al.,
2012). A AMPK, que durante o processo de beta-oxidacdo desempenha um papel
fundamental na perda de peso ao utilizar de forma eficiente a glicose disponivel e
transforma-la em energia (essencial para homeostase celular e o tratamento da
obesidade) (Li et al., 2014; Smith et al., 2016).
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Figura 6. Via AMPK no figado
Via da AMPK no figado
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Legenda: No estado alimentado, a glicose chega aos receptores dos hepatdcitos, que produzem ATP,
desta forma, a AMPK ndo é ativada. No jejum ocorre um estresse celular natural, que ativara a
AMPK, que estimula a fosforilacdo de TSC2, e com isso ocorre a inibicdo do eixo mTORC1 e todos
0s mecanismos de transcricdo que sdo ativados na lipogénese, como ChREBP1, e através do
receptor hepatico atua na regulacdo do metabolismo de acidos graxos e colesterol, inibindo assim
SREBP1 e ACC1 (Acaca). A AMPK ativada fosforila eEF2K, inibindo o processo de sintese proteica e
ativando genes alvos de beta-oxidagdo como ACC2 (Acacb), ativando também genes alvos da
biogénese mitocondrial como SIRT1, além de ativar o mecanismo de autofagia, por sinalizagdo
ULK3, que em casos iniciais de doenga hepatica, auxiliard em sua recuperagao.

Fonte: O autor, 2022.

Existe uma ligacao entre lipogénese, DHGNA e alteracées metabdlicas (Kim e
Seki, 2021; Reis-Barbosa et al., 2022b). Em camundongos DIO, observamos aumento
na expressao hepatica da via mTOR e da lipogénese, corroborando a literatura (Chen,
2020). Isso se deve ao excesso de nutrientes provenientes da dieta que séao
armazenados como energia através da agao do Mtorc2, potencializado pelo Pik3c2a
(Chen et al., 2015; Reis-Barbosa et al., 2022a). Auxiliando esse armazenamento
temos a LDN (Ferre e Foufelle, 2010), impulsionado pelo Chrebp1, controlando a
captacédo de glicose e prejudicando a sensibilidade hepatica a insulina, mas sem

alterar a sinalizagao de Akt estimulada por insulina (Gu et al., 2017).
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A sinalizacao de Akt ativa a lipogénese, através da inibigao de Tsc2 e ativagao
de Mtorc1 e do Srebf1, o que contribui para um melhor armazenamento de energia na
forma de gordura (Yecies et al, 2011), promovendo o metabolismo anabdlico
relacionado ao metabolismo lipidico, resultando em maior expressao da lipogénese
mediada pela via mTOR, que também suprimira a autofagia (Condon et al., 2021).

A capacidade do agonismo duplo GLP-1/Glucagon em reduzir lipidios se deve
principalmente a sinalizagado do glucagon no figado (More et al., 2017). A regulagao
do eixo mTOR hepatico e a cascata de sinalizagdo da insulina sdo essenciais para
manter a homeostase e prevenir disturbios metabdlicos (Reis-Barbosa et al., 2022a).
Além disso, nossos resultados demonstram que a cotadutida regula o eixo mTORC1,
diminuindo a atividade da Eif4ebp1, que é ativado para lidar com alta demanda de
energia com aumento da lipogénese. Além disso, a agdo do mTORC1 e a sinalizagéo
da insulina levam ao crescimento e proliferacao celular. Entéo, a ativacao de Eif4ebp1
contribuira para o aumento da esteatose e lipofagia com a piora na evolugéo da
DHGNA (Cha et al., 2015; Qin et al., 2016).

A via mTOR também é um sensor conhecido de aminoacidos e fatores de
crescimento, conduzindo a biossintese de proteinas (Park et al., 2017). Em processos
anorexigenos, como no tratamento com agonistas de GLP-1, ha um maior catabolismo
proteico para sintese de ATP e perda significativa da composi¢cao proteica no
organismo, consequentemente um menor estimulo da sintese proteica (Thomson et
al., 2008; Atherton e Smith, 2012). No tratamento com agonismo duplo GLP-
1/Glucagon ha maior estabilidade a degradacao da peptidase, facilitando assim a
presencga da ligagdo a albumina plasmatica, que € um importante transportador de
aminoacidos e fundamental na sintese proteica (Henderson et al., 2016).

Ha maior perda de proteinas como efeito adverso em obesos (Qin et al., 2016).
O tratamento da obesidade com cotadutida, além de diminuir o peso corporal e
consequentemente os niveis de inflamagdo no organismo, também pode contribuir
para uma melhor sinalizacdo da sintese proteica, como vimos no estudo e aumento
da expresséo génica do eEF2, que é um gene que tem maior expressao na sintese
de proteinas no ribossomo (Taha et al., 2013). Esse resultado foi diferente do que
vimos em animais obesos tratados apenas com GLP-1 (semaglutida), que tem maior
efeito anorexigeno e maior degradagéao proteica (Reis-Barbosa et al., 2022a).

A desregulagédo da via mTORC1 no figado requer a regulagdo adequada do

eixo MTOR e a cascata de sinalizacdo de insulina, mantendo a homeostase e
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prevenindo disturbios metabdlicos. A regulagdo da autofagia e acdo da UIk3, que
ocorre em momentos de estresse celular e € um mecanismo de sobrevivéncia celular,
sdo indicadores importantes do eixo mTOR (Narita e Inoki, 2012; Deleyto-Seldas e
Efeyan, 2021).

A cotadutida atenuou a via AMPK/mTOR nos animais DIO. Além disso, a
autofagia € mutuamente regulada por AMPK e mTORC1 em resposta a mudangas
dindmicas nos nutrientes celulares, regulando proteinas e biossintese lisossomal e
nos niveis de energia. Portanto, a ativagéo de diferentes vias autofagicas, como a via
AMPK/mTOR, é essencial para regular a lipofagia hepatica e minimizar os danos
hepaticos (Wang et al., 2019). Além disso, o mTORC1 regula a secreg¢ao de insulina
pela modulagdo da autofagia em diferentes situagdes nutricionais. Por exemplo, no
jejum, a autofagia é regulada de maneira dependente de mTORC1, e sua estimulagéo
€ necessaria para manter os niveis de insulina baixos, evitando assim a hipoglicemia.
Reciprocamente, a estimulacdo de mTORC1 pode promover hiperinsulinemia por
inibicdo da autofagia (Israeli et al., 2022). Portanto, esse € um resultado significativo,
da cotadutida regular a sinalizagdo AMPK/mTORC1/ULK3 em camundongos DIO.
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Figura 7. Via mTOR na doenc¢a hepatica gordurosa nao alcéolica
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ativacdo da via da mTOR, ocorre pela chegada de insulina ao seu receptor no ribossomo dos
hepatdcitos, ativando assim a PI3K, que ird ativar o eixo da mTORC2, para auxiliar na absor¢do de
nutrientes através da lipogénese de novo. mTORC2, conjuntamente com a PI3K, ativa AKT, que ira
fosforilar PRAS40 e este terda uma desassociagao de mTORC1. Simultaneamente a AKT inibira a
acao de TSC2 em RHEB ligado a GDP (forma inativa de RHEB), onde RHEB sem a atividade de
inibicdo de TSC2 e em sua forma ativa ligado a GTP, ativard mTORC1, que terd seu papel na
proliferacao celular e sintese proteica através de S6K1 e eEF2, respectivamente. Em caso de
crescimento celular e tumorogénese a 4EBP1 estara ativa.

Fonte: O autor, 2022.

A desregulacdo da autofagia € responsavel por causar diversas doencgas
hepaticas, e um mecanismo vital para esse processo € a regulagao da via mTOR e da
autofagia (Wang et al., 2019). No entanto, a autofagia excessiva pode piorar a lesédo
hepatica pela morte celular autofagica dos hepatocitos. A regulagdo por mTOR
desempenha um papel negativo na autofagia (Kim e Guan, 2015).

A resisténcia a insulina esta ligada ao aumento do estresse do RE mitocondrial
(Cheng et al., 2020). Com isso, o consumo continuo de dieta com alto teor de gordura

no grupo HF e a consequente lipotoxicidade podem levar ao acumulo de proteinas
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mal dobradas ou desdobradas, afetando a homeostase do RE e aumentando o
estresse do RE nesse grupo (Ao et al., 2020; Ajoolabady et al., 2022). De fato, a
inflamacédo e a DHGNA sao componentes diretos do estresse do RE e obesidade, e
esse estresse induzido pela dieta leva a apoptose (Li et al., 2014; Yang et al., 2021).
Consequentemente, a mitigagdo do estresse de RE pode contribuir para o tratamento
de alteragdes metabdlicas na obesidade (Menikdiwela et al., 2021). Sendo assim, é
relevante indicar que o tratamento com cotadutida foi eficaz na melhora dos

marcadores do RE.
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5. CONCLUSOES

O modelo de camundongo DIO desenvolve alteragcbes metabodlicas e de
orgados compativeis com a obesidade humana, incluindo acumulo de gordura e
DHGNA. A cotadutida leva a perda de peso, melhora a resisténcia a insulina/aumenta
a sensibilidade a insulina. Além disso, a cotadutida tem efeitos benéficos nos
marcadores hepaticos, leptina, adiponectina, e reduz o acumulo de gordura hepatica
(diminui sensivelmente a esteatose), e reduz o estresse do RE. Essas ag¢des da
cotadutida em camundongos DIO recuperam o eixo AMPK/mTOR, resultando em
menor lipogénese, maior homeostase celular e eficiéncia mitocondrial, atenuando a
DHGNA no figado.
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ORIGINAL ARTICLE

The mTORC1/AMPK pathway plays a role in ®
the beneficial effects of semaglutide (GLP-1
receptor agonist) on the liver of obese mice

Pedro Henrique Reis-Barbosa’', Ilitch Aquino Marcondes-de-Castro’,
Thatiany de Souza Marinho, Marcia Barbosa Aguila,
Carlos Alberto Mandarim-de-Lacerda*

Laboratory of Morphometry, Metabolism, and Cardiovascular Diseases, Biomedical Center, Institute of Biology, The University of the
State of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil

Available online 13 April 2022

KEYWORDS Abstract

Obesity; Purpose: The liver regulates lipid metabolism. Decreasing mTOR (mechanistic target of rapamycin
Type 2 diabetes; complex 1) and enhancing AMPK (AMP-activated protein kinase) help degrade hepatic diet-induced
Liver; accumulated lipids. Therefore, the glucagon-like peptide type 1 receptor agonist (GLP-1) is indi-
GLP-1 receptor cated to treat obesity-related liver metabolic alterations. Then, we investigated the effects of
agonist; semaglutide (recent GLP-1) by analyzing the liver mTORC1/AMPK pathway genes in obese mice.
Molecular analysis Basic procedures: C57BL/6 male mice were separated into two groups and submitted for 16

weeks of obesity induction. Then they were treated for an additional four weeks with semaglu-
tide (subcutaneous, 40 n.g/kg once every three days). The groups formed were: C, control group;
CS, control group plus semaglutide; HF, high-fat group; HFS, high-fat group plus semaglutide.
Next, the livers were dissected, and rapidly fragments of all lobes were kept and frozen at —80°
C for analysis (RT-qPCR).

Main findings: Liver markers for the mTOR pathway associated with anabolism and lipogenesis
de novo were increased in the HF group compared to the C group but comparatively attenuated

Abbreviations: Acaca, Acetyl-Coa Carboxylase Alpha; Acacb, Acetyl-Coa Carboxylase Beta; AIN, American Institute of Nutrition; Akt, Pro-
tein Kinase B; AMPK, AMP-activated protein kinase pathway; C, control group; Chrebp1, Carbohydrate-responsive element-binding protein;
DOCKS5, dedicator of cytokinesis 5; eef2, Eukaryotic Translation Elongation Factor 2; Eif4ebp1, Eukaryotic Translation Initiation Factor 4e
Binding Protein 1; ER, endoplasmic reticulum; GLP-1, glucagon-like peptide type 1; HF, high-fat group; Insig2, Insulin induced gene 2; Mtor,
Mechanistic Target of Rapamycin (gene); mTORC1, mechanistic target of rapamycin complex 1; NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease;
Nrih3, Nuclear Receptor Subfamily 1 Group H Member 3; Pik3c2a, Phosphoinositide 3-Kinase; Plin, Perilipin; Prkag2, 5'-AMP-activated protein
kinase subunit gamma-2; Rpsékb1, Ribosomal Protein 56 Kinase Polypeptide 1; RT-qPCR, Real-time quantitative polymerase chain reaction; S,
semaglutide; Sirt1, Sirtuin 1; Srebf1, Sterol Regulatory Element Binding Protein 1; T2D, Type 2 diabetes; Ulk3, unc-51-like kinase 3.

* Corresponding author at: Laboratério de Morfometria, Metabolismo e Doenga Cardiovascular, Centro Biomédico, Instituto de Biologia, Uni-
versidade do Estado do Rio de Janeiro. Av 28 de Setembro 87 fds, CEP:20551-030, Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

E-mail address: mandarim@uerj.br (C.A. Mandarim-de-Lacerda).

" These two authors had the same role in executing the project.
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Adult mice offspring of obese mothers supplemented with melatonin show
lessened liver steatosis, inflammation, oxidative stress, and endoplasmic
reticulum stress

Matheus Ajackson, Brenda A. Nagagata, Ilitch A. Marcondes-de-Castro,
Carlos A. Mandarim-de-Lacerda ~, Marcia Barbosa Aguila

Lak v of i s A bolisim and Cardit wlar Disense, Biomedical Center, Institute of Biology, The University of the State of Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, Brozil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Aims: To investigate, in the liver of adult offspring, the possible effects of melatonin supplementation in the obese
Maternal 01’35'13'_’ mother during pregnancy and lactation.

Fetal programming Main methods: C57BL/6 females were fod with a control (C) or a high-fat (HF) diet and supplemented with

Inflammation
Liver stcatosis
Epigenetics

melatonin (Mel) during the pregnaney and lactation, forming the groups: G, CMel, HF, and HFMel. After weaning
until three months old, the offspring only reccived the C dict.

Key findings: The HF mothers and their offspring showed higher body weight (BW) than the C mothers and
offspring, However, at 3-mo-old, BW was reduced in HFMel vs, HF offspring. Also, plasmatic and liver lipid
markers increased in HF vs. C offspring but were reduced in HFMel vs, HF offspring. Liver lipid content was
lessened in HFMel vs. HF offspring by 50 %. Also, lipid metabolism, pro-inflammatory and endoplasmic retic-
ulum (ER) stress genes were higher expressed in HF vs. C offspring but reduced in HFMel vs. HF offspring.
Contrarily, beta-oxidation and antioxidant enzyme genes were less expressed in HF vs. C offspring but improved
in HFMel vs. HF offspring. Finally, AMPK/mTOR pathway genes, initially dysregulated in the HF, were restored
in the HFMel offspring.

Significance: The obese mother leads to liver alterations in the offspring. Current findings demonstrated the
maternal melatonin supplementation during pregnancy and lactation in adult offspring's liver. Consequently, the
effects were seen in mitigating the liver's AMPK/mTOR pathway genes, lipogenesis, beta-oxidation, inflamma-
tion, oxidative stress, and ER stress, preventing liver disease progression in the offspring.

1. Introduction of obesity and its comorbidities, which limits the quality of life and has a
high cost for the health system. In addition, the obese mother changes
A significant challenge in people's health is the growing prevalence her offspring’s phenotype, with changes that persist into adulthood

Abbreviations: Acac, Acetyl-Coa Carboxylase Alpha; Aktl, Protein Kinase B; ALT, Alanine transaminase; AMPK, 5' AMP-activated protein kinase; AST, Aspartate
transaminase; Atfd, Activating Transcription Factor 4; BW, Body weight; Cat, Catalase; Chop, C/EBP Homologous Protein; Chrebp, Carbohydrate-responsive Element-
binding Protecin; Cptlb, Carnitine Palmitoyltransferase-1b; Eef2, Eukaryotie Translation Elongation Factor 2; El, Encrgy intake; Eif4ebpl, Eukaryotie Translation
Initiation Factor 4c Binding Protcin 1; ER, Endoplasmic reticulum; Fas, Fatty Acid Synthasc; FI, Food intake; Gadd45, Growth Arrest and DNA-damage-inducible
Protein; Gpx, Glutathione peroxidase; Gr, Glutathione reductascs; Il, Interleukin; Ir, Insulin receptor; LW, Liver weight; Mtore, Mechanistic Target of Rapamycin
Complex; NAFLD, Nonaleoholice fatty liver disease; Nr1h3, Nuclear Receptor Subfamily 1 Group H Member 3; Pik3c2a, Phosphoinositide 3-Kinase; Ppara, Peroxisome
Proliferator-activated Receptor; Prkag2, 5" AMP-activated Protein Kinase Subunit Gamma-2; RpsokDbl, Ribosomal Protein 86 Kinase Polypeptide 1; Sirtl, Sirtuin 1;
Sod, Superoxide dismutase; Srebf1, Sterol-regulatory Element Binding Protein-1; TAG, Triacylglycerol; Tbp, TATA-box Binding Protein; TC, Total cholesterol; Tnfa,
Tumor Necrosis Factor Alpha; Tse2, Tuberous Selerosis Complex 2; Ulk3, Une-51-like kinase 3.
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Cotadutide effect in liver and adipose tissue in
obese mice

Ilitch Aquino Marcondes-de-Castro’'l), Thamiris Ferreira Oliveira's), Renata Spezani's’, Thatiany Souza Marinho
Luiz Eduardo Macedo Cardoso'”), Marcia Barbosa Aguila't’ and Carlos Alberto Mandarim-de-Lacerda
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Abstract

Obesity, adipose tissue inflammation, and nonalcoholic fatty liver disease (MAFLD) Hey Words
are assocated with insulin resistance and type 2 diabetes [T2D). Cotadutide i= a dual » inflammation
agonist GLP-1/glucagon, currently in a preclinical study phase 2 that presents an anti v lipogenesis
cbesity effect. Diet-induced cbese (DIO) C57BL/E mice were treated for 4 weeks with * ER stress
cotadutide (30 nm/kg once a day at 14:00 h). The study focused on epididymal white » MARD
adipose tissue (eWAT), liver (MAFLD), inflammation, lipid metabolism, AMP-activated * mice

protein kinase (AMPKYmechanistic target of rapamycin (mTOR) pathways, and the
endoplasmic reticulum (ER) stress. As a result, cotadutide controlled weight gain,
glucose intolerance, and insulin resistance and showed beneficial effects on plasma
markers in DO mice (triacylghycerel, total cholesterol, alanine aminotransferase, and
aspartate aminotransferase, leptin, adiponectin, monocyte chemoattractant protein-1,
resistin, interleukin-&, tumor necrosis factor-alpha). Also, cotadutide lessened liver fat
accumulation, eWAT preinflammatory markers, and ER stress. In additicn, cotadutide
improved lipid metabolism genes in eWAT, faty acid synthase, peroxisome proliferator
activated receptor gamma and mitigates adipocyte hypertrophy and apoptosis.
Furthermore, the effects of cotadutide were related to liver AMPE/mTOR pathway and
ER stress. In conclusion, cotadutide induces weight loss and treats glucose intolerance
and insulin resistance in DO mice. In addition, cotadutide shows beneficial effects on
Iiver lipid metabolism, mitigating steatosis, inflammation, and ER stress. Besides, in
adipocytes, cotadutide decreases hypertrophy and reduces apoptosis. These actions
rescuing the AMPK and mTOR pathway, improving lipid metabolism, and lessening MAFLD,
inflarsnmation, and ER stress in both @WAT and liver of DIO mice indicate cotadutide as a
potentially new pharmacological treatment for T2D and associated cbesity.

Jourmal of Molecuwlar
Endacrinadogy
(2023) 70, e220168
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AMPK/mTOR pathway significance in healthy liver and
non-alcoholic fatty liver disease and its progression
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Key words
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Abstract

(besity 15 related to several organs, but the liver = parbicularly affected. Adenosine
maonophosphate-activated protem kinase (AMPEK) s a cellular energy sensor and regulator
of Irver lipid dysfuncton and glucose metabolism. The mechanistic target of mpamycin
(mTOR) is a protein kinase regulating cell growth, survival, metabolism, and immunity.
Together, these pathways are involved in obesity, msulin resistance, non-aleoholic fatty
liver discase (NAFLLY) and 1ts progression, and autophagy. During energy demand, liver
kinase B (LKB) phosphorylation helps activate the AMPE/mTOR pathways. Likewise,
the protein forkhead box O famiby (FOXO0) negatively repulates adipogenesis by binding
to the promoter sites of peroxisome proliferator-activated receptor-pamma coactivator
l-alpha, mitisting adipocenesis. In addition, scetyl-CoA carboxylase, which repulates de
novo lipogenesis, is linked to LKB and FOXO i developing NAFLIY. The kinase com-
plex, consisting of Unc-51-like autophagy-activating kinase 1 or 2 (ULK1, ULKZ) by strm-
ulating autophagy, and climinating fat droplets in NAFLD, s regulated by mTORC] and
negatively regulated by AMPE that suppresses liver lipogenesis and increases fatty acid
oxidation. Also, ULK] 15 essential for imbating phapophore formation, establishing
macrophagy, and penerating antophaposomes. The sclective breakdown of hipid droplets
through macresutophagy, or macrolipophagy, occurs on a cellular enerpy level using free
fatty acids. In addition, mTORC] promotes lipopenesis by activating sterol repulatory
clement-bimding protemn. Finding new components and novel repulatory modes in signaling
15 significant for 2 better understanding of the AMPE/mTOR pathways, potentially facili-
tating the development of future diagnostic and therapeutic strategies for NAFLLY and its
progression o non-aleoholic steatohepatitis, cirrhosis, and hepatocellular carcinoma.
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