) - - - -
ﬁ@a@% Universidade do Estado do Rio de Janeiro
%o UCE’E“F 5 ; Centro Biomédico

¢ £sTapo ® Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes

Carolline Santos Miranda

Efeitos do tratamento com tesaglitazar, pioglitazona e WY-14643
no eixo intestino-adiposo em camundongos alimentados com

dieta hiperlipidica

Rio de Janeiro
2024



Carolline Santos Miranda

Efeitos do tratamento com tesaglitazar, pioglitazona e WY-14643 no eixo

intestino-adiposo em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica

Tese apresentada, como requisito parcial
para a obtencdo do titulo de Doutor, ao
Programa de Pds-Graduacao em Biologia
Humana e Experimental, da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro.

Orientadora: Prof.2 Dra. VVanessa de Souza Mello

Rio de Janeiro

2024



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A

M672 Miranda, Carolline Santos.

Efeitos do tratamento com Tesaglitazar, Pioglitazona e WY-14643 no eixo
intestino-adiposo em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica / Carolline
Santos Miranda. —2024.

119 1.

Orientadora: Prof.2 Dra. Vanessa de Souza Mello

Tese (Doutorado) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes. Pos-graduacdo em Biologia Humana e
Experimental.

1. PPAR gama — Agonistas — Teses. 2. Tecido adiposo branco — Efeitos dos
farmacos — Teses. 3. Tecido Adiposo Marrom — Efeitos dos farmacos — Teses. 4.
Obesidade — Imunologia. I. Mello, Vanessa de Souza. Il. Universidade do Estado
do Rio de Janeiro. Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes. 1V. Titulo.

CDU 616.39

Bibliotecéario: Felipe Caldonazzo CRB7/7341

Autorizo apenas para fins académicos e cientificos, a reproducéo total ou parcial desta

tese, desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Carolline Santos Miranda

Efeitos do tratamento com tesaglitazar, pioglitazona e WY-14643 no eixo

intestino-adiposo em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica

Tese apresentada, como requisito parcial
para a obtencdo do titulo de Doutor, ao
Programa de Pds-Graduacao em Biologia
Humana e Experimental, da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro.

Aprovada em 22 de fevereiro de 2024.

Banca Examinadora:

Prof.? Dra. Vanessa de Souza Mello (Orientadora)
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Prof.2 Dra. Erica Patricia Garcia de Souza

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Prof.2 Dra. Méarcia Barbosa Aguila Mandarim de Lacerda

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Prof.2 Dra Eliete Dalla Corte Frantz

Universidade Federal Fluminense

Prof.2 Dra Isabele Bringhenti Sarmento

Universidade Federal de Juiz de Fora

Rio de Janeiro
2024


javascript:abreDetalhe('K4792530D9','M%C3%A1rcia_Barbosa_%C3%81guila_Mandarim_de_Lacerda',408994,)
javascript:abreDetalhe('K4769706H6','Patr%C3%ADcia_Zancan',176451,)

DEDICATORIA

Dedico este trabalho as mulheres da minha familia pelo exemplo de forgca e amor que

s8o pra mim



AGRADECIMENTOS

A minha mée, que € minha maior referéncia de amor, lealdade e forca. Sem ela e
sua dedicacdo constante nada seria possivel. Ao meu pai, pelo carinho e cuidado com a
nossa familia.

A minha tia/dinda Sandra, uma das minhas maiores incentivadoras, me sinto grata
pelo seu amor incondicional. Obrigada por investir na minha educacao e nos meus sonhos.
Aprendo com vocé todos os dias.

A minha avé Norma, que se fez presente desde a minha infancia com seu amor e
afeto. Ao meu avé Antonio, que mesmo nao estando presente fisicamente, me ensinou
que desistir nunca € a solucao.

A minha irm4, por vibrar pelas minhas conquistas e por ser minha companheira,
a vida é mais feliz por ter vocé ao meu lado. E a Nanda, que fez florescer em mim
sentimentos ainda desconhecidos. Aprendi mais sobre o amor € me sinto honrada em
partilhar a vida com ela.

Aos meus colegas de laboratorio, pelos ensinamentos e pela ajuda, nada seria
possivel sem o auxilio que me deram. A minha dupla Flavia, que me ajudou e continua
me ajudando em todos os momentos. Obrigada por ter se mantido ao meu lado ao longo
da pandemia para execucdo desse projeto. Aos orientados da Vanessa (Vanessetes), pela
parceria e por compartilharem néo sé a orientadora comigo, mas também diversos sonhos.

Ao Prof. Dr. Carlos Alberto Mandarim-de-Lacerda e a Prof®. Dra. Marcia Barbosa
Aguila Mandarim-de-Lacerda, por me receberem no LMMC como aluna de iniciagio
cientifica e monitora, e por contribuirem com 0 meu crescimento e com o0
desenvolvimento desse trabalho.

Aos técnicos e funcionarios da UERJ por todo suporte oferecido.

A minha orientadora Prof?. Dra. Vanessa Souza-Mello, que me acompanhou desde
a iniciacdo cientifica, nesses ultimos 10 anos aprendi com vocé ndo s6 sobre pesquisa,
mas como ser uma pessoa empatica. Vocé é um exemplo de professora/orientadora e me
sinto honrada em ter vocé como “mae cientifica”.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001.



N&o ha lugar para a sabedoria onde ndo héa paciéncia.

Santo Agostinho



RESUMO

MIRANDA, Carolline Santos. Efeitos do tratamento com Tesaglitazar, Pioglitazona
e WY-14643 no eixo intestino-adiposo em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica. 2024. 118 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Objetivo: Avaliar o papel do tesaglitazar (agonista PPARa/y), pioglitazona
(agonista PPARy) e WY-14643 (agonista PPARa) no controle da endotoxemia, browning
do tecido adiposo branco e whitening do tecido adiposo marrom em camundongos
alimentados com excesso de gordura saturada. Métodos: Camundongos C57BL/6 machos
receberam dieta controle (C, 10% de lipidios) ou dieta rica em gordura (HF, 50% de
lipidios) por 12 semanas. Em seguida, o grupo HF foi dividido para receber os tratamentos
durante quatro semanas: HFy (pioglitazona, 10 mg/kg), HFa (WY-14643, 3,5 mg/kg) e
HFay (tesaglitazar, 4 mg/kg). Resultados: O grupo HF apresentou excesso de peso,
intolerdncia oral a glicose, disbiose intestinal, permeabilidade intestinal alterada e
endotoxemia, culminando no whitening do tecido adiposo marrom interescapular
(TAMI). A regulacdo negativa da sinalizacdo LPS-TIr4 sustentou a reducdo da inflamacao
e melhorou o metabolismo lipidico no TAMi no grupo HFay, 0 Gnico a mostrar massa
corporal (MC) normalizada e aumento do gasto energético. Além disso, o tesaglitazar
mitigou a resisténcia a insulina e induziu o browning do tecido adiposo branco subcutaneo
(TABs) com aumento da ativacdo da termogénese dependente e independente de UCP1,
com melhora do metabolismo mitocondrial para apoiar o fenétipo de adipdcitos beges.
Conclusdo: O sinergismo PPARa/y tratou a obesidade, melhorando o eixo intestino-
tecido adiposo, onde a microbiota intestinal restaurada e a permeabilidade intestinal
restabelecida controlaram a endotoxemia e reverteram o whitening do TAMi e
promoveram o browning do TABs através da termogénese favorecida, produzindo
normalizacdo da MC e da sensibilidade a insulina. Os resultados colocam o sinergismo
PPARo/y como um alvo potencial para o tratamento da obesidade, com possiveis
aplicacdes clinicas.

Palavras-chave: Tecido adiposo. Obesidade. PPAR. Whitening. Browning.



ABSTRACT

MIRANDA, Carolline Santos. Effects of treatment with tesaglitazar, pioglitazone and
WY-14643 on the intestine-adipose axis in high-fat diet-fed mice. 2024. 119 f. Tese
(Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Obijective: To evaluate the role of tesaglitazar (agonist PPARa/y), pioglitazone
(agonist PPARY), and WY-14643 (agonist PPARa) in controlling endotoxemia, white
adipose tissue browning, and whitening of brown adipose tissue in mice fed excess
saturated fat. Methods: Male C57BL/6 mice received a control diet (C, 10% lipids) or
high-fat diet (HF, 50% lipids) for 12 weeks. Then, the HF group was divided to receive
treatments for four weeks: HFy (pioglitazone, 10 mg/kg), HFa (WY-14643, 3.5 mg/kg),
and HFay (tesaglitazar, 4 mg/kg). Results: The HF group presented excess weight, oral
glucose intolerance, intestinal dysbiosis, altered intestinal permeability, and
endotoxemia, culminating in the whitening of the interscapular brown adipose tissue
(iBAT). Downregulation of LPS-TIr4 signaling supported the reduction of inflammation
and improved lipid metabolism in iBAT in the HFay group, the only one to show
normalized body mass (BM) and increased energy expenditure. Tesaglitazar also
mitigated insulin resistance and induced subcutaneous white adipose tissue (SWAT)
browning with increased activation of UCP1-dependent and -independent thermogenesis,
with improved mitochondrial metabolism to support the beige adipocyte phenotype.
Conclusion: PPARo/y synergism treated obesity, improving the intestine-adipose tissue
axis, where the restored intestinal microbiota and reestablished intestinal permeability
controlled endotoxemia and reversed iBAT whitening and promoted WATS browning
through favored thermogenesis, producing normalization of BM and insulin sensitivity.
The results place PPARa/y synergism as a potential target for obesity treatment, with
possible clinical applications.

Keywords: Adipose tissue. Obesity. PPAR. Whitening. Browning.
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INTRODUCAO

O consumo de gordura, antes visto como determinante na génese da obesidade
pela maior densidade energética, tem sido avaliado do ponto de vista qualitativo (1, 2).
Nesse contexto, 0 consumo excessivo de gordura saturada (de origem animal) apresenta
maior relacdo com o excesso de MC e comorbidades (2, 3). Além disso, 0 consumo
excessivo de gordura saturada conduz a alteragdes na composi¢do da microbiota intestinal
(disbiose), resisténcia a insulina, inflamacdo de baixo grau (metainflamacao), aumento da
adiposidade com disfuncdo do tecido adiposo marrom (TAM) (whitening) e reducdo da
termogénese (4, 5).

O tecido adiposo (TA) exerce um papel central no balanco energético e, portanto,
na génese da obesidade (6). Os adipocitos sdo as Unicas células que possuem
especializacdo para armazenar lipideos sem comprometer a sua integridade funcional.
Pelo menos trés tipos de adipdcitos metabolicamente distintos sdo encontrados em
humanos: adipécitos brancos, beges e marrons (7). Ao contrario dos adipdcitos brancos,
que depositam energia extra como triacilglicerol (TAG), os adipdcitos beges e marrons
classicos sao diferenciados por sua capacidade Unica de dissipar energia mitocondrial sob
forma de calor por meio da proteina desacopladora 1 (UCP1) (8, 9).

Na vigéncia da obesidade, os adipdcitos marrons podem sofrer um
“embranquecimento” (chamado de whitening), a partir de uma rarefacdo da
vascularizacdo atrelada ao menor estimulo adrenérgico e inflamacéo, os quais passam a
exibir fenotipo de adipécito branco com baixa expressdo de UCP1 e reduzida capacidade
termogénica (10, 11).

Por outro lado, o fendmeno browning torna o adipdcito branco (unilocular, com
baixa expressdo de UCP1) num adip6cito bege (multilocular, com alta expressdo de
UCP1) (12). Apesar de algumas incertezas e controversias em torno da identidade celular,
recrutamento e transdiferenciacdo bidirecional da gordura bege, o significado metabdlico
dos adipdcitos marrons classicos e beges na manutencdo da homeostase energética foi
estabelecido por unanimidade na Gltima década (13, 14).

O trato digestorio € povoado por diversos microrganismos, principalmente por
bacterias dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, que sdo influenciadas pela qualidade da

dieta (15). O excesso de gordura saturada ou de frutose aumenta a proporcéo de bactérias
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que possuem lipopolissacarideos (LPS), uma endotoxina, na parede celular (16). Altos
niveis de LPS induzem inflamacdo de baixo grau, que compromete a integridade da
mucosa por alteracfes nas proteinas estruturais das zénulas de oclusdo e aumento da
permeabilidade intestinal, resultando em migracéo do LPS para os demais tecidos (15).

A endotoxemia, altos niveis circulantes de LPS, pode reduzir a formacao de tecido
adiposo bege (browning) e afetar o funcionamento do TAM (whitening), reduzindo a
termogénese adaptativa por ativacao do eixo LPS-TLR4 (receptor do tipo toll 4), com
consequente estresse do reticulo endoplasmatico e disfuncdo mitocondrial induzidos pela
inflamacéo (17, 18).

Diante deste cenério, a utilizacdo de farmacos que revertam a disbiose e induzam
a termogénese e aumento do gasto energético, com resultante aparecimento de browning
do tecido adiposo branco (TAB) e reducdo do whitening do TAM advindo do excesso
dietético de gordura saturada, sdo pertinentes para o controle da obesidade e de
comorbidades como o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica e doengas cardiovasculares (DCV).

Nesse contexto, os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos
(PPARS) sdo fatores de transcricdo que se encontram no entrelacamento de vérias vias
metabdlicas (19). A ativacdo farmacoldgica da isoforma alfa (PPAR-alfa) promove
reducdo da MC, alivio da resisténcia a insulina, formacédo de adipdcitos beges e aumento
da atividade termogénica (20).

Recentemente, a delecdo do PPAR-alfa promoveu disbiose intestinal e inflamacéo
do intestino grosso em camundongos (21), ao passo que a ativacao do PPAR-alfa reverteu
a disfuncdo dos adipdcitos marrons (whitening) com aumento da termogénese adaptativa
em camundongos alimentados com excesso de gordura saturada ou frutose (5).

Em contrapartida, a ativacdo total da isoforma gama (PPAR-gama) produz efeitos
adversos no TA e no figado, com hipertrofia dos adipdcitos brancos e aumento do
percentual de esteatose hepética, apesar do marcante aumento da sensibilidade a insulina
(22, 23). Contudo, a ativacdo parcial do PPAR-gama pelo tesaglitazar (agonista duo
PPAR-alfa/gama) induziu o browning e aumento do gasto energético (24). No entanto,
ndo ha na literatura nenhum estudo avaliando os efeitos do tesaglitazar na microbiota
intestinal e possiveis efeitos benéficos no TAM e TAB.

A hipotese do presente trabalho é que a ativagdo isolada ou em associagdo do

PPARa e do PPARy module a microbiota intestinal para um perfil que reduza a producéo
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de LPS conduzindo ao browning do TAB e reversdo do whitening do TAM em

camundongos alimentados com dieta rica em gordura saturada.



20

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Obesidade

A obesidade é considerada um agravo de cardter multifatorial decorrente de
balanco energético positivo que favorece o acimulo de gordura e esta associada a riscos
para a saude devido a sua relacdo com complicacBes metabolicas (25). J& existe uma
descricdo aprofundada na literatura que o excesso de MC e obesidade contribuem para o
aumento da mortalidade por sua associacdo com doencas cronicas ndo transmissiveis
(DCNT) como DM2 (26), DCV (27), cancer (28), e hipertensdo (29) (Figura 1).

Figura 1 — Obesidade e suas associagdes

DCNT

—
Ingestéo ¢ Diabetes tipo 2
alimentar o " ,
e Hipertensao arterial

\
A\< ¢ Doencas cardiovasculares

Gasto

energético ¥° Cancer

Legenda: Associacao entre a obesidade e doengas cronicas ndo transmissiveis
Fonte: A autora, 2023. Feita com Biorender (www.biorender.com)

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saide (OMS) mais de um bilhdo de
adultos, em todo o mundo, se encontram acima do peso - destes, 500 milhdes séo
considerados obesos (30). No Brasil, os dados relativos ao crescimento da prevaléncia de
sobrepeso e obesidade sdo igualmente preocupantes. O ultimo Vigitel Brasil (Vigilancia

de fatores de risco e protecdo para doencas cronicas por inquérito telefénico) realizado
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em 2023 pelo Ministério da Saude, mostrou que a frequéncia de excesso de peso em
adultos foi de 61,4% e a frequéncia de adultos obesos foi de 24,3% (31).

A elevada sintese de adipocinas (citocinas), a modificagdo da microbiota intestinal
e 0 aumento as espécies reativas de oxigénio, presentes em individuos obesos, geram dano
celular ou tecidual, favorecendo o desenvolvimento das DCNTSs (32, 33). Os depdsitos de
TA nessa condicdo apresentam maior secrecdo de adipocinas pro-inflamatorias,
caracterizando a obesidade como uma inflamagé&o crénica que causa grande impacto em
diversas funcdes corporais (32, 34).

Vérios parametros de avaliacdo sdo utilizados com o intuito de determinar de
forma adequada quais pessoas com sobrepeso ou obesidade correm risco de sérias
consequéncias para a saude (35). As formas de avaliacdo facilmente aplicaveis sdo as
medidas antropométricas, como a mensura¢do da MC total, altura, circunferéncia da
cintura, circunferéncia do quadril ou célculo do indice de Massa Corporal (IMC) (36).

O IMC é o indicador mais utilizado para avaliar o grau de obesidade, tendo como
principal vantagem a possibilidade de ser interpretado em correlagdo com dados de
referéncia nacionais dos niveis de adiposidade, morbidade, mortalidade em adultos (37).
O IMC é calculado dividindo o peso de um individuo em quilogramas pela sua altura em
metros ao quadrado (kg/m?).

No entanto, o IMC sozinho ndo fornece informagdes sobre a composigao corporal
e respectiva contribui¢do de massa livre de gordura ou massa gorda para o peso corporal,
sugerindo a utilizacdo de indicadores adicionais para avaliar adiposidade central em
pessoas com sobrepeso e obesidade. A circunferéncia da cintura é um indicador do TA
visceral, mas também inclui gordura abdominal subcutanea que diminui sua sensibilidade
para prever complicac6es relacionadas a obesidade (36).

Nas Ultimas décadas, a populacdo vem aumentando o consumo de alimentos com
elevada densidade energética, alta palatabilidade, baixo poder sacietdgeno e de facil
absorcéo e digestdo. Esses atributos favorecem o aumento da ingestdo alimentar e,
portanto, contribuem para o desequilibrio energético (38). Prevenir precocemente a
obesidade se torna muito importante para a promocdo da salde e redugdo de
morbimortalidade, ndo s6 por ser um fator de risco importante para diversas doengas, mas
também por interferir na expectativa e qualidade de vida (30).

Muitas estrategias de perda de peso tém sido testadas, porém perder peso e manté-
lo é extremamente dificil na maioria dos casos. O emagrecimento estd diretamente

relacionado ao quadro de balanco energético negativo, caracterizado pela reducdo na
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ingestdo alimentar em relacdo ao gasto energético. O balanco energético positivo causa
um desequilibrio no organismo, ocasionando um estoque de energia em excesso em forma
de gordura e causando um aumento da MC total (39, 40).

As atuais estratégias de manejo da obesidade e transtornos relacionados a
obesidade sdo classificadas em trés categorias principais: mudancas de estilo de vida,
terapia farmacoldgica e cirurgia bariatrica (41). As modificacBes do estilo de vida
envolvem uma combinacdo de mudancas comportamentais, dieta e atividade fisica (42,
43).

Sendo assim, dietas com restri¢fes caldricas e aumento na atividade fisica diaria
sdo as medidas de primeira linha para o tratamento da obesidade, mas exigem um periodo
de meses para obter os primeiros resultados significativos (44). Um planejamento
alimentar flexivel, que objetive reeducacdo, geralmente obtém mais sucesso, devendo
considerar, além da quantidade de calorias, as preferéncias alimentares do individuo, o
aspecto financeiro, o estilo de vida e o requerimento energético para a manutencao da
salde (38).

1.2  C57BL/6 e inducéo da obesidade

O modelo experimental mais utilizado para estudos em obesidade e sindrome
metabdlica (SM) envolve a utilizacdo de camundongos da linhagem C57BL/6, que sdo
mais adequados, pois quando alimentados com dieta hiperenergética (que mimetiza as
dietas ocidentais), desenvolvem obesidade central, hiperinsulinemia, hiperglicemia e
hipertensdo semelhante @ de humanos. Esse modelo é conhecido como “obesidade
induzida por dieta” (DIO) e é utilizado em larga escala na literatura cientifica (45).

Estudos ja confirmaram que o consumo excessivo de uma dieta rica em gordura
saturada leva ao desenvolvimento da obesidade (2), o que promove aumento dos niveis
de acidos graxos (AGs), favorecendo a lipogénese e aumento da lipolise no TAB. Este
excedente provoca um acumulo de gordura ectopica, amplificando diversos efeitos
deletérios, como dislipidemias, esteatose hepatica, falha na sinalizacdo da insulina,
ativacdo da gliconeogénese e hiperglicemia (46).

Os diferentes modelos experimentais que buscam induzir em animais a obesidade

de forma semelhante a humana podem ser classificados, em sua maioria, em modelos
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genéticos e induzidos por dieta. Contudo, s@o raras as causas genéticas como fatores
etioldgicos da obesidade humana. Sendo assim, o modelo que mais se assemelha a
patogénese da obesidade humana é o induzido por dieta, onde se oferece ao animal um
aporte calérico maior, atraves da sobrecarga de macronutrientes (47).

Os lipideos representam a maior fonte energética, contendo 9 quilocalorias (kcal)
por grama em comparacao a 4kcal por grama de carboidratos e proteinas, por isso dietas
hiperlipidicas sdo frequentemente utilizadas na tentativa de mimetizar a obesidade em
modelos animais, de maneira semelhante a doenca humana (48). A densidade energética
da dieta hiperlipidica é maior que da dieta padrédo utilizada nos grupos controles (49).

Outro fator de grande importancia que também pode contribuir para maior
adiposidade, independentemente de uma maior ingestdo calorica, € o tipo de gordura
utilizada na composicdo da dieta. De acordo com Buettner, R., et al., (50), as gorduras
saturada e monoinsaturada sdo capazes de promover, de forma mais pronunciada a
obesidade e resisténcia a insulina quando comparadas a gordura poli-insaturada. Muitos
estudos (51-53) utilizam a banha de porco que é a mais recomendada para a geragéo de
um modelo valido de roedor obeso com alteracdes metabolicas.

Em camundongos, foi observado que o excesso de gordura saturada induz danos
hepaticos e causam reducdo dos niveis de adiponectina e inflamagdo no TA (54). Além
disso, promovem alteragBes na microbiota intestinal, pois levam a disbiose e a0 aumento
da permeabilidade intestinal (4). Dessa forma, ocorre translocacdo de bactérias e toxinas
do lumen intestinal para o sangue com consequéncias para termogénese adaptativa e

metabolismo hepatico (55, 56).

1.3 Intestino

O sistema digestério, desde a cavidade oral, constitui o tubo digestorio, formado
por quatro segmentos denominados esdfago, estdbmago, intestino delgado e intestino
grosso (57). Estes quatro Orgdos possuem caracteristicas histoldgicas comuns,
representadas pelas quatro camadas ou tlnicas concéntricas em suas paredes: a mucosa,
a submucosa, a muscular e a adventicia ou serosa. Embora esta organizagdo geral seja
uniforme ao longo do tubo, os segmentos apresentam variagOes estruturais diretamente

relacionadas com suas atividades funcionais (58).



24

A mucosa é constituida por um epitélio de revestimento, apoiado sobre uma
lamina propria de tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado e por uma camada
fina de tecido muscular liso, denominada muscular da mucosa. O epitélio de revestimento
invagina-se em direcdo a lamina propria e a submucosa, dando origem, respectivamente,
as glandulas mucosas e submucosas. Funcionalmente, as glandulas contribuem para
aumentar a capacidade secretora e as vilosidades a capacidade absortiva do tubo
digestdrio (58).

Como a lamina prépria dos intestinos constitui um importante local de respostas
imunes, sdo encontrados nodulos linfaticos e células imunocompetentes dispersas. A
submucosa é formada por tecido conjuntivo denso irregular com ganglios nervosos e
numerosos vasos sanguineos de médio calibre, linfaticos e nervos, que se ramificam pela
mucosa e pela camada muscular. A muscular estd organizada em duas camadas de
musculo liso que juntas participam dos movimentos peristalticos. A adventicia é formada
de tecido conjuntivo em continuidade com os tecidos adjacentes (58).

O intestino esta envolvido em diversos processos do organismo, incluindo:
absorcéo e digestdo de nutrientes; modulacdo imunoldgica por ser a barreira fisica e
quimica de contetudos externos; além de ser o local que contém a maior populacédo de
microrganismos do corpo humano, a microbiota intestinal. Camundongos e mosca da
fruta Drosophila melanogaster sdo modelos amplamente utilizados para estudar

metabolismo intestinal e doencas humanas (59).

1.3.1 Morfologia do intestino delgado

O intestino delgado é um tubo bastante longo, com cerca de seis metros e é
dividido em trés regides: duodeno (cerca de 25cm), jejuno (cerca de 2,5m) e ileo (cerca
de 3,5m) (60). Nele a digestdo é finalizada, e ocorre a absorcdo de nutrientes (61). O
intestino delgado apresenta véarias adaptacdes que aumentam a superficie de absorcédo: a
mucosa e a submucosa formam pregas, o epitélio e o conjuntivo projetam-se nos vilos e
as células epiteliais possuem microvilos. O epitélio evagina-se nos vilos e invagina-se em
glandulas tubulares simples retas, as glandulas intestinais (ou de Lieberkiihn) (62).

Entre os vilos existem pequenos espacos invaginados chamados de ‘criptas’, que

sdo responsaveis pela proliferacdo desse tecido. Nas criptas residem as células-tronco
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intestinais, que produzem um tipo celular denominado, células progenitoras. A medida
que, as celulas progenitoras migram em direcdo a regido apical do intestino, elas podem
se diferenciam em: enterocitos, células caliciformes, células de Paneth ou células
enteroendocrinas (63).

As células epiteliais com microvilos sdo chamadas enterocitos. O glicocalix
dessas células contém varias enzimas que finalizam a digestao e realizam a absor¢éo dos
nutrientes. As células caliciformes produzem glicoproteinas, que compdem um muco, 0
qual lubrifica a luz intestinal. As células enteroenddcrinas secretam varios hormonios
peptidicos, como enteroglucagon, somastostatina e colecistoquinina (63). As células de
Paneth possuem ndcleo basal e grandes granulos de secrecdo eosinofilos que
correspondem & lisozima e as defensinas (64).

A lamina propria é constituida de tecido conjuntivo frouxo. Ha capilares
sanguineos do tipo fenestrado e, em cada vilo, um capilar linfatico central, com
terminagdo cega, onde entram os nutrientes absorvidos. Na submucosa do duodeno, ha as
glandulas duodenais (ou de Brunner). Elas atravessam a muscular da mucosa e a lamina
prépria, e os ductos abrem-se na base das glandulas de Lieberkiihn ou entre as vilosidades.
Essas glandulas ndo estdo presentes no jejuno e no ileo (63, 65).

Na submucosa do duodeno e do jejuno pode haver alguns nddulos linfaticos, mas,
no ileo, no lado do tubo oposto a fixacdo do mesentério, eles sdo abundantes, e 0 seu
conjunto foi denominado placas de Peyer. Recobrindo as placas de Peyer, ha as células
M (M de microfold, microprega em inglés), enterécitos modificados, com forma cubica,
micropregas na superficie apical e invaginagdes na superficie basal, com a ldamina basal
descontinua capturam antigenos da luz do intestino por endocitose e transportam-nos para

0s macrofagos e os linfocitos T situados entre as invaginacdes (63).

1.3.2 Morfologia do intestino grosso

O intestino grosso possui cerca de 1,5 metros de comprimento e 6,5cm de
diametro. E subdividido em: ceco, apéndice, colo ascendente, transverso, descendente e
sigmoide, e reto (60). No intestino grosso néo ha vilosidades, mas o epitélio invagina-se

nas glandulas intestinais. O epitélio € simples colunar com microvilos e células
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caliciformes. Ele contém ainda células-tronco e células enteroenddcrinas. No ceco e no
apéndice ha também as células de Paneth (62).

No intestino grosso ocorre a absor¢do de dgua e de sais inorganicos, levando a
formacéo do bolo fecal. As células caliciformes estdo presentes em grande nimero, e 0
muco secretado por elas contribui para a compactacdo do bolo fecal e facilita o
deslizamento deste, lubrificando a superficie epitelial. Na submucosa do intestino grosso
também sdo encontrados pequenos ganglios do sistema nervoso autbnomo, pertencentes
ao plexo submucoso ou de Meissner (58). A riqueza em tecido linfoide esta relacionada
ao acumulo de bactérias (63).

A muscular da mucosa consiste em duas subcamadas: uma circular e outra
longitudinal. Esta Gltima, no ceco e no colo, espessa-se em trés faixas equidistantes, as
ténias do colo. O tbnus constante das ténias forma pregas no intestino, chamadas
saculacgdes. O ceco, o apéndice e parte do colo sdo recobertos pela serosa. O restante do
colo e o reto possuem adventicia. Na serosa do intestino grosso sdo observados acimulos
de tecido adiposo unilocular de formato pendular, caracterizados como apéndices
epipldicos (58, 63).

O apéndice vermiforme € um diverticulo em fundo cego que desemboca no ceco,
geralmente apresentando cerca de oito centimetros de comprimento. Sua estrutura
apresenta as tipicas tunicas no trato digestério; no entanto, o apéndice vermiforme é
considerado como formacao linfoide subepitelial. A mucosa do apéndice vermiforme é
essencialmente semelhante a do restante do intestino grosso, sem vilosidades e contendo

glandulas de Lieberkiihn comparativamente menores (58).

1.3.3 Microbiota intestinal

A superficie corporal externa (pele, unhas, labios) e interna (cavidades nasais,
cavidade oral, pulmonar, trato digestorio, aparelho urogenital) do corpo humano sédo
colonizadas por um conjunto diversificado de microrganismos denominado microbiota
humana, que por sua vez € composta por bactérias, virus, fungos e protozoarios (4). A
maioria significativa da microbiota humana € representada por bactérias sendo os filos
predominantes: Bacteroidetes (9,5%), Proteobacteria (11,9%), Firmicutes (34,3%) e

Actinobacteria (36,6%), 0s quais juntos representam 92,3% da microbiota humana (66).
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A composic¢do da microbiota intestinal varia de acordo com as regifes anatbmicas
do intestino, que diferem em termos de fisiologia, pH, tenséo de O, taxas de fluxo da
digesta, disponibilidade de substrato e secre¢fes do hospedeiro. O intestino delgado
fornece um ambiente mais desafiador para colonizadores microbianos, devido aos tempos
de trénsito bastante curtos e as altas concentracdes de bile. O intestino grosso, que é
caracterizado por taxas de fluxo lentas e pH neutro a levemente &cido, abriga de longe a
maior comunidade microbiana (67).

Além disso, a microbiota intestinal apresenta diversas funcGes que s&o
significantes e bem estabelecidas, destacando-se as de protecdo anti-infecciosa que
fornecem resisténcia a colonizagdo por microrganismos exdgenos; a imunomodulacao,
que possibilita uma ativacdo das defesas imunoldgicas e, por fim, a contribuicdo
nutricional resultante das interacfes locais e dos metabolitos produzidos oferecendo
fontes energéticas e de vitaminas (68).

O tipo e o numero de espécies microbianas que persistem e colonizam o trato
digestério ndo sdo determinados por acaso, mas por uma combinacdo de fatores,
incluindo, mas ndo limitado ao estado inflamatério do hospedeiro, dieta, genética do
hospedeiro e fatores ambientais (69). A estabilidade da microbiota intestinal é alcancada
a partir dos dois anos de idade e, no adulto, existe uma estabilidade consideravel,
entretanto, a composi¢do da microbiota do idoso torna-se mais instavel (70).

A microbiota intestinal e seu hospedeiro estabelecem uma relacdo simbidtica, na
qual as bactérias possuem capacidade de assimilar e modificar componentes do seu
ambiente e produzir novas moléculas que podem ser benéficas ou maléficas para seu
hospedeiro (71). Essa relagdo influencia significativamente a protecdo das mucosas
intestinais, o metabolismo, a fisiologia e a funcdo imune do hospedeiro, de modo que a
consequéncia desta associacdo pode ser positiva ou negativa para sadude e/ou para doenca
(72, 73).

O filo Firmicutes caracteriza-se por ser um filo de bactérias gram-positivas
aerobicas e anaerobicas (74). Os microrganismos desse filo sdo considerados
estrategistas, pois se multiplicam rapidamente no meio em que vivem em resposta a
grande oferta de nutrientes. Estudos recentes evidenciaram proporcdo significativamente
maior do filo Firmicutes nas pessoas com obesidade quando comparados com individuos
eutroficos (75).

O segundo filo mais abundante na microbiota intestinal é o Bacteroidetes, o qual

¢ composto por bactérias gram-negativas que apresentam caracteristicas
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quimiorganotroficas, sendo capazes de degradar polimeros como celulose, pectina e
glicanos (76). Estudos, ao investigarem a da razdo Firmicutes/Bacteriodetes,
demonstraram um valor aumentado dessa raz&o nos grupos de individuos com obesidade
qguando comparados com eutroficos (77). Porém, os estudos ainda s@o conflitantes, pois
outros autores nao observaram diferenca entre tais grupos (78).

A microbiota intestinal est4 sendo cada vez mais reconhecida por desempenhar
papéis importantes na adiposidade e no metabolismo humano (79). A microbiota
intestinal, afeta a coleta de energia e 0 armazenamento de gordura e, portanto, tém o

potencial de influenciar o sucesso ou o fracasso da perda e ganho de peso (80).

1.3.4 Disbiose intestinal

A disbiose intestinal € o desequilibrio entre bactérias benéficas e nocivas do
intestino. Quando algumas populagdes bacterianas encontram-se reduzidas ou mesmo
ausentes, enquanto outras podem tornar-se superabundantes ocorre a disbiose, a qual pode
promover inflamacdo da mucosa intestinal (81, 82). Uma vez efetivada a inflamacéo, ha
alteracGes na permeabilidade paracelular favorecendo a translocagdo bacteriana do
intestino para circulacdo sanguinea, o que pode resultar no desenvolvimento de doencas
sistémicas (83).

Além de inumeras fun¢des que incluem a absor¢do de nutrientes alimentares, o
trato digestdrio desempenha um papel fundamental como barreira contra patdgenos
entéricos. Essa funcdo do intestino € influenciada por uma variedade de fatores, tais como
enzimas, agentes infecciosos, toxinas, hormonios e estresse (84). A barreira intestinal é
constituida por componentes quimicos, imunes, microbioldgicos e fisicos (85).

Uma fina monocamada de células epiteliais justapostas, unidas as juncgdes
intercelulares, formam o principal mecanismo fisico de defesa entre o limen e os tecidos
das mucosas. Essas jungbes que interconectam as células sdo especializagcGes da
membrana plasmatica que possibilitam a ancoragem aos elementos do citoesqueleto
oferecendo integridade estrutural celular (86).

A integridade da barreira intestinal também é mediada por um complexo proteico
denominado ‘jungdes estreitas/oclusivas’, também conhecida como ‘tight junctions’

(TJs). As TJs estdo localizadas na porcdo apical da membrana lateral das células
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epiteliais, constituidas principalmente por trés proteinas: claudina, ocludina e molécula
de ades&o juncional-A (JAM-A) (87). As TJs exercem ‘fungao de porta’ por formar uma
barreira de permeabilidade que restringe a livre difusdo de moléculas no espaco
intracelular e ‘fun¢do de vedagdo’ por atuar como uma barreira que restringe a mistura
do dominio da membrana plasmatica apical e basolateral (88).

Ap0s o desenvolvimento do Projeto Microbioma Humano foi possivel realizar o
sequenciamento genético da microbiota intestinal, e a diversidade do ecossistema
intestinal tem sido amplamente estudada (89). Com a aplicacdo do sequenciamento do
gene metagendmico e do RNA ribossémico 16S foi possivel identificar que em humanos
e camundongos os filos Bacteroidetes e Firmicutes sdo 0os mais abundantes, seguido dos
demais filos como Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia e Fusobacteria (90).

Os LPS sdo compostos estruturais da membrana externa das bactérias Gram-
negativas, sua presenca induz inflamacdo através da ativacdo dos TLR. Os LPS sdo
padrées moleculares associados a patogenos (PAMPS) que se ligam ao TLR4 induzindo
inflamacéo de baixo grau, comprometendo a integridade da mucosa por alteragcdes nas
TJs, contribuindo para a translocacdo de metabdlitos e microrganismos até a lamina
prépria intestinal (91-93).

Altos niveis de LPS induzem inflamacdo de baixo grau, que compromete a
integridade da mucosa por alteragdes nas proteinas estruturais das zénulas de oclusao e
aumento da permeabilidade intestinal, resultando em migracdo do LPS para os demais
tecidos (23). Dietas ricas em frutose ou em gordura saturada aumentam a endotoxemia
pos-prandial, com efeitos cumulativos quando consumidas cronicamente (24) (Figura 2).

A endotoxemia, altos niveis circulantes de LPS, pode reduzir a formacéo de tecido
adiposo bege (browning) e afetar o funcionamento do TAM (whitening), reduzindo a
termogénese adaptativa por ativacdo do eixo LPS-TLR4, com consequente estresse do
reticulo endoplasmatico e disfuncdo mitocondrial induzidas pela inflamacéo (85). Sendo

assim, farmacos que modulem a microbiota intestinal podem auxiliar na disfuncéo do TA.
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Figura 2 — Obesidade e endotoxemia
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Legenda: O excesso de gordura saturada de forma crbnica esta associado a obesidade e esta
consequentemente pode induzir a disbiose intestinal. Na disbiose intestinal ocorre 0 aumento da
permeabilidade intestinal favorecendo a endotoxemia.

Fonte: A autora, 2023. Feita com Biorender (www.biorender.com)

1.4  Tecido adiposo

Os adipdcitos sdo as unicas células que possuem especializacdo para armazenar
lipidios, sem que isso comprometa a sua integridade funcional. Possuem a maquinaria
enzimatica necessaria para sintetizar AGs e estocar TAG, quando a oferta de energia for
abundante, e para mobilizéa-los pela lipélise quando ha déficit energético (94). Além da
sua funcdo de metabolismo e acumulo de gordura, os adipdcitos também possuem
funcBes secretoras de carater autdcrino, paracrino e enddcrino (95).

O sistema nervoso autbnomo atua diretamente sobre o TA. O sistema nervoso
simpatico promove acdes catabolicas (lipolise), via estimulagdo adrenérgica, que ativa a
enzima lipase horménio-sensivel (96). Por outro lado, o sistema nervoso parassimpatico
promove acbes anabolicas por estimular a secre¢do de insulina, aumentando a captagao
de glicose e de AGs que podem ser estocados sob a forma de TAG (97).

Nos mamiferos, o 6rgéo adiposo é composto por dois tipos de tecidos: 0 TAB e 0

TAM. Sabe-se que, conforme a origem do TA (por exemplo, gonadal ou subcutaneo),
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ocorrem diferencas na sua capacidade lipolitica ou lipogénica. O tecido gonadal, em
roedores em geral, foi amplamente utilizado como padréo para avaliar respostas induzidas
por condigdes normais ou patoldgicas por mimetizar a gordura abdominal humana (98).

Em relacdo as diferencas entre os adipocitos, ja foi observado que o adipdcito
branco maduro armazena TAG em uma Unica e grande gota lipidica que ocupa a porcao
central da célula, o que promove o deslocamento do nucleo para a periferia e seu
consequente achatamento. A existéncia de uma unica goticula lipidica caracteriza o
adipdcito branco como unilocular (7, 99).

De forma oposta, 0 TAM apresenta o adipocito menor que o branco, os quais
possuem varias goticulas lipidicas citoplasmaticas de diferentes tamanhos (multilocular),
citoplasma relativamente abundante, nucleo esférico e ligeiramente excéntrico e
numerosas mitocondrias que produzem energia pela oxidacdo de acidos (100).

Entre as diversas adipocinas secretadas pelo TA, destacam-se a leptina, a
adiponectina, a adipsina, a resistina, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), o inibidor
1 do ativador de plasminogénio (PAI-1), as interleucinas 13, 6 ¢ 8 (IL1pB, 6 ¢ 8), o fator
de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), a proteina qumiotatica de mondcitos
1 (MCP-1) e a visfatina. Com excec¢do quase que Unica da adiponectina, a producéo e a
secrecdo desses fatores se intensificam com a obesidade, como 0 TNF-a, a resistina, o
PAI-1, a IL-6 e a MCP-1, sendo diretamente associados a inducdo de resisténcia a
insulina, a hipercoagulabilidade e a aterogénese (101).

A recente descoberta de que uma grande fracdo de humanos adultos apresenta
TAM fez com que estudos experimentais que ambicionam desvendar o papel de agentes
indutores da termogénese adaptativa para o controle da obesidade, ganhassem relevancia
cientifica (102). Além disso, foi observado que apds estimulos o0 TAB pode apresentar
caracteristicas do TAM, processo conhecido como browning, que se torna alvo para um

possivel controle da obesidade no futuro.

1.5  Tecido adiposo branco

O TAB, descrito como o principal reservatorio de energia em mamiferos, tem
origem mesenquimal e é composto por adipdcitos e a fracdo vascular estromal

(constituida principalmente por pre-adipécitos, células imunes e fibroblastos); juntos,
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adipdcitos e fracdo vascular estromal produzem a matriz extracelular para manter a
integridade estrutural e funcional do tecido (103, 104).

O adipdcito branco maduro armazena os TAG em uma Unica e grande inclusdo
lipidica que ocupa de 85-90% do citoplasma e empurra 0 ndcleo e uma fina camada de
citosol para a periferia da célula. Os adipdcitos brancos maduros séo células grandes, e
podem alterar acentuadamente seu tamanho conforme a quantidade de TAG acumulado
(7, 99).

O TAB esta distribuido por todo o corpo em diversos compartimentos, sendo
localizado principalmente na regido subcutanea (gordura subcuténea, que forma uma
camada sob a pele) e na cavidade toracoabdominal. Sua principal fungdo é o
armazenamento de energia, protecdo mecanica, isolante térmico, manutencdo da
temperatura corporal, auxilio no deslizamento entre visceras e feixes musculares (105).

Existem diferencas entre o TA presente nas areas subcutaneas (TABS) e visceral
(TABV), presente na cavidade toracoabdominal. O TABv quando comparado ao TABs é
mais vascular, inervado, cont¢ém um ndmero maior de células inflamatdrias e
imunoldgicas, menor capacidade de diferenciacdo de pré-adipdcitos e uma porcentagem
maior de adipdcitos grandes. Além disso, os adipocitos do TABv sdo mais
metabolicamente ativos e mais sensiveis a lipdlise que os adipocitos TABs (106).

A inclusdo lipidica é reconhecida como uma organela celular dindmica, envolvida
por uma monocamada de fosfolipidios, proteinas estruturais e enzimas, que protege as
organelas celulares dos efeitos citotoxicos dos AGs (107-109). Entre as varias proteinas
que compdem essa monocamada, a perilipina 1A pode ser enfatizada, pois € a principal
encontrada no adipocito. Dependendo do seu status de ativacdo, a perilipina 1A pode
proteger e delimitar a gota lipidica ou facilitar a hidrolise lipidica (109, 110).

Em periodos prolongados de balanco energético positivo, que resultam do
consumo excessivo de alimentos ricos em calorias, somados & inatividade fisica, a
adiposidade aumenta. Esse processo crénico pode levar ao desenvolvimento da obesidade
(111, 112). Por outro lado, em periodos prolongados de jejum ou de alta demanda de
energia, a lipdlise € essencial para fornecer AGs e glicerol como substratos energéticos
para os tecidos (112, 113).

Para acomodar o excesso de energia na obesidade, o TAB passa por varios
processos de remodelacdo celular e estrutural: 1- expansdao do tecido através da
coordenacdo do aumento do tamanho dos adipdcitos (hipertrofia) e/ou namero

(hiperplasia) (114), 2- recrutamento de células inflamatérias (115) e 3- remodelacéo da
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vasculatura e da matriz extracelular para permitir expansdo tecidual adequada,
oxigenacdo e mobilizacdo de nutrientes (116, 117).

No entanto, quando a obesidade e a inflamagao séo sustentadas, esses mecanismos
homeostaticos adaptativos nao sdo suficientes, levando a disfuncdo do TAB caracterizada
por secrecdo prejudicada de adipocinas, armazenamento lipidico e adipogénese anormais,
e resisténcia a insulina (118, 119).

Durante muito tempo, acreditava-se que o TAB era uma estrutura secundaria, cuja
caracteristica era armazenar grandes quantidades de gordura na forma de TAG. Pouco se
atentou para sua participacdo no controle do peso corporal e da ingestdo alimentar. Em
decorréncia da descoberta da capacidade do TAB em secretar substancias com efeitos
bioldgicos, grande importancia foi atribuida ao seu papel endécrino (98).

Visto que a obesidade ¢ um problema de salde publica presente nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento torna-se imprescindivel o desenvolvimento de
novas abordagens para o tratamento e prevencdo da obesidade e suas comorbidades. Foi
documentado que o browning do TAB pode ser uma estratégia adequada para combater

a epidemia de obesidade que esta se desenvolvendo em todo o mundo (120).

1.5.1 Browning

Os adipdcitos bege ou "brite" (“brown in white”) foram descritos recentemente
como adipdcitos localizados no TAB, mas que se assemelham ao fenétipo dos adipocitos
marrons. No estado basal, os adip6citos beges agem como adipdcitos brancos, mas sob o
estimulo adequado eles podem se transformar em adipdcitos pardos, em um processo
chamado “browning” (121). O browning do TAB ocorre em condic¢des especificas por
meio da exposicao a certos estimulos, como frio, hormonios tireoidianos, dieta, peptideos
natriuréticos, medicamentos e exercicios (122-124).

Estudos recentes indicaram que o TAM de humanos €é composto
por adipdcitos beges que adquiriram fenotipo semelhante a0 marrom e que essa
conversdo tem consequéncias metabdlicas benéficas (125). A promocéo da atividade do
TAM ou o browning do TAB estdo associados a tolerancia ao frio in vivo, aumento do

gasto energético e protecao contra a obesidade e 0 DM2 (126).
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O recrutamento de adipdcitos bege pode ocorrer por diferenciacdo de células
progenitoras (pré-adipocitos bege, expressam o cluster de diferenciacdo 137, Cd137) ou
por conversdo de branco para bege (transdiferenciacdo) de adipdcitos brancos
fenotipicamente maduros [baixo Cd137, negativo para o fator miogénico 5, (MYF5)]
(127). A conversdo do branco para o bege é um processo bidirecional no qual o estimulo
termogénico promove a conversdo para o fendtipo bege (127). Ap0s sua retirada, ocorre
0 'branqueamento’ ou conversdo de bege para branco através da mitofagia (128).

Quando o TAB é estimulado, um subconjunto de células pode adquirir um
fenotipo termogénico sem compartilhar os marcadores genéticos do TAM, tendo uma
Unica origem de desenvolvimento e caracteristicas moleculares (129). De fato,
os adipdcitos beges ttm um padrdo de expressdo génica diferente de TAB e TAM
(121). A expressdo ectépica da UCP1 e do dominio PR contendo 16 (PRDM16) é
consistente para identificar a presenca de adipdcitos beges nos adipécitos brancos (9, 14).

O fendmeno de browning ganhou relevancia entre a comunidade cientifica quando
adipdcitos termogénicos ativados pela exposicdo ao frio foram identificados
acidentalmente em pacientes submetidos a tomografia por emissdo de pdsitron na Suécia
(100). Esses adipdcitos, observados na regido supraclavicular, se assemelhavam
aos adipdcitos beges observados em camundongos (130).

A visdo de que o TA termogénico humano adulto se assemelha mais aos
adipécitos beges de camundongos foi recentemente contestada. Estudos em
camundongos conduzidos em condi¢6es ‘fisiologicamente humanizadas' (ratos de meia-
idade alimentados com uma dieta rica em gordura e alojados em termoneutralidade, 30°C)
em oposicao as condi¢des 'padrdo’ (ratos jovens alimentados com dieta padrdo e alojados
em temperatura padrdo, 20°C) indicam que o TAM classico de camundongos exibe
marcadores moleculares de TA termogénico humano (131).

Antes dessa observacao, acreditava-se que a termogénese ndo poderia produzir
uma perda significativa de MC em adultos (132). No entanto, nos ultimos anos,
os adipdcitos beges sdo considerados um beneficio metabdlico: apenas 63 g de adipdcitos
termogénicos completamente ativados podem evitar o acimulo de aproximadamente 4 kg
de TAB por ano (133, 134). Assim, diante da epidemia de obesidade, é urgente descobrir
alvos génicos promissores e abordagens para alcancar a ativacdo segura e eficaz da
gordura bege.

As estratégias farmacoldgicas de "browning"” para mudar os adip6citos brancos

em dire¢do aos fenotipos marrom/bege estdo em varios estagios da pesquisa pré-clinica e
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de ensaios clinicos, incluindo: agentes adrenérgicos 3, agonistas de PPARy (receptor
gama ativado por proliferador de peroxissomo), agentes de indu¢do de monofosfato de
guanosina ciclico e agonistas do fator de crescimento de fibroblastos (135).

1.6 Tecido adiposo marrom

O TAM, especializado na producdo de calor - termogénese — encontra-se em
quantidade varidvel em humanos adultos, mas é encontrado em grande quantidade em
fetos e recém-nascidos. Foi inicialmente descrito pela sua funcdo em mamiferos
hibernantes e criancas, dada sua capacidade de liberacdo de calor para manutencdo da
temperatura corporal em resposta ao frio (9, 136). No entanto, atividades dentro da
medicina nuclear produziram resultados indicando que 0 TAM esta presente e ativo em
humanos adultos e pode, portanto, ser considerado um érgdo de importancia fisioldgica
(100).

Em relacdo ao padrao de distribuicdo, os depositos supraclaviculares e do pescoco
sdo os mais frequentes no homem adulto. Um depdsito de TAM é visto ao longo da
medula espinhal como um depdsito paravertebral, mediastino (137), na area para-adrtica
(138), e ao redor do coracdo. Além disso, existem depdsitos infradiafragmaticos (139),
particularmente na area perirrenal (138). Embora a distribuicdo apresente semelhancas
com os dos roedores existem algumas diferencas: ndo ha depésito interescapular, axilar e
o perinéfrico ndo é muito proeminente (100).

O TAM é composto por 20% a 30% de adipdcitos maduros (140) e uma fracédo
vascular estromal abundante na qual residem células-tronco adiposas, pré-adipocitos,
células endoteliais, células hematopoiéticas e células neurais. Os pré-adipdcitos se
originam de células-tronco mesenquimais e ambas as populacBes estdo presentes no
tecido adiposo (141).

Um extenso mapeamento post-mortem de adipdcitos marrons em tecidos adiposos
humanos desde a infancia até os 80 anos de idade revelou uma mudanca gradual na
morfologia do TAM. Durante a primeira decada de idade, os adipécitos multiloculares
eram abundantes e continham apenas pequenas quantidades de lipidios. Depois disso,
adipdcitos multiloculares ainda eram encontrados; no entanto, as células eram mais

preenchidas com lipidios (142).
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Sendo assim, 0 TAM infantil se assemelha ao TAMi de camundongos alojados
em temperaturas abaixo da termoneutralidade, enquanto o TAM de adultos tem a
morfologia semelhante ao TABs de camundongos alojados sob condicdes frias ou TAMi
de camundongos alojados em termoneutralidade (143).

Ja foi descrito que a coloracdo amarronzada do TAM é acarretada por uma elevada
presenca de mitocondrias. Tem sido demonstrado que a UCP1 é um dos principais
marcadores para a identificacdo do TAM (95, 144). A UCP1 se encontra na membrana
mitocondrial interna, atuando como um canal de préton que descarrega o potencial gerado
pelo acumulo de prétons no espaco intermembranoso durante o ciclo de Krebs,
desviando-os do complexo F1FO (ATP sintase), impedindo a sintese de adenosina
trifosfato (ATP) e permitindo que a energia se dissipe sob a forma de calor (100).

A termogénese acontece através de estimulos a receptores adrenérgicos constantes
(especialmente dos receptores beta-3 e beta-1). Em seguida, inicia-se uma cascata de
reacOes que se seguem com 0 aumento de monofosfato ciclico de adenosina (AMPCc),
ativacdo da proteina cinase A dependente de AMPc (PKA) e inducéo da lip6lise (14, 145-
148). Ndo somente a gordura armazenada em suas goticulas lipidicas é usada para gerar
calor, mas também AGs e glicose da circulacdo sistémica, aumentando exponencialmente
sua capacidade termogénica (102).

A disfungdo mitocondrial (organela importante para funcionalidade dos
adipdcitos marrons e beges) contribui para a patogénese de disturbios metabolicos como
a obesidade (149). A mitofagia, a biogénese mitocondrial e varios processos de
degradacdo de proteinas mitocondriais controlam a qualidade das mitoc6ndrias com o
objetivo de manter a saude metabolica (150).

Para sustentar sua atividade metabdlica oxidativa, o TAM utiliza vastas
quantidades de nutrientes intracelulares e circulantes (151), fazendo com que a sua
atividade exerca efeitos metabdlicos benéficos sobre a obesidade (151), resisténcia a
insulina (152) e aterosclerose (153, 154). Durante a aclimatacdo ao frio, 0 TAM sofre
um processo de recrutamento adaptativo e o tecido cresce em tamanho e em capacidade
metabdlica total. Esse processo envolve tanto a diferenciacdo de novos adipécitos quanto
0 aumento da atividade metabdlica dos adipdcitos existentes (136, 155, 156).

Além disso, o TAM ainda desempenha papéis autocrinos, paracrinos e
enddcrinos. Dentro de seu papel autdcrino, 0 TAM pode secretar proteina de membrana
basal, como o colageno IV e fibronectina (157, 158). Ademais, pode sintetizar e secretar

adipsina, fator de crescimento de fibroblastos basico, fator de crescimento semelhante a
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insulina tipo 1 (IGF-1), prostaglandinas e adenosina (159, 160). No que tange a sua funcao
paracrina, 0 TAM pode secretar o fator de crescimento nervoso, o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), o 6xido nitrico e o angiotensinogénio (161, 162). Por altimo,
como 6rgdo enddcrino, produz AG, e somente em circunstancias especiais, produz
leptina, adiponectina e resistina (163).

Os adip6citos marrons tém origem a partir de células progenitoras de midcitos
(células musculares), chamadas de mioblastos, que expressam o Myf5+ (164). No
entanto, o PRDM16 controla uma alternancia bidirecional do destino celular entre os
mioblastos esqueléticos e as células adiposas marrons. A perda de PRDM16 em
precursores de gordura marrom causa perda de caracteristicas da gordura marrom e
promove a diferenciagdo muscular (165). O PRDM16 induz um programa completo de
diferenciacéo de gordura marrom, incluindo a expressdo de Pgc-/a e Ucp-1 (166).

Embora a massa total de TAM em mamiferos seja pequena, pesquisas anteriores
ja demonstraram que sua estimulacdo poderia quadruplicar o gasto energético (GE) de
um animal, & medida que ocorre um aumento na perfusdo tecidual (102, 167, 168). Desse
modo, torna-se importante estudar as alteracdes causadas nesse tecido na obesidade para
compreender melhor os melhores tratamentos para reduzir os prejuizos causados pelo
whitening do TAM.

1.6.1 Whitening

Com base na crescente percepcao de que o TAM é um potencial regulador da
funcdo metabdlica sistémica, estudos analisaram o browning do TABs, como uma
estratégia para combater a obesidade (9, 169, 170). No entanto, tem sido argumentado
que estas acOes sdo quantitativamente incapazes de impactar de forma significativa para
0 metabolismo sistémico, devido a baixa capacidade termogénica desse
“amarronzamento” em relagdo aquela exibida pelos depdsitos classicos do TAM (171).

Na vigéncia da obesidade, os adipdcitos marrons podem sofrer um
“embranquecimento” (chamado de whitening), a partir de uma rarefacdo da
vascularizagédo atrelada ao menor estimulo adrenérgico e inflamacgéo, os quais passam a
exibir fenotipo de adipdcito branco com baixa expressédo de UCP1 e reduzida capacidade

termogénica (10, 172). Contudo, 0s mecanismos moleculares que levam a reducéo da
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atividade do TAM na obesidade e suas implicacbes fisioldgicas sdo ainda pouco
explorados.

Os adipdcitos sdo o local de armazenamento de lipidios, cuja entrada e saida é
fortemente regulada por vérias proteinas de ligacdo/transferéncia de AGs (173). Essa
maquinaria permite que os adipocitos armazenem com grandes quantidades de lipidios,
mas até os adipdcitos tém limites que, quando atingidos, levam a doengas metabdlicas.
Postula-se que a hipertrofia além de um didametro celular de 100 um leva a uma baixa
perfusdo e a hipoxia celular que, por sua vez, podem iniciar a inflamagdo, sendo
necessario uma resposta adaptativa (34).

Em camundongos alimentados com dieta padrdo e mantidos a temperatura
ambiente, os adipdcitos brancos e marrons sdo encontrados em Vvarios depositos
subcutaneos e viscerais (174). Porém, no TA de animais e humanos obesos, adipdcitos
marrons sao dificilmente encontrados, pois a maioria passa por uma conversao para um
fenotipo “branco” (175, 176).

Esse whitening pode ocorrer por alguns mecanismos, como: baixa atividade do
sistema nervoso simpatico (136, 177), cuja sinalizacdo adrenérgica é essencial para a
manutencdo do feno6tipo marrom (178, 179), a atividade da enzima lipase de triacilglicerol
do adipdcito que é fundamental para a morfologia e funcdo normais do TAM (180, 181),
temperatura ambiente (136, 177), entre outros.

Em comparacdo com o TAB, o TAM é mais extensivamente vascularizado, e a
angiogénese dependente do fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA) tem se
mostrado importante para a resposta termogeénica (182). O whitening ja foi associado ao
desenvolvimento de hipoxia. Tem sido demonstrado que o microambiente hipéxico no
TAM, devido a obesidade, leva a uma perda acelerada de mitocondrias e, a medida que a
capacidade oxidativa é perdida, as goticulas lipidicas se acumulam, gerando o fenétipo
branco (11).

A sinalizagdo P-adrenérgica € reconhecida como um ativador central
da expressao de VEGFA em adipdcitos marrons (183). Varios estudos associaram a
vascularizagdo do TA a homeostase metabdlica sistémica (184-190). A maior parte destes
estudos concentrou-se na vascularizagdo do TAB e o papel da vascularizagdo do TAM no
controle metabdlico sistémico néo foi investigado profundamente.

A recente descoberta que a presenca de TAM com atividade termogénica é capaz
de evitar o acimulo de gordura (133) fez com que a descoberta de farmacos que ativem

a termogénese adaptativa e combatam o whitening sejam pertinentes para o controle do
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sobrepeso e/ou comorbidades associadas. A figura 3 resume as principais caracteristicas

dos diferentes adipdcitos.

Figura 3 — Tecido adiposo e suas variacoes
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Legenda: Principais diferencas encontradas nos adipdcitos e o impacto da obesidade no TAMi. O
TABs que possui a funcdo principal de armazenamento lipidico pode sofrer um remodelamento a
partir de determinados estimulos apresentando caracteristicas de um adipécito marrom (tecido
adiposo bege). O TAMi apresenta alteracBes estruturais na vigéncia da obesidade.
Fonte: A autora, 2023. Feita com Biorender (www.biorender.com)

1.7 PPARs

Os receptores nucleares (RNs) sdo uma superfamilia de proteinas de fatores de
transcricdo regulados por ligantes e desempenham papéis importantes na reproducao,
desenvolvimento e fisiologia (191). O conceito de RNs surgiu em 1985, quando os genes
que codificam os receptores para glicocorticoides e estrogénio foram identificados pela
primeira vez por clonagem molecular, que revelou que eles compartilham estruturas
muito semelhantes (192, 193).

Os PPARs sdo uma familia de fatores de transcri¢do ligados ao metabolismo
celular de lipidios, carboidratos, proteinas e proliferacdo celular, existentes em trés
isoformas: alfa (PPARa), beta/delta (PPARP/3) e gama (PPARy) (194). Embora as trés
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isoformas exibam semelhancas estruturais, elas tambem exibem diferencas na
distribuicdo do tecido, especificidades do ligante e atividades regulatérias metabdlicas.

Os PPARs regulam muitas vias metabdlicas ap6s a ativagdo por ligantes
enddgenos, como AGs e seus derivados, ou agonistas sintéticos, que desencadeiam uma
mudanca conformacional para interagir com coativadores transcricionais (195, 196). O
PPARa ¢ predominantemente expresso no figado, musculo e coragdo e sua ativagio,
segundo estudos ja realizados, sugere uma participacdo desse receptor no metabolismo
lipidico. O PPARYy é expresso principalmente no TAB e no TAM, sendo responsavel,
dentre outras fungdes, pela lipogénese. Enfim, o PPARP/0 apresenta uma ampla
distribuicdo corporal com diversas fungBes como a oxidagdo de AGs no musculo e
regulacdo geral de energia (194).

E comum encontrar na literatura agonistas parciais e totais dentre os agonistas
PPARs. Um agonista parcial € uma molécula que se liga a um receptor em seu sitio ativo,
mas que sO produz uma resposta parcial, mesmo quando todos os receptores estdo
ocupados (ligados) pelo agonista, diferente do agonista total que produz resposta integral
ao ligar-se ao seu receptor. Com analises da curva de dose-resposta € possivel perceber a
diferenca de efeitos maximos entre 0s agonistas parciais e totais (197).

A utilizacdo de agonistas dos PPARs tem sido descrita na literatura com efeitos
benéficos sobre a ingestdo alimentar, MC, mobilizacdo da deposicdo de gordura e sobre
a esteatose pancreética e hepatica, geradas a partir da administracédo de diferentes dietas
(198, 199). Além disso, foi sugerido que o planejamento cuidadoso de agonistas parciais
de PPARs pode mostrar melhora em relacdo aos efeitos colaterais e também aumentar o
valor terapéutico para diferentes doencas (200).

Os RNs atuam diretamente no processo de transcri¢do de genes. A transcricdo é
uma etapa regulatoria que pode gerar a inducdo ou a inibicdo da expressao de determinado
gene, a depender de respostas extracelulares. A maioria dos eventos regulatorios de
producdo de proteinas ocorre na iniciacdo da transcricdo, com isso 0s RNs atuam
diretamente na regulacdo de inUmeros processos biolégicos como reproducéo,
desenvolvimento e metabolismo geral (201).

Os PPARs séo fatores de transcricdo dependentes de ligagdo que regulam a
expressdo génica pela ligacdo especifica a elementos responsivos ao PPAR (PPRES).
Cada receptor se heterodimeriza com o receptor X retindide (RXR, em que X pode ser a,

B/6 ou v) e liga-se ao seu respectivo PPRE, formando uma estrutura que reconhecera
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sequéncias especificas do DNA para a transcricdo de seus genes-alvo (Figura 4). Esse
mecanismo de ac¢do dos PPARs é conhecido como o mecanismo de trans-ativacao (202).

Além dessa forma de acdo, os PPARs podem regular a expressdo génica
independentemente de ligacdo ao PPREs, através do mecanismo de trans-repressao.
Existe um “crosstalk” entre os PPARs e outros fatores de transcricdo que influencia e
regula a expressdo génica deles, e a maioria dos efeitos anti-inflamatérios dos PPARS
podem provavelmente ser explicados por esse mecanismo (203, 204).

Figura 4 — Mecanismo de trans-ativacao dos PPARs
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Fonte: A autora, 2023. Feita com Biorender (www.biorender.com)

1.7.1 PPARa

O PPARa foi o primeiro receptor descoberto, inicialmente visto em sapos, depois
em ratos, coelhos e humanos. Em humanos, este receptor foi mapeado no cromossomo
22012-13.1 e é expresso em tecidos metabolicamente ativos como figado, rim, coragéo,
musculo estriado esquelético e TAM (205, 206). Este receptor possui como ligantes
naturais os AGs poli-insaturados e os leucotrienos, que sdo importantes mediadores
inflamatdrios; como ligantes farmacoldgicos, a familia das drogas hipolipidémicas

(“fibratos™) é considerada um importante agonista PPARa (207).
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A ativagdo de PPARa tem relagdo com o aumento da lipoproteina de alta
densidade (HDL) e diminuicdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e TAG
plasmaticos. Além disso, o PPARa atua diretamente sobre a [B-oxidacdo hepaética,
estimulando a transcricdo de genes ligados a sintese de proteinas que participam desse
processo. Ja foi visto que a expressao de carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1) é
extremamente aumentada com a ativacao desse receptor (208, 209).

A participacdo do PPARa na via termogénica passa pelo direcionamento dos
acidos graxos livres (AGLs), gerados apds estimulo adrenérgico, para a via de P-
oxidacdo, ao inves do direcionamento ao efluxo celular. O estimulo crénico ao receptor
beta-3 adrenérgico (RB3A) regula positivamente a expressdo de PPARa, o que resulta em
capacidade de oxidagdo aumentada no interior dos adipdcitos (148).

A ativagdo do PPARa ocorre principalmente sob privagdo de energia, conduzindo
a regulacéo positiva do metabolismo energético intracelular, o que induz a producédo de
ATP a partir da fosforilagdo oxidativa (210). O catabolismo de AGs mediado por PPARa
é crucial para a sintese de varios metabolitos a serem usados como fontes de energia por
outros tecidos, tais como corpos cetdnicos no cérebro (197).

Ligantes naturais ou farmacoldgicos controlam principalmente a expressdo de
genes envolvidos no metabolismo lipidico. Se a concentracdo de AGs aumenta, o PPARa,
é ativado e absorve as formas oxidadas desses acidos (211). Durante o influxo de AGs, a
transcricdo de genes regulados por PPARa ¢ estimulada e os sistemas sdo ativados
(212). Assim, o PPARa funciona como um sensor lipidico e controla a combustdo de
energia.

Um estudo anterior mostrou que o tratamento com WY-14643 (agonista PPAR«)
apresentou efeitos lipoliticos com reducdo da massa gorda e aumento da oxidacdo de
gordura no corpo todo. Estes resultados demonstram um novo papel da ativacdo do
PPARa na regulagdo beta-adrenérgica da lipdlise do TA (23). Além disso, o tratamento
com WY-14643 ja mostrou efeitos na diminuicéo da esteatose hepatica, insulina sérica e
inflamacdo no TA, sendo essas alteragdes geralmente observadas em um quadro de
obesidade (52, 53).

No intestino, a ativagdo do PPARa suprime a hiperlipidemia pds-prandial,
aumentando a oxidacdo de acidos graxos das células epiteliais intestinais (213). Além
disso, a ativacdo intestinal do PPARa reduz a esterificagdo do colesterol, suprime a

producdo de quilomicrons e aumenta a sintese de HDL pelos enterdcitos (214).
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Neste cenario, um estudo demonstrou que a ativacdo do PPARa por um agente
farmacoldgico (fenofibrato) foi capaz de ativar a termogénese adaptativa e a biogénese
mitocondrial no TAM de camundongos obesos alimentados com dieta hiperlipidica por
um periodo que ndo foi capaz de promover o whitening nesse tecido a partir de uma
interacdo irisina-Pgclo-Prdm16 (215).

Posteriormente, a ingestdo cronica de uma dieta rica em gordura causou O
whitening do TAM, e o tratamento com WY14643 mitigou esse comprometimento
morfofisioldgico por meio de sinais anti-inflamatérios e aumentou o VEGFA, resultando
em aumento da termogénese. No mesmo experimento, a dieta rica em frutose nédo
desencadeou o0 whitening, mas 0 WY 14643 também atenuou as alterac6es histoldgicas
causadas pelo excesso de frutose na dieta (5).

1.7.2 PPARy

O PPARy tem recebido muita atencdo desde meados da década de 1990, quando
foi identificado como o alvo molecular das tiazolidinedionas (TZDs), uma classe de
drogas sensibilizadoras a insulina e antidiabéticos (216). O PPARy, um membro da
familia de receptores nucleares de fatores de transcri¢cdo, desempenha um papel
significativo na regulagdo do metabolismo de lipidios e glicose (217). E expresso no TAB
e TAM, no intestino grosso e no baco. No entanto, sua expressao é mais elevada em
adipdcitos (218, 219).

O PPARy ativado por ligante induz a diferenciacdo de adipdcitos, estimula a
biogénese mitocondrial e inibe a producdo de mediadores pro-inflamatorios (219). Além
disso, o PPARY ativado nos adipdcitos garante uma secre¢do balanceada e adequada de
adipocitocinas (adiponectina e leptina) que sdo mediadores da acdo da insulina nos
tecidos periféricos (220).

No TAB, o PPARY ¢ principalmente importante para o acumulo de lipidios. Em
contraste, a ativacdo de PPARy no TAM induz a expressdo de genes relacionados ao
programa termogeénico, incluindo coativador 1a do PPARy (PGCla) e UCP1. O PPARYy
é crucial para a diferenciacdo de adipocitos marrons, mas fatores de transcri¢do
adicionais, incluindo o PRDM16, sdo necessarios para ativar 0 programa termogénico
(221).
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A isoforma PPARYy1 ¢é expressa em quase todas as células, enquanto PPARYy2 se
limita principalmente ao TA. No entanto, o PPARy2 é um ativador de transcri¢do mais
potente (222). Ambas as formas de PPARyl ¢ PPARy2 sdo essenciais para o
desenvolvimento do TA e o controle da sensibilidade a insulina. No entanto, 0 PPARy2
é a isoforma regulada em resposta a ingestdo de nutrientes e obesidade (223, 224).

As TZDs (também chamadas de glitazonas), ligantes PPARY sintéticos, sdo drogas
antidiabéticas com potentes efeitos de sensibilizacdo a insulina que conferem controle
glicémico em longo prazo (225). No entanto, seu uso clinico tem sido contestado devido
aos efeitos colaterais, como ganho de peso corporal, edema e fraturas 6sseas (226). O
aumento no peso corporal apds a administracdo de TZD é devido a expansdo do TAB
dependente de PPARYy (227) e retencdo de liquidos causada pela ativacéo total de PPARy
nos dutos coletores renais (228).

Os farmacos TZDs além de melhorarem a sensibilidade periférica a insulina
possuem um espectro de propriedades anti-inflamatorias, incluindo reducdo nos
marcadores inflamatoérios do plasma e nos macréfagos do TA (223, 229). Em adipdcitos
brancos, os TZDs promovem a diferenciacdo dos adipocitos, a acdo da insulina e a
formacéo de adipocitos bege (217). No TAM, os TZDs ativam a atividade termogénica
(230).

Antes de 2008, a rosiglitazona e a pioglitazona eram amplamente prescritas. Apds
18 meses da publicacdo da meta-analise questionando a seguranca cardiovascular da
rosiglitazona (231), o numero de prescri¢oes de rosiglitazona caiu pela metade e o niUmero
de prescri¢Oes de pioglitazona dobrou (232). A rosiglitazona foi associada a aumentos
significativos de infarto do miocardio e morte por causas cardiovasculares apos exposicao
apenas de curto prazo (233) e a Agéncia Europeia de Medicamentos retirou a aprovagédo
deste medicamento em 2010 devido a essas preocupa¢des de seguranca cardiovascular
(234).

A pioglitazona, um agonista total do PPARy com propriedades modestas de
ativacao do PPARa (235), diminui os triglicerideos, aumenta o HDL-C e reduz os eventos
cardiovasculares em pessoas com DM2 (236) ou que sdo resistentes a insulina (237). Em
contraste, o agonista PPARy puro, rosiglitazona, ndo diminui o risco cardiovasculares em
pessoas com DM2 e aumenta tanto o0 HDL-C quanto o LDL-C (238). Portanto, os efeitos
benéficos da pioglitazona sdao provavelmente devido a ativagdo combinada de PPARa e

PPARy.
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O uso de baixa dosagem da pioglitazona comecou a ser considerado uma saida
terapéutica para reducédo dos efeitos adversos do ganho de peso, edema e insuficiéncia
cardiaca desse tratamento. Ratos administrados com pioglitazona (3mg/kg) por 4
semanas, melhoraram o perfil metabolico lipidico e a resposta a insulina, além de reducéo

de marcadores inflamatorios hepaticos, sem impacto na MC (239).

1.7.3 PPARa/Yy

Medicamentos com especificidade para pelo menos duas isoformas de PPAR (por
exemplo, agonistas duplos de PPARo/y ou pan-PPAR) poderiam ser mais eficazes e ter
relativamente menos efeitos colaterais indesejaveis em comparacdo com agonistas
atualmente usados com especificidade para uma Unica isoforma de PPAR (240).

Neste contexto, uma série de agonistas duplos de PPARa/y, denominados
glitazars, foi projetada para combinar a ativagdo total do PPARa e a ativagao parcial do
PPARY, mantendo a propriedade de sensibiliza¢cdo a insulina dos genes alvo do PPARy
com os efeitos benéficos da ativagdo do PPARa no metabolismo energético (241).

A vantagem dos agonistas PPARa/y € que eles, além dos efeitos de sensibilizagao
a insulina do PPARy, melhoram os pardmetros lipidicos e reduzem as complica¢des
cardiovasculares associadas a distirbios metabdlicos por meio do PPARa (242). Sendo
assim, a ativacdo concomitante de PPARa e PPARYy, pode ser uma opg¢do terapéutica
benéfica para 0 manejo de patologias como a dislipidemia diabética.

Diante desse contexto, varios agonistas duplos de PPARa/y como muraglitazar,
naveglitazar, tesaglitazar, ragaglitazar e aleglitazar foram estudados quanto aos seus
potenciais terapéuticos e perfis de seguranca; no entanto, os efeitos adversos indesejaveis
desses medicamentos observados em estudos pré-clinicos e clinicos levantou uma
preocupacdo de seguranca e, como resultado, o desenvolvimento desses glitazars foi
interrompido em varios estagios (243-245).

Na maioria dos casos, os efeitos adversos atribuidos aos agonistas duplos se
devem a maior poténcia de ativacdo do receptor PPAR-gama, 0 que leva a sua ativagédo
suprafisiologica em alguns tecidos e érgdos. Diante disso, novos agonistas duplos com
ativacdo parcial do PPAR-gama vém sendo desenvolvidos, de modo que previna as

complicacdes encontradas na ativacdo total desse agonista.
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Dois estudos de fase 111 com saroglitazar mostraram melhores perfis de glicose e
lipidios em pacientes com dislipidemia diabética em comparacdo com pioglitazona ou
placebo. Em contraste com os outros glitazares PPARy-dominante, o saroglitazar ativa
predominantemente PPARa com apenas agonismo PPARy moderado, o que pode
explicar a falta de efeitos colaterais tipicos do PPARy (246).

De forma semelhante, o tratamento com tesaglitazar foi capaz de reduzir
significativamente as lesdes aterosclerdticas, o acumulo de lipidios no figado, a
infiltracdo de macrofagos e diminuiu o colesterol hepatico total e o conteddo de TAG em
camundongos. Além disso, o tesaglitazar reduziu os marcadores inflamatdrios tanto no
nivel sérico quanto no mRNA (247). O tesaglitazar foi considerado bem tolerado e um
tratamento potencial para prevenir complicagdes vasculares e retardar a progressao para
diabetes em humanos (248).

Tesaglitazar (Galida™) foi desenvolvido pela AstraZeneca com a intencdo de
tratar a hiperglicemia e anormalidades lipidicas em pacientes com diabetes tipo
2. Embora efeitos antidiabéticos muito promissores tenham sido relatados em roedores
(241) e humanos (248), o desenvolvimento de tesaglitazar foi interrompido durante a fase
Il pelos efeitos colaterais causados no rim (249). Sendo assim, um direcionamento
seletivo do tesaglitazar aos adipGcitos poderia ser uma estratégia promissora para
continuar seus ensaios clinicos (250, 251).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o papel do tesaglitazar (agonista PPARaly), pioglitazona (agonista

PPARy) e WY-14643 (agonista PPARa) no controle da endotoxemia, browning do tecido

adiposo branco e whitening do tecido adiposo marrom em camundongos alimentados com

dieta hiperlipidica.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do tesaglitazar pioglitazona e WY-14643, em camundongos

alimentados com dieta hiperlipidica sobre 0s seguintes parametros:

a)

b)

f)

9)

Massa corporal, ingestdao alimentar, metabolismo energético, tolerancia oral a
glicose e concentracdes plasmaticas de insulina, leptina, adiponectina, LPS e
triacilglicerol,

Remodelamento estrutural do tecido adiposo branco subcutaneo e marrom
interescapular;

Expressdo génica de diferentes vias no tecido adiposo branco subcuténeo e
marrom interescapular;

Expressdo proteica de diferentes vias no tecido adiposo branco subcutaneo e
marrom interescapular;

Composigéo dos principais filos (Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteriodetes e
Firmicutes) da microbiota intestinal,

Expressdo génica de vias relacionadas as zonulas de oclusdo no intestino delgado
(ileo);

Remodelamento estrutural (ileo) e ultraestrutural do intestino delgado (ceco) com

énfase nas zdnulas de oclusao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e dieta

Os procedimentos realizados ocorreram de acordo com 0s guias convencionais
para experimentacao em animais (Publicacdo numero 85-23 do NIH, revisada em 1996),
além de seguirem as normas impostas no mundo e no Brasil e serem aprovados pelo
Comité de Etica para Experimentacio Animal local (Instituto de Biologia Roberto
Alcéntara Gomes) sob o protocolo CEUA/017/2021.

Cinquenta camundongos C57BL/6 machos foram obtidos do biotério central da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidos no Laboratério de
Morfometria, Metabolismo e Doencas Cardiovasculares (LMMC) em condicGes
controladas de temperatura, umidade e ciclo de luz (21t 2°C, umidade 60+10%, ciclo
claro-escuro 12:12h), com livre acesso a alimentacdo e a dgua, em estantes ventiladas
com microisoladores para camundongos durante todo o experimento (sistema Nexgen,
Allentown Inc., PA, EUA).

Aos trés meses de idade, os camundongos foram aleatoriamente divididos em dois
grupos: grupo controle (C, n=10), alimentado com dieta padrdo para roedores (14% da
energia advinda de proteinas, 10% de lipidios e 76% de carboidratos; energia total de
15.884 kJ/kg) e o grupo dieta hiperlipidica (HF, high-fat, n=40), alimentado com uma
dieta com excesso de lipidio (14% da energia advinda de proteinas; 50% de lipidios e
36% de carboidratos; energia total de 20.900 kJ/kg). As referidas dietas foram
administradas durante 12 semanas (periodo de inducdo das alteracbes metabdlicas).

Apos esse periodo de doze semanas, 0 grupo HF foi subdividido para o inicio do
tratamento com tesaglitazar, pioglitazona e WY-14643 que ocorreu por 4 semanas,
conforme a Figura 5. Os grupos C e HF foram mantidos no esquema alimentar descrito
inicialmente. Os tratamentos foram incorporados as respectivas dietas pela empresa Prag
solucdes (Jau-SP, Brasil).

Tanto as dosagens quanto a forma de administragdo foram escolhidos com base

em estudos anteriores que foram citados durante o tépico de discusséo.

Os grupos experimentais formados foram os seguintes:
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a) C: dieta padréo ao longo de todo o experimento;

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

c) HFa: dieta HF + tratamento com WY-14643 (agonista PPARa) na dose de 3,5
mg/kg de massa corporal;

d) HFy: dieta HF + tratamento com pioglitazona (agonista PPARY) na dose de 10,0
mg/kg de massa corporal;

e) HFay: dieta HF + tratamento com tesaglitazar (agonista PPARa/y) na dose de 4,0

mg/kg de massa corporal.

Figura 5 — Desenho experimental

12 semanas 4 semanas 16° semana
periodo de periodo de < ai
indugé@o tratamento eutandsia

n=10

n=40

@O

Legenda: Controle (C); Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico com agonista PPARa
(HFa); Hiperlipidico com agonista PPARy (HFYy); Hiperlipidico com
agonista PPARao/y (HFay).

Nota: Esquema representativo dos grupos experimentais. Feita com Biorender
(www.biorender.com)
Fonte: A autora, 2023.

A fim de alcancar as doses estabelecidas para cada tratamento, foram adicionados
35 mg de WY-14643, 100 mg de pioglitazona e 40 mg de tesaglitazar por quilo de dieta
hiperlipidica, considerando a ingestdo de raco pelos grupos (em média, 3g por dia). E
importante ressaltar que o contedo de vitaminas e minerais de ambas as dietas eram
idénticos e estavam de acordo com as recomendac6es do Instituto Americano de Nutrig&o,

sendo ministrada a dieta AIN 93M (252) para o periodo de manutencdo dos animais a
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partir dos trés meses de idade. As dietas foram produzidas pela PragSolucdes (Jau, Sdo

Paulo, Brasil), tais dietas experimentais encontram-se no Quadro 1.

Quadro 1 — Composicdo nutricional das dietas experimentais

Nutrientes Dietas
Controle HF
Caseina 140,0 175,0
Amido de milho 620,7 347,7
Sacarose 100,0 100,0
Banha de porco 238,0
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 0,0016 0,0016
Total (g) 1000 1000
Energia (Kcal) 3802,8 5000
Carboidrato (%, energia) 76 36
Proteina (%, energia) 14 14
Lipidios (%, energia) 10 50

Fonte: Instituto Americano de Nutri¢do (252).

3.2  Massa corporal e ingestdo alimentar

Durante todo o periodo experimental, a MC dos animais foi mensurada
semanalmente em balanca de precisdo 0,01 g (BL-3200H). A ingestdo alimentar foi
obtida diariamente durante todo o protocolo experimental, através da subtracdo entre as
quantidades de racdo ofertada e racdo ndo consumida apos 24 horas (em gramas). A
ingestdo energética foi calculada através da ingestdo em gramatura multiplicada pela
energia expressa em quilocalorias da respectiva dieta, o valor obtido em quilocalorias foi

convertido para quilojoules, medida universal de energia.



51

3.3  Teste de tolerancia oral a glicose

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi realizado nos camundongos na
semana anterior a eutanasia. Os animais ficaram em jejum durante o periodo de 6 horas e
depois foi administrada, por gavagem orogastrica, uma solugdo contendo glicose (25%
em salina estéril —0,9% NaCl) na dosagem de 2g/kg MC. O sangue dos animais foi obtido
por ordenha da veia caudal nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos ap0s a sobrecarga de
glicose para a verificacdo dos niveis glicémicos com o auxilio de um glicosimetro (Accu-
Chek, Roche, SP, Brasil). O tempo zero (0) foi utilizado para o calculo da glicose em
jejum. A érea sob a curva (ASC) foi calculada usando a ferramenta trapezoide do
programa GraphPad Prism versdo 9.3 para Windows (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).

3.4 Calorimetria indireta

Uma semana antes do sacrificio, os animais foram colocados em gaiolas
metabolicas ligadas em um sistema de mddulos de calorimetria (Panlab Havard
Apparatus, MA, EUA) durante trés dias com livre acesso a dieta e a 4gua. Este sistema
monitora o consumo de oxigénio (VO2), a producédo de gas carbdnico (VCOy), a taxa de
troca respiratéria e a temperatura dos animais. Os dados foram coletados a cada 3 minutos
durante 72 horas. Descartamos as primeiras 24 horas por considerarmos um periodo de
manutencdo e o0 gasto energético diario e o quociente respiratorio foram calculados a
partir dos dados coletados no ciclo escuro, a fim de verificar alteracfes na taxa metabolica
basal dos animais.

3.5  Termografia

Com auxilio da camera termografica FLIR C5 com sistema infravermelho (FLIR

Systems, Wilsonville, Oregon, USA) foi possivel aferir a temperatura corporal dos
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animais com o foco da camera voltada para 0 TAMi. As imagens foram captadas em
temperatura ambiente, com animais conscientes (sem utilizacdo de sedativos), na 152

semana de experimento.

3.6 Eutanasia

Ap0s 16 semanas de protocolo experimental, os animais foram submetidos a jejum
de seis horas e, ap6s administracdo de heparina, foram anestesiados com ketamina (240
mg/Kg) e xilazina (30 mg/Kg). Em seguida, o térax foi aberto por incisdo mediana ventral
e amostras de sangue foram coletadas por puncéo cardiaca; as quais foram centrifugadas
(712 xg, por 15 minutos) e congeladas (-80°C) para posterior analise bioquimica. O
intestino delgado (ileo), TAMi (encontrada na regido interescapular) e TABs (encontrada
na regido inguinal) foram obtidos por cuidadosa disseccdo, tiveram sua massa aferida em
balanca de precisdo 0,01 g (BL-3200H) e foram fixados em formalina de Millonig (para
técnica de microscopia de luz) ou congelados (-80°C, para andlises moleculares). O
intestino grosso (ceco) foi fixado em 2,5% de glutaraldeido e em tampéo de cacodilato
0,1 M (pH 7,2) (para técnica de microscopia eletrdnica). As gorduras retroperitoneais
(ligada a parede posterior do abdémen e aos rins e ureteres) e epididimaria (ligada ao
epididimo, na porcdo inferior do abdémen) foram cuidadosamente dissecadas e pesadas

para avaliacdo da distribuicdo de gordura corporal.

3.7  Analise plasmatica

A concentracdo plasmatica de TAG foi mensurada utilizando o Analisador Semi-
Automatico de Bioguimica (Bioclin, Quibasa, Belo Horizonte, Brasil). As concentracfes
plasmaticas de insulina, adiponectina, leptina e LPS foram mensuradas através dos
paineis de imunoensaio especifico para camundongos (Rat/mouse insulin ELISA kit Cat
#EZRMI-13K e mouse adiponectin ELISA kit Cat #EZMADP-60K (Millipore, Missouri,
USA), e multi-species ELISA Kit Cat #SEB526Ge-96T (Cloud-Clone Corp., Katy,
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USA). O indice de resisténcia a insulina em jejum (FIRI) foi calculado da seguinte forma:

insulina em jejum (mu/L) x glicemia em jejum (mmol/L)/25 (253).

3.8  Histologia

Ap0s disseccdo e pesagem, o TAMI, TABs e o intestino delgado (ileo) dos animais
foram fixados durante 48 horas em formalina de Millonig (formaldeido a 4% p/v, tampéo
fosfato 0,1 M, pH 7,2), desidratados, diafanizados e incluidos em Paraplast plus® (Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, MO, USA). Os fragmentos de tecido foram cortados com 5um de
espessura e corados com hematoxilina-eosina, seguindo protocolos previamente
estabelecidos para os tecidos em questdo. Foram realizadas imagens digitais em campos
microscopicos aleatdrios e ndo consecutivos, com microscépio 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), sendo
representativas de todos os grupos experimentais. As fotomicrografias foram obtidas no
formato TIFF, cor de 36 bits, 1280 x 1024 pixels, em aumento de 100x (TAMi) e 40x
(ileo e TABS).

3.9  Estereologia

Com o objetivo 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
numero total de nucleos contados na area teste, a excec¢ao dos que tocam a linha proibida,
pela area teste (em pm?), obtida a partir do software STEPanizer (www.stepanizer.com),
versédo beta offline 0.28.

No TABs, a densidade de volume (Vv) de adipocitos foi estimada pela técnica de
contagem de pontos, utilizando um sistema teste de dezesseis pontos produzido pelo

STEPanizer (www.stepanizer.com). Foram contados 0s pontos que tocavam adipdécitos,

excluindo da contagem os adip6citos que tocavam a linha proibida. O Vv foi obtido pela


http://www.stepanizer.com/
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divisdo dos pontos parciais (que tocavam a estrutura de interesse) pelo nimero de pontos
totais. O numero de perfis de adipdcitos por area (Qa) foi estimado pela contagem dos
adipocitos encontrados dentro de uma area conhecida, gerada também pelo STEPanizer.
Mais uma vez, foram excluidos os adipdcitos que tangenciavam a linha proibida e 0 Qa
foi obtido pela divisdo do nimero de perfis de adipocitos contados pela area conhecida
em pum?. A éarea seccional média (ASM) dos adipécitos foi estimada pela formula:
ASM=VV/2xQa.

3.10  Imunofluorescéncia e imunohistoquimica

Para realizacdo da imunofluorescéncia, sec¢bes desparafinizadas e hidratadas do
TAMi (5 um) foram tratadas com tampao citrato (pH 6,0, a 60° C por 20 min) para
recuperagdo antigénica e, entdo, com glicina 2% e PBS/BSA 5% para bloqueio das
ligagdes inespecificas. Os cortes foram incubados “overnight” & 4°C com 0 anticorpo
para UCP1 na diluicdo 1:50 em PBS/BSA 1%. Em seguida, foram incubadas por uma
hora, em temperatura ambiente, com anticorpos secundarios conjugados com
fluorocromo, na diluigdo 1:50 em PBS/BSA 1%. Posteriormente, as laminas foram
lavadas com PBS e montadas com Slow Fade Antifade (Invitrogen, Molecular Probes,
Carlsbad, CA, EUA). Imagens digitais imunofluorescentes foram obtidas utilizando a
técnica de microscopia confocal (Nikon Confocal Laser Scanning Microscopy — Model
C2; Nikon Instruments, Inc., New York, EUA).

Apbds o mesmo protocolo de recuperacdo antigénica, blogueios da peroxidase
enddgena e de ligacbes inespecificas, as laminas de intestino delgado (ileo) foram
incubadas com anticorpo anti-ocludina (Invitrogen, 40-4700, Waltham, MA, EUA,
dilui¢ao 1:20) “overnight” a 4°C. Paralelamente, as laminas do TAMi foram incubadas
com anticorpos anti-UCP1 (Cusabio, PA025554ESR2HU, Houston, TX, EUA, diluigéo
1:150), anti-VEGFA (sc-6251, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA; diluigéo
1:150) ou anti-CIDEC (Abcam, ab198204, Cambridge, Reino Unido, dilui¢cdo 1:150) por
2 horas a temperatura ambiente. Por fim, as laminas de TABs foram incubadas com o
mesmo anti-UCP1, na mesma diluicio ou com o anticorpo anti-PARK2/PARKIN
(Cusabio, CSB-PA020236, dilui¢do1:100). Todos os anticorpos foram diluidos em 1,5%

de soro de cavalo (Vector Laboratories, CA, EUA).
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Em seguida, as laminas foram incubadas com o anticorpo secundario biotinilado
pan-especifico por 10 minutos, seguidas de incubagdes com estreptavidina e peroxidase
por cinco minutos. As imunorreagdes foram desenvolvidas em incubagdo com DAB por
cinco minutos (kit Vectastain Universal Quick HRP, peroxidase, PK-7800, Vector
Laboratories), e entdo as laminas foram contracoradas com hematoxilina e eosina e
montadas com Entellan (Merck). Em relacdo a UCP1 no TAMi e TABs e PARK2 no
TABS, 0 % de imunodensidade foi estimado usando Image J e o plug-in deconvolucéo de

cores conforme detalhado anteriormente (254).

3.11 Microscopia eletronica

Fragmentos do ceco (1 mm?) de trés animais de cada grupo foram fixados em
2,5% de glutaraldeido (Merck, Darmstadt, Alemanha) em tampéo de cacodilato 0,1 M
(pH 7,2). As amostras foram, entdo, pos-fixadas em 1% de tetroxido de dsmio.
Posteriormente, as amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de acetona
e incorporadas em resina epdxi (48h a 60/70°C). SecGes ultrafinas (60-80 nm de
espessura) foram cortadas em ultramicrotomo (Leica UltraCut ultramicrotome, Wetzlar,
Alemanha), e transferidas para grades metéalicas, as quais foram contrastadas com 5% de
acetato de uranila e 2% de citrato de chumbo e, depois, examinadas ao microscopio
eletronico de transmissdao JEOL/JEM - 1200 EX (Instituto Nacional de Bioquimica e
Ciéncia e Tecnologia de Bioimagem - CENABIO - UFRJ).

3.12  Amplificagéo por PCR 16S rDNA

As fezes presentes no intestino grosso (ceco) dos camundongos foram utilizadas
para a extracdo de DNA microbiano e, posteriormente, analise da microbiota fecal por
PCR em tempo real. Uma aliquota de aproximadamente 200 mg de fezes foi utilizada
para extragdo de DNA usando o kit comercial “QIAamp® Fast DNA stool minikit”
(Quiagen, Disseldorf, Alemanha). Para cada amostra, 0 DNA foi extraido em duplicata

para evitar viés e os extratos da mesma amostra foram agrupados. A quantificacao, pureza
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e concentracdo do DNA foram analisadas, especificamente, utilizando-se Qubit e
eletroforese horizontal (gel de agarose a 1%). Os ensaios de PCR quantitativo em tempo
real foram utilizados para quantificagdo relativa de determinados filos de microrganismos
na microbiota intestinal dos camundongos do estudo através da deteccdo de genes de
rRNA 16S (Filos: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria). Para a
quantificacdo relativa, a abundéncia dos diferentes filos foi normalizada por AACt da
quantificacdo total de bactérias presente na amostra.

3.13 PCR quantitativo em tempo real

O RNA total foi extraido do TAMi ou TABs (aliquota de 30 mg) e do intestino
delgado (ileo) (aliquota de 70 mg) utilizando 700ul de Trizol (Invitrogen, CA, USA).
Posteriormente, foi adicionado 100uL de cloroférmio, seguido de centrifugagdo (11.200
rpm, por dez minutos a 4°C). Em seguida, retirou-se o sobrenadante da fase agquosa
correspondente ao RNA, foi adicionado 250 pL de dalcool isopropilico seguido de
centrifugacgdo (11.200 rpm, por 10 minutos a 4°C) para precipitagcdo e formacdo de um
pellet de RNA. Em seguida, retirou-se o alcool isopropilico e o pellet foi ressuspendido
com 500 pL de etanol (70%) com centrifugagdo (12.000 g, por 5 minutos a 4°C) para
purificacdo do RNA. O etanol foi totalmente retirado e o pellet ressuspendido em 40 pL
de agua deionizada (MilliQ). A concentracdo de RNA foi determinada através de
espectrometria utilizando o equipamento Nanovue (GE Life Sciences), 1ug de RNA foi
aliquotado e acrescentou-se DNAse | (Invitrogen). O cDNA foi sintetizado utilizando
Oligo (dT) e Superscript 111 transcriptase-reversa (Invitrogen, CA, USA) para RNAm.

A beta-actina foi utilizada como controle enddgeno para normalizar a expressao
dos genes selecionados para 0 TAMi e 0 TABs e 0 Gapgh foi utilizado como controle
enddgeno para os genes selecionados para o intestino (Quadro 2). A eficiéncia para o gene
alvo e controle enddgeno foram aproximadamente iguais e foram calculados através de
uma serie de diluicdo de cDNA. As reacdes de PCR foram realizadas da seguinte forma:
pré-desnaturacdo e ativacao da polimerase (4 min a 95°C) com quarenta ciclos, cada ciclo
consistindo em 95°C por 10s e 60°C por 15s, seguida pela curva de melt (60 a 95°C com
taxa de aquecimento de 0,1°C/s). Os controles negativos consistiram em po¢os nos quais

0 cDNA foi substituido por dgua deionizada. A razdo de expresséo relativa de mRNA foi
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calculada pela equagdo 222t onde -ACT representa a diferenga entre o niimero de ciclos

(CT) dos genes alvo e o controle enddgeno (255). Os primers foram produzidos utilizando
o0 software online Primer3 e estdo descritos no Quadro 2.

Quadro 2 — Detalhamento dos primers utilizados

Gene Forward Reverse
Beta-actina TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
Ppara CAAGGCCTCAGGGTACCACTAC GCCGAATAGTTCGCCGAAA
Prdm16 AGGGCAAGAACCATTACACG GGAGGGTTTTGTCTTGTCCA
Ucpl TCTCAGCCGGCTTAATGACT TGCATTCTGACCTTCACGAC
Ucp3 AGCAGTTCTACACCCCCAAG GGCGTATCATGGCTTGAAAT
Rp3a ACAGGAATGCCACTCCAATC AAGGAGACGGAGGAGGAGA
Bmp8b CTATGCAGGCCCTGGTACAT AGGCCTGGACTACCATGTTG
Pgcla AACCACACCCACAGGATCAGA TCTTCGCTTTATTGCTCCATGA
Cidea CTCGGCTGTCTCAATGTCAA GGAACTGTCCCGTCATCTGT
Cidec AGCTAGCCCTTTCCCAGAAG TAGAGGGTTGCCTTCACGTT
Tlrd GCCGGAAGGTTATTGTGGTA GAAACTGCCATGTTTGAGCA
Nrip3 ATGCTGCTTCGACATCTCCT GTTTCTGGAGGTTGCAGAGC
Ppary CACAATGCCATCAGGTTTGG GCTGGTCGATATCACTGGAGATC
Atf4 CCGAGATGAGCTTCCTGAAC ACCCATGAGGTTTCAAGTGC
Lbp GGTGGCTGCTGAATCTCTTC TCTGCTGTGACTGGCAGAGT
Vegfa ATCTTCAAGCCGTCCTGTGT TATGTGCTGGCTTTGGTGAG
Ocludina CCTTCTGCTTCATCGCTTCC AGCGCTGACTATGATCACGA
Claudina-12 GCCTTGCTACTCTGCCTGAT CAGACACTTGGCCAGTTTGA
Jam-a AAGTCGGGGGATCTGATCTT CACATTCAGCTCCACAGCAT
Gapdh CATCACTGCCACCCAGAAGACTG | ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG
Slc6a8 TTGGGTTTATGGAGCTGACC AGGACCAGCACCATTTCATC
Sercaz2b TGTGAATGATGCTCCTGCTC GCCACAATGGTGGAGAAGTT
Ryr2 GCTTGAAAGACACCGAGGAG TAGAGAGCCATCTGCCACCT
Pinkl TGAGGAGCAGACTCCCAGTT AGTCCCACTCCACAAGGATG
Fis-1 GCCCCTGCTACTGGACCAT CCCTGAAAGCCTCACACTAAGG
Drp-1 ATGCCAGCAAGTCCACAGAA TGTTCTCGGGCAGACAGTTT

Fonte: A autora, 2023.

3.14 Anélise estatistica

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

de Student durante o periodo de inducdo das alteracbes metabolicas (até 12 semanas) e

por analise de variancia (ANOVA) de um fator com teste de Brown-Forsythe e Welch e
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pos teste Dunnett T3, pois ndo se assumiu a homocedasticidade entre os grupos. Em todos
os casos utilizando-se o indice de significancia com p<0,05 (GraphPadPrism, versao 9.3,
CA, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1  Inducédo do sobrepeso e resisténcia a insulina

4.1.1 Massa corporal e ingestdo alimentar

Os grupos C e HF iniciaram o experimento (semana 0) sem diferenca estatistica
na MC. Ap6s uma semana da ingestdo de dieta, o grupo HF apresentou aumento da MC
(+7% vs. C), 0 que perdurou até a semana 16 (+21% vs. C). Os agonistas PPARa e
PPARo/y reduziram a MC (-9% para HFa vs. HF e -13% para HFay vs. HF). Em
contrapartida, o grupo HFy ndo apresentou diferenga significativa na MC em relagdo ao
grupo HF (Figura 6). A ingestdo energética foi maior nos grupos que consumiram a dieta
hiperlipidica (HF: 64,22 + 0,31 kJ, HFy: 64,17 + 1,69 kJ, HFa: 62,70 + 1,02 kJ, HFay:
63,38 + 1,11 kJ) em comparagdo ao grupo C (48,22 + 0,30 kJ, Figura 7). N&o houve
diferenca estatistica na ingestao alimentar em gramatura, o que descarta a necessidade de

grupos pair-feeding destacando que a reducdo da MC foi devido ao tratamento.
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Figura 6 — Evolucéo da massa corporal
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Fonte:

semanas seguintes (doze a dezesseis) correspondem & fase de tratamento. Os valores sdo
apresentados como média + DP, n = 10. Diferengas significativas entre 0s grupos estdo
indicadas com os simbolos (P<0,05): a # C; b # HF; ¢ # HFy; d # HFa conforme
determinado pelo one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pos-teste
Dunnett T3. AbreviacBes: Controle (C); Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico tratado com
pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643 (HFa); Hiperlipidico tratado
com tesaglitazar (HFay).

A autora, 2023.

Figura 7 — Ingestdo energética
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Legenda: Valores representados como média + DP, n=10 por grupo. Conforme determinado pelo

Fonte:

one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pés-teste Dunnett T3, as
diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01;
***pP<(,001; ****P<0,0001. Abreviacbes: Controle (C); Hiperlipidico (HF);
Hiperlipidico tratado com pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643
(HFa); Hiperlipidico tratado com tesaglitazar (HFary).

A autora, 2023.
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4.1.2 Metabolismo de carboidratos

A area sob a curva (ASC) do TOTG (Figura 8A e 8B) revelou intolerancia oral a
glicose no grupo HF por meio de aumento significativo da ASC (+36% para HF vs. C).
Os tratamentos atenuaram a intoleréncia oral a glicose, produzindo ASC menor que o0
grupo HF (HFy: -20%; HFa: -17%; HFay: -25%). Além disso, o sinergismo PPARa/y
reverteu a intolerancia oral a glicose, pois o grupo HF ay ndo apresentou diferenga na ASC
em comparacdo ao grupo C. Em concordancia com os dados do TOTG, o grupo HF
apresentou uma maior concentragdo plasmatica de insulina quando comparado ao grupo
C (+90%, Quadro 3), enquanto apenas o grupo HFay apresentou concentragdes de
insulina mais baixas do que o grupo HF (-44%, Quadro 3), ndo apresentando diferenca
estatistica com o grupo C, promovendo uma reversao da hiperinsulinemia.

Em relacdo a resisténcia a insulina, o valor de FIRI apresentou aumento no grupo
HF quando comparado ao grupo C (+208% para HF vs C; Quadro 3), embora todos 0s
tratamentos tenham atenuado a resisténcia a insulina expressando reducdo do FIRI, o
tratamento com tesaglitazar se mostrou mais eficaz (-26% para HFy vs HF; -15% para
HFa vs HF; e -54% para HFay vs HF; Quadro 3).

A resisténcia a insulina no grupo HF relaciona-se a reducdo da adiponectina
plasmatica (-81% para HF vs C; Quadro 3) e aumento da concentracdo plasmatica de
leptina (+163% para HFvs C; Quadro 3). Por outro lado, os grupos tratados apresentaram
aumento da adiponectina (HFy: +44%; HFa: +275%; ¢ HFary: +1.127%);) e reducéo da
leptina plasmatica (HFy: -56%; HFa: -63%; e HFay: -62%; Quadro 3) quando
comparados com o grupo HF.
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Figura 8 — Teste oral de toleréncia a glicose
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Legenda: Valores representados como média + DP, n=10 por grupo. Conforme determinado pelo
one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pés-teste Dunnett T3, as
diferengas significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01;
***p<(0,001; ****P<0,0001. Abreviacdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF);
Hiperlipidico tratado com pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643
(HFa); Hiperlipidico tratado com tesaglitazar (HFay).

Fonte: A autora, 2023.
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Parametros C HF HFy HFa HFoy
FIRI 18,46 £2,07 [56,92£2,562¢4¢| 4202+ 1,59 2de [ 4838 £3,142¢ | 26,23 +3,87
Insulina (pg/mL) | 668,8 + 53,84 | 1274 + 143,4 2¢ 1177 + 36,73 1.126 £ 94,91 718,8 +77,18
Adiponectina
(ng/mL) 11.913 £482,1(2238 £ 135,32%4¢(3219 +£203,2%d¢| 8390 +£257,1%¢ [27.467 +397,7*
Leptina (ng/mL) | 3,292+ 0,43 | 8,662 +0,95%¢%¢| 3,790 + 0,53 3,186 +£0,32 3,288 £0,36

Legenda: Os valores sdo apresentados como média + DP, n = 5. Diferencas significativas entre os
grupos estdo indicadas com os simbolos (P<0,05): a # C; b # HF; ¢ # HFy; d # HFa; e #
HFay; conforme determinado pelo one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e
Welch e pos-teste Dunnett T3. Abreviacdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF);
Hiperlipidico tratado com pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643
(HFa); Hiperlipidico tratado com tesaglitazar (HFay).

Fonte:

A autora, 2023.

4.1.3 Gasto energético e quociente respiratorio

Em relacdo ao gasto energético, o grupo HF apresentou valores diminuidos em

relagdo ao grupo C (-25%, Figura 9A). Apenas o grupo HFay apresentou maior gasto

energético que o grupo HF (+21%), sem diferenca do grupo C (Figura 9A). O guociente

respiratdrio de proximo a 0,8 implica que o grupo HFay possivelmente usou uma mistura

de lipidios e carboidratos como combustivel energético preferencial (Figura 9B).
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Figura 9 — Gasto energético e quociente respiratorio
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Legenda: Valores representados como média £ DP, n=5 por grupo. Conforme determinado pelo one-
way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds-teste Dunnett T3, as diferengas
significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
****P<(0,0001. Abreviagdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico tratado com
pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643 (HFa); Hiperlipidico tratado
com tesaglitazar (HFary).

Fonte: A autora, 2023.
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4.2 Intestino

4.4.1 Relacdo Firmicutes/Bacteriodates

A relacdo Firmicutes/Bacteriodates foi avaliada por PCR16S rDNA. O grupo HF
apresentou aumento de Firmicutes e reducdo de Bacteroidetes em relacdo ao grupo C.
Todos os tratamentos melhoraram a relacdo Firmicutes/Bacteroidetes e, curiosamente,
todos os grupos tratados apresentaram diminuicdo do filo Proteobacteria (Figura 10).

Figura 10 - Genes de rRNA 16S da microbiota intestinal
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Legenda: Abreviagdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico tratado com pioglitazona
(HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643 (HFa); Hiperlipidico tratado com
tesaglitazar (HFary).

Fonte: A autora, 2023.

4.2.2 Expressdo génica e proteica das juncdes oclusivas no intestino e concentracdo

plasmatica de LPS
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Em relacéo a expresséo relativa de mRNA das proteinas das junc@es oclusivas no
ileo, o HF e o HFy mostraram expressao de Ocludina semelhante. Os grupos HFo e HF oy
apresentaram maior expressdo de Ocludina do que o grupo HF (HFa: +91% e HFay:
+100%, Figura 11A). A expressdo da proteina ocludina foi semelhante a expressao
génica, com imunomarcacdo positiva nos grupos C e tratados (Figura 12). A expressdo
do gene Claudina-12 diminuiu no grupo HF (-55% vs. C, Figura 11B), enquanto todos os
grupos tratados mostraram maior expressao do que o grupo HF (HFy: +48%, HFa: +133%
e HFay: +174%, Figura 11B). A expressédo de Jam-a ndo diferiu entre os grupos C e HF,
nem entre os grupos HF e HFy. No entanto, os grupos HFa e HFay apresentaram maior
expressao de Jam-a do que o grupo HF (HFa: +191% e HFay: +185%, Figura 11C).

A disbiose intestinal (avaliada pela relagdo Firmicutes/Bacteriodates) e as
alteracdes génicas das juncBes oclusivas concordam com o aumento da concentracdo
plasmatica de LPS no grupo HF (+40% para HF vs. C, Figura 13). Em contraste, 0s grupos
tratados apresentaram concentracfes plasmaticas de LPS reduzidas comparadas ao grupo
HF (HFy: -13%, HFa: -17% ¢ HFary: -18%, Figura 13).
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Figura 11 - Expressao relativa de RNA mensageiro de genes relacionadas as juncdes
oclusivas no intestino
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Legenda: Valores representados como média + DP, n=>5 por grupo. Conforme determinado pelo one-

Fonte:

Legenda:

Fonte:

way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds-teste Dunnett T3, as diferencas
significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
****P<0,0001. Abreviagdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico tratado com
pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643 (HFa); Hiperlipidico tratado
com tesaglitazar (HFary).

A autora, 2023.

Figura 12 — Imunomarcacéo para ocludina

[ast ~\\ N "./
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Intestino delgado (|Ieo) imunomarcado com anticorpo anti-ocludina e contracorado com
hematoxilina (barra de escala=10um). Abreviagdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF);
Hiperlipidico tratado com pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643
(HFa); Hiperlipidico tratado com tesaglitazar (HFary).
A autora, 2023.
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Figura 13 — Analise plasmatica do LPS
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Legenda: Valores representados como média + DP, n=10 por grupo. Conforme determinado pelo
one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds-teste Dunnett T3, as
diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01;
***p<(0,001; ****P<0,0001. Abreviacdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF);
Hiperlipidico tratado com pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643
(HFa); Hiperlipidico tratado com tesaglitazar (HFay).

Fonte: A autora, 2023.

4.2.3 Ultraestrutura do intestino grosso (ceco)

As imagens referentes a microscopia eletronica de transmissdo (Figura 14)
mostram ultraestrutura do ceco bem preservada no grupo C, com células apresentando
microvilosidades regulares e uniformes em sua superficie apical e presenca de complexos
juncionais ancorando enterdcitos vizinhos e mitocondrias preservadas. Ao contrario, 0s
enterdcitos dos animais HF exibiram auséncia de microvilosidades na superficie apical,
além de citoplasma desordenado, mitocéndrias danificadas e jungdes oclusivas
desorganizadas, o que facilita o transporte paracelular de LPS, configurando o intestino
permeavel (do inglés “leaky gut”). A ultraestrutura do ileo do grupo HFy se assemelhou
ao grupo HF. O grupo HFa exibiu microvilosidades irregulares e nao uniformes e jungdes
oclusivas e mitocondrias menos danificadas do que os grupos HF ¢ HFy. No entanto,
apenas o grupo HFay resgatou a ultraestrutura das jungOes oclusivas e se assemelhou ao
grupo C, juntamente com a expressdo restaurada de mRNA de Ocludina, Claudina-12 e

Jam-a, sugerindo que o intestino permeavel provocado pelos danos da dieta hiperlipidica
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foram restaurados ap6s o tratamento com HFay. Em seguida, realizamos analises para

avaliar o efeito da endotoxemia no TAM.i.

Figura 14 — Ultraestrutura do ceco

ca de transmissao do ceco. Abreviagdes: Controle (C); Hiperlipidico
(HF); Hiperlipidico tratado com pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-
14643 (HFa); Hiperlipidico tratado com tesaglitazar (HF ary).
Fonte: A autora, 2023.

4.3  Tecido adiposo marrom

4.3.1 Expressio génica relacionada a endotoxemia no TAMi

As concentragdes plasméticas de LPS concordam com a expressdo génica de Tlr4
no TAMi, com um aumento no grupo HF (+407% vs. C) e diminui¢do ap0s os tratamentos
(-85% para HFy, -90% para HFa e -91% para HFay vs. HF, Figura 15A). A expresséo
génica de Lbp, proteina envolvida na fase aguda da resposta imune a infecgdes bacterianas
gram-negativas e na liberacdo de citocinas em resposta ao LPS bacteriano, aumentou no
grupo HF (+22% vs. C). Os grupos tratados apresentaram menor expressdo de Lbp que o
grupo HF (HFy: -73%, HFa: -77% e HFay: -82%, Figura 15B). Em resposta a
endotoxemia, a expressdo génica de NIrp3, um inflamassoma, apresentou um aumento no

grupo HF em comparagdo com o grupo C (+311%). No entanto, os grupos tratados

HFa
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apresentaram uma menor expressdo de NIrp3 do que o grupo HF (-69% em HFy, -99%
em HFa e -99% em HFay, Figura 15C).

Figura 15 - Expresséo relativa de RNA mensageiro dos genes Tlr4, Lbp e Nlrp3 no
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Legenda: Valores representados como média + DP, n=10 por grupo. Conforme determinado pelo
one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pés-teste Dunnett T3, as
diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01;

Fonte:

***pP<0,001, ****P<0,0001.

Abreviacoes:

Controle (C);

Hiperlipidico (HF);

Hiperlipidico tratado com pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643
(HFa); Hiperlipidico tratado com tesaglitazar (HFay).

A autora, 2023.

4.3.2 Histologia e estereologia do TAMi

O grupo HF apresentou aumento pronunciado no acumulo de goticulas de gordura

em relagdo ao grupo C, exibindo um fenétipo de adipdcito branco, um fenémeno

conhecido como whitening (Figura 16A). O tratamento com agonista PPARa recuperou
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parcialmente a citoarquitetura TAMi. No entanto, o sinergismo PPARa/y produziu uma
redu¢do evidente no acimulo de gordura nos adipécitos marrons do grupo HFay (Figura
16A). Essas observacdes sugerem aumento da atividade metabdlica, com citoarquitetura
do TAMi semelhante ao grupo C.

Os dados de estereologia corroboram com os achados histoldgicos, pois o grupo
HF apresentou menor QA [nucleos] que o grupo C (-52%), confirmando o whitening. Por
outro lado, os grupos HFa e HFo/y mostraram maior QA [nucleos] que o grupo HF (+36%
e +90%, Figura 16B), e o sinergismo PPARo/y resgatou a citoarquitetura do TAMi, pois

este grupo ndo mostrou diferenca do grupo C (Figura 16B).

Figura 16 — Histologia e estereologia do TAMi
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Legenda: A: Fotomicrografias representativas do TAMi dos grupos experimentais corado com
hematoxilina-eosina. Objetiva de 100x e barra de calibragdo = 20 um. B: Qa de nucleos
do TAMi. Valores representados como média + DP, n=5 por grupo. Conforme
determinado pelo one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds-teste
Dunnett T3, as diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05;
**P<(0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001. Abreviac¢des: Controle (C); Hiperlipidico (HF);
Hiperlipidico tratado com pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643
(HFa); Hiperlipidico tratado com tesaglitazar (HFary).

Fonte: A autora, 2023.
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4.3.3 Imunufluorescéncia e termografia

A expressdo proteica de UCP1 avaliada por imunofluorescéncia corrobora os
dados anteriores, visto que apds o tratamento com tesaglitazar houve uma marcagéo
positiva para UCP1 quando comparada ao grupo HF.

O percentual de imunodensidade para UCP1 (estimado em laminas
imunomarcadas para UCP1 pelo método de imunoperoxidase) seguiu a expressdo génica,
onde o grupo HF mostrou a menor expressdo de UCP1 (-39% vs. C), e todos 0s grupos
tratados mostraram expressdao aumentada de UCP1 (+77% para HFy vs. HF; +90% para
HFa vs. HF; e +132% para HF ay vs. HF). Digno de nota, o sinergismo PPARa/y produziu
a maior expressdo de UCP1 no grupo HFay, ultrapassando todos os grupos, até mesmo o
grupo HFa (+22%).

A termografia infravermelha mostrou aumento da temperatura corporal nos
grupos HFa e HFay quando comparado ao grupo HF (+12% para HFa vs. HF; +10% para
HFay vs. HF, Figura 17B). O grupo tratado com pioglitazona ndo apresentou diferenca
estatistica quando comparado ao grupo HF. Esses dados sugerem que o tratamento com

WY-14643 e Tesaglitazar promoveram um aumento da termogénese adaptativa.
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Figura 17 — Imunofluorescéncia para UCP1 no TAMi e temperatura corporal
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Legenda: A: Imunofluorescéncia do TAMi marcado com dapi (azul, nicleo) e anticorpo anti-UCP1

Fonte:

(vermelho). Mesmo aumento para todas as fotos, barra de calibracdo = 20um. B:
Temperatura corporal. Valores representados como média + DP, n=5 por grupo.
Conforme determinado pelo one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e
pos-teste Dunnett T3, as diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir:
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001. Abreviacdes: Controle (C);
Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico tratado com pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado
com WY-14643 (HFa); Hiperlipidico tratado com tesaglitazar (HFay).

A autora, 2023.

4.3.4 Expressao génica e proteica relacionada ao metabolismo e atividade enddcrina do

TAMiI

A expressdo génica de Atf4, um marcador de morte celular, apresentou aumento

no grupo HF (+23% vs. C) e reducdo nos grupos tratados em comparagdo com 0 grupo
HF (HFy: -82%, HFa: -70% ¢ HFay: -62%, Figura 18A). Cidea, um marcador de lipolise,
foi reduzido no HF (-81% vs. C) e aumentado nos grupos tratados (+1.223% para HFy

HFay
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vs. HF, +1.672% para HFa vs. HF, ¢ +1.191% para HFay vs. HF, Figura 18B). Vegfa,
uma batocina que induz a proliferacdo de células endoteliais e inibe a apoptose, diminuiu
no grupo HF (-62% vs. C, Figura 18C). Os grupos HFa ¢ HFa/y (que tinham
multilocularidade preservada) apresentaram maior expressdo de Vegfa que o grupo HF
(HFa: +160%; e HFary: +178%, Figura 18C). A expressdo de Ppary reduziu no grupo HF
(-60% vs. C) e aumentou no grupo HFy (+44% vs. HF, Figura 18D). Em contraste, 0
grupo HFa apresentou expressao de Ppary reduzida (-61% vs. HF, Figura 18D). Cidec,
um transcrito Ppary, apresentou a maior expressao no grupo HF (+171% vs. C). Por outro
lado, os grupos tratados apresentaram baixa expressdo de Cidec (-81% para HFy vs. HF;
-79% para HFa vs. HF; e -82% para HFay vs. HF, Figura 18E).

As imunohistoquimicas para VEGFA (Figura 19) e CIDEC (Figura 19) seguiram
os resultados de expressao génica, onde o whitening observado no grupo HF concorda
com a menor expressao de VEGFA e a maior expressdo de CIDEC. Os grupos tratados
com a citoarquitetura multilocular do TAMi mais preservada (HFa ¢ HFay) exibiram as
imunomarcacOes para VEGFA mais expressivas, seguidas por reacdes CIDEC mais

fracas.
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Figura 18 - Expresséo relativa de RNA mensageiro dos genes Atf4, Cidea, Vegfa, Ppary
e Cidec no TAMi
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Legenda: Valores representados como média + DP, n=5 por grupo. Conforme determinado pelo one-
way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds-teste Dunnett T3, as diferengas

Fonte:

significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir:

*P<0,05;

**p<0,01, ***P<0,001,

****P<0,0001. Abreviagdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico tratado com
pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643 (HFa); Hiperlipidico tratado

com tesaglitazar (HFary).
A autora, 2023.
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Figura 19 — Imunohistoquimica para VEGFA e CIDEC no TAMi

e i i s i A S SRSl SRR T

EGFA e CIDEC no TAMi, barra de calibragdo = 10um.
Abreviacdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico tratado com pioglitazona
(HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643 (HFa); Hiperlipidico tratado com
tesaglitazar (HFary).
Fonte: A autora, 2023.

4.3.5 Expressdo génica relacionada a atividade termogénica

O Pgcla € um regulador essencial da biogénese mitocondrial e um regulador
transcricional de Ppara e Ucpl. A expressao génica de Pgcla reduziu no grupo HF (-
73% vs. C) e aumentou nos grupos tratados (+716% para HFy vs. HF; +1.029% para HFa
vs. HF; e +1.173% para HFay vs. HF, Figura 20A).

A expressdo de Ppara apresentou reducéo no grupo HF (-59% vs. C) e aumento
nos grupos HFa e HFay em comparagao com HF: +254% em HFa, +181% em HFay,
Figura 20B. Ucpl, um transcrito do Ppara, e efetor da termogénese diminuiu no grupo
HF (-60% vs. C) e aumentou nos grupos tratados (+481% para HFy vs. HF; +538% para
HFa vs. HF; e + 504% para HFay vs. HF, Figura 20C). A expressdo de Ucp3 seguiu 0S
resultados de Ucpl, com expressdo diminuida no grupo HF (-70% vs. C) e valores
aumentados nos grupos HFa e HFay: +127% em HFa e +323% em HFay vs. HF, Figura
D.
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Da mesma forma, a expressao de Raf33, o iniciador da termogénese sem tremores,
também apresentou valores menores no grupo HF do que no grupo C (-62%) e maiores
nos grupos HFa e HFay do que no grupo HF (+240% para HFa vs. HF e +235% para
HFay vs. HF, Figura 20E). A expressao de Bmp8b, uma batocina que sensibiliza 0 TAMi
a estimulacdo simpatica, diminuiu no grupo HF (-37% vs. C) e aumentou nos grupos
tratados (+75% para HFy vs. HF; +117% para HFa vs. HF; e +85% para HFay vs. HF,
Figura 20F).
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Figura 20 - Expressdo relativa de RNA mensageiro dos genes Pgcla, Ppara, Ucpl,
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Legenda: Valores representados como média + DP, n=5 por grupo. Conforme determinado pelo one-

Fonte:

way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds-teste Dunnett T3, as diferencas
significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
****P<(0,0001. Abreviagdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico tratado com
pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643 (HFa); Hiperlipidico tratado
com tesaglitazar (HFary).

A autora, 2023.
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Figura 21 — Resumo dos principais achados do intestino e TAMi
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Legenda: A dieta HF causou disbiose, reduziu a expressdo génica das juncdes oclusivas e alterou a
ultraestrutura do ileo, levando & endotoxemia que atingiu o0 TAMi por ativagdo do eixo
TlIr4-NIrp3, potencializando o whitening. O sinergismo PPARa/y aliviou a disbiose e
resgatou a ultraestrutura e expressdo génica das juncfes oclusivas, diminuindo os sinais
pré-inflamatorios para TAMi. Como resultado, os animais HFay apresentaram adipdcitos
marrons competentes com estrutura multilocular normalizada, aumento da expressdo de
marcadores termogénicos e do gasto energético. A ativacdo dupla PPARa/y pode tratar a
obesidade por modulagéo do eixo intestino-tecido adiposo.

Fonte: A autora, 2023. Feita com Biorender (www.biorender.com)

4.4  Tecido adiposo branco subcuténeo

4.4.1 Distribuicdo de gordura e triacilglicerol plasmatico

A distribuicdo de gordura no compartimento intra-abdominal mostrou que o grupo
HF apresentou maior acimulo de gordura que o grupo C (+129%; Figura 22A). O
tratamento com pioglitazona nao afetou esse deposito de gordura, mas os grupos HFa e
HFay apresentaram depdsitos de gordura intra-abdominal menores do que o grupo HF

(HFa: -27%; e HFay: -48%; Figura 21A). Da mesma forma, o grupo HF apresentou
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maiores depositos de gordura subcutaneo do que o grupo controle (+87%; Figura 22A), e
apenas os grupos HFa e HFay apresentaram depositos de gordura subcuténeo reduzidas
(-29% para HFa vs HF; -27% para HFay vs HF; Figura 21A).

No que diz respeito aos resultados do TAG plasmatico, o grupo HF apresentou
hipertrigliceridemia em comparacgéo ao grupo C (+44%, Figura 22B), bem como o grupo
HFy que apresentou um aumento da concentragdo de TAG comparado ao grupo HF
(+14%). Por outro lado, os grupos HFa e HFay apresentaram reducdo desse parametro

em comparacao ao grupo HF (-12%; -16%, respectivamente, Figura 22B).

Figura 22 — Distribuicéo de gordura e triacilglicerol plasmatico
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Legenda: Valores representados como média + DP, n=5 por grupo. Conforme determinado pelo one-
way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds-teste Dunnett T3, as diferencas
significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
****pP<(,0001. Abreviacdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico tratado com
pioglitazona (HFYy); Hiperlipidico tratado com WY-14643 (HFa); Hiperlipidico tratado
com tesaglitazar (HFay).

Fonte: A autora, 2023.

4.4.2 Histologia, estereologia e imunohistoquimica no TABs

O grupo C exibiu adipdcitos uniloculares de tamanho normal. Em contraste, o
grupo HF apresentou uma area transversal média dos adipocitos aumentada (+448%;

Figura 23B), com os adipdcitos uniloculares hipertrofiados no TABs (Figura 23A). O
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fendmeno de browning ndo ocorreu no grupo HFy. No entanto, HFa ¢ HFay exibiram
adipdcitos beges entremeados com adipdcitos brancos uniloculares de tamanho normal
(Figura 23A), caracterizando o browning do TABs. Portanto, todos grupos tratados
mostraram diminuigdo da &rea transversal média dos adipocitos (-60% para HFy vs HF; -
76% para HFa vs sus HF; e -81% para HFary vs HF; figura 23B).

De acordo com resultados anteriores, a termografia infravermelha mostrou alta
temperatura nos grupos com adipocitos multiloculares beges. Os adip6citos
multiloculares observados nas laminas histologicas dos grupos HFa ¢ HFay foram
positivos para UCP1 e PARK2 (Figura 24). A estimativa da imunodensidade revelou
diminuicdo dos valores de UCP1 no grupo HF (-27% para HF vs C; Figura 24) e PARK?2
(-19% para HF vs C; Figura 24). Os grupos HFa e HFay tiveram valores de
imunodensidade aumentados (UCP1: +44% para HFa vs HF e +65% para HFay vs HF;
PARK?2: +124% para HFa vs HF e +141% para HFay vs HF; Figura 25).

Figura 23 — Histologia do TABs e érea seccional media de adipdcitos
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Legenda: A: Fotomicrografias representativas do TABs dos grupos experimentais corado com
hematoxilina-eosina. Objetiva de 40x e barra de calibracdo = 40 pum. B: Area seccional
média de adipdcitos. Valores representados como média + DP, n=5 por grupo. Conforme
determinado pelo one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pos-teste
Dunnett T3, as diferencas significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05;
**P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001. Abreviagdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF);
Hiperlipidico tratado com pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643
(HFa); Hiperlipidico tratado com tesaglitazar (HFay).

Fonte: A autora, 2023.
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Figura 24 - Imunohistoquimica para UCP1 e PARK2 no TABs

Legenda: Imunohistoquimica do tecido adiposo branco subcutaneo, barra de calibragdo = 40um.

Fonte:
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Abreviacdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico tratado com pioglitazona
(HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643 (HFa); Hiperlipidico tratado com
tesaglitazar (HFay).

A autora, 2023.

Figura 25 - Imunodensidade para UCP1 e PARK2 no TABs
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Legenda: Valores representados como média £ DP, n=5 por grupo. Conforme determinado pelo one-

Fonte:

way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds-teste Dunnett T3, as diferengas
significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
****P<0,0001. Abreviagdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico tratado com
pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643 (HFa); Hiperlipidico tratado
com tesaglitazar (HFay).

A autora, 2023.
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4.4.3 Expressdo génica relacionada a atividade termogénica dependente de UCP1

A expressdo génica de Ppara, um fator transcricional que transcreve genes
termogénicos, diminuiu no grupo HF (-77% para HF vs C, Figura 26A) e aumentou nos
grupos HFa e HFay (+184% para HFa vs HF; e +710% para HFay vs HF, Figura 26A).
Ucpl, um gene alvo do Ppara, mostrou comportamento semelhante: diminui¢do da
expressdo no grupo HF (-74%, Figura 26B) e aumento nos grupos que exibiram o
browning TABs (+352% para HFa vs HF; e +710% para HFay vs HF; Figura 26B). O
Bmp8b apresentou reducdo no grupo HF em comparacdo ao grupo C (67%; Figura 26C)
e aumento nos grupos HFa e HFa/y (+155% para HFa vs HF; e +374% para HFay vs HF;
Figura 26C). O aumento da expressdo de Prdm16 no TABs confirma a manutencdo do
fenotipo bege nos grupos com adipdcitos multiloculares (+696% para HFo vs HF; e
+747% para HFay vs HF; Figura 26D). Em contraste, o grupo HF diminuiu a expresséo
de Prdm16 comparado ao grupo C (80%; Figura 26D).

4.4.4 Expressdo génica relacionada & atividade termogénica independente da UCP1

A expressao génica de Slc6a8, um transportador de creatina, foi menor no grupo
HF que no grupo C (-36%; Figura 27A). Em contraste, 0s grupos que exibiram browning
do TABs apresentaram aumento da expressdo de Slc6a8 (+121% para HFa vs HF; ¢
+120% para HFay vs HF; Figura 27A). Quanto ao ciclo de Ca2+ no adipdcito bege, o
gene Serca2b apresentou maior expressdo nos grupos tratados do que no grupo HF
(+726% para HFa vs HF; +499% para HFy vs HF; e +766% para HFay vs HF; Figura
27B), com expressdo reduzida no grupo HF (-80% vs C; Figura 27B). Além disso, a
expressdo Ryr2 se assemelhou a Serca2b, com aumento no HFa (+128%) e HFay
(+363%) comparado com o grupo HF (Figura 27C). O grupo HF tambeém apresentou
expressdo reduzida de Ryr2 (-48% vs C; Figura 27C).
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Figura 26 - Expresséo relativa de RNA mensageiro dos genes Ppara, Ucpl, Bmp8b e
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Legenda: Valores representados como média £ DP, n=5 por grupo. Conforme determinado pelo one-
way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds-teste Dunnett T3, as diferengas
significativas (P<0,05) séo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
****p<(,0001. Abreviagdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico tratado com
pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643 (HFa); Hiperlipidico tratado
com tesaglitazar (HFay).

Fonte: A autora, 2023.
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Figura 27 - Expressdo relativa de RNA mensageiro dos genes Slc6a8, Serca2b e Ryr2
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Legenda: Valores representados como média + DP, n=5 por grupo. Conforme determinado pelo one-
way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds-teste Dunnett T3, as diferencas
significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
****P<0,0001. Abreviagdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico tratado com
pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643 (HFa); Hiperlipidico tratado

com tesaglitazar (HFay).
Fonte: A autora, 2023.

4.45 Expressdo génica relacionada a disfuncdo mitocondrial

Em relacédo a fissdo mitocondrial, todos os grupos tratados apresentaram menor

expressdo de Drp-1 que o grupo HF (-56% para HFy vs HF; -89% para HFa vs HF; e

-89% para HFa/y vs HF; Figura 28A). Em contraste, Fis-1 exibiu maior expressédo nos
grupos tratados (+227% para HFy vs HF; +1.465% para HFa vs HF; e +858% para HFary

vs HF; Figura 28B). Finalmente, Pink1, relacionado a mitofagia, apresentou expressdo
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reduzida no grupo HF (-80% vs C; Figura 28C) e no HFy (-71% vs HF, Figura 28C). Em
contrapartida, o Pink1 aumentou nos grupos HFa (+79% vs HF) e HFay (+126% vs HF;
Figura 28C).

Figura 28 - Expresséo relativa de RNA mensageiro dos genes Drpl, Fis-1 e Pink1 no
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Legenda: Valores representados como média + DP, n=5 por grupo. Conforme determinado pelo one-
way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pds-teste Dunnett T3, as diferencas
significativas (P<0,05) sdo indicadas a seguir. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
****P<0,0001. Abreviagdes: Controle (C); Hiperlipidico (HF); Hiperlipidico tratado com
pioglitazona (HFy); Hiperlipidico tratado com WY-14643 (HFa); Hiperlipidico tratado
com tesaglitazar (HFay).

Fonte: A autora, 2023.
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5. DISCUSSAO

A ingestdo excessiva cronica de acidos graxos saturados levou ao excesso de peso,
intolerdncia oral a glicose, disbiose intestinal e alteragdes na expressdo génica de
proteinas de jungdes oclusivas. Assim, o grupo HF apresentou endotoxemia, com sinais
pro-inflamatorios no TAMi e acimulo de gordura, levando a um fenétipo de TAB
(whitening). Os tratamentos com agonistas seletivo PPARa ¢ duplo PPARo/y atenuaram
0 whitening, restaurando a capacidade termogénica do TAMi. Esses efeitos benéficos
podem estar relacionados a modula¢do do eixo intestino-tecido adiposo pelos PPARs,
onde a melhora da disbiose intestinal controlou a endotoxemia e os sinais pro-
inflamatdrios que desencadeiam o whitening e o agravamento da obesidade.

Ja foi observado que a ingestdo cronica de uma dieta rica em gordura saturada
aumenta a MC e prejudica o metabolismo da glicose e dos lipidios (22). Da mesma forma,
o grupo HFy ndo apresentou diferenca em relagdo ao grupo HF, principalmente porque o
PPARY ¢ um regulador mestre da adipogénese (256), € um estudo observou que apds o
tratamento com pioglitazona houve um aumento da MC em camundongos (257). Por
outro lado, os grupos HFa ¢ HFary apresentaram MC reduzida, concordando com relatos
anteriores (24, 254).

Notavelmente, 0s grupos tratados ndo mostraram diferenca na ingestdo alimentar
em compara¢do com o grupo HF ndo tratado, reforcando que a reducdo da MC estava
diretamente relacionada a ativacdo do PPARa e ao sinergismo PPARa/y, excluindo a
necessidade de grupos de alimentagdo em pares.

Os camundongos alimentados com dieta HF desenvolveram um fenotipo de
obesidade, com aumento dos depositos de gordura no compartimento intra-abdominal (5),
além de goticulas lipidicas aumentadas no TAMi. O agonista PPARa WY-14643 reduziu
a adiposidade em camundongos (5, 254). De acordo, a ativagdo do PPARa por acidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa n-3 reduz a MC por meio da beta-oxidagéo
aumentada (258). No entanto, o sinergismo PPARo/y superou o agonista PPARa,
exibindo a menor MC entre os grupos tratados.

Embora o tesaglitazar (agonista duplo de PPARa/y) tenha apresentado alguns
efeitos colaterais cardiacos (259), seus efeitos marcantes no metabolismo de lipidios e
glicose justificam seu uso em estudos pré-clinicos, onde detém importancia como potente

agente indutor de browning (24) e efeito anti-inflamatorio proeminente (260).
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Recentemente, a administracdo de tesaglitazar mediada por GLP1 suplantou os efeitos do
agonista do receptor GLP1 na MC e no metabolismo da glicose em camundongos com
obesidade induzida por dieta, reabrindo um caminho para o uso futuro do tesaglitazar em
ensaios clinicos (261).

O grupo HF, além do sobrepeso, apresentaram intolerancia a glicose oral, atestada
pela dificuldade de restabelecer os niveis glicémicos basais ap6s sobrecarga glicémica,
acompanhada de hiperinsulinemia e aumento de TAG plasmatico (254). O agonista total
do PPARy, pioglitazona, melhorou o metabolismo da glicose no grupo HFy pela
modulacéo previamente descrita da secrecao de adiponectina e ativacéo da transcrigédo de
Glut4 em adipdcitos (262). O agonista duplo PPARa/y tesaglitazar mostrou os efeitos
benéficos da ativacdo do PPARa no metabolismo lipidico e do PPARY no metabolismo
da glicose, sem causar os efeitos colaterais da ativagdo total do PPARy (ganho de MC e
retencdo de liquidos) (263, 264).

Um agonista parcial do PPARY ativa esse fator de transcrigdo em 21-50% do nivel
maximo de ativacao da pioglitazona (265). No presente estudo, percebemos que o grupo
HFa/y manteve o efeito benéfico na tolerancia oral a glicose, com resultados semelhantes
ao grupo HFy no manejo da glicose, mas com uma demanda de concentraciao plasmatica
de insulina reduzida, sugerindo efeitos benéficos maximizados do sinergismo PPARa/y
sobre metabolismo da glicose.

Essas alteracBes metabdlicas no grupo HF foram concomitantes a disbiose
intestinal, confirmando a hipdtese de que os padrdes alimentares interferem no eixo
intestino-tecido adiposo, favorecendo o whitening do TAMi. A integridade intestinal esta
relacionada com a composi¢do da microbiota intestinal e com a estrutura e funcéo da
barreira intestinal (266, 267). Normalmente, uma proporcdo mais alta de
Firmicutes/Bacterioidetes € um desencadeador da disbiose intestinal encontrada em
individuos com obesidade em comparacdo com individuos saudaveis (268, 269). Nossos
resultados concordam com essa relagdo Firmicutes/Bacterioidetes alterada e sua melhora
nos grupos tratados, principalmente no grupo HFay.

Além de causar dishiose, a ingestdo crbnica da dieta HF alterou a ultraestrutura
do ileo, com comprometimento das jungdes oclusivas presentes no epitélio intestinal, um
preditor de aumento da permeabilidade e, consequentemente, maior susceptibilidade a
translocacdo de microrganismos e toxinas para a circulagdo sisttémica, a endotoxemia

(266, 267). A endotoxemia no grupo HF foi confirmada pelas concentragcdes plasmaticas
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aumentadas de LPS e inflamacéo de baixo grau (15), a qual foi concomitante a expresséo
intestinal reduzida de Ocludina e Claudina-12.

Ocludina e Claudina séo as principais proteinas das junc¢@es oclusivas, as quais
sdo encontradas na regido apical do complexo juncional e regulam a via paracelular.
Constituem uma barreira semipermeavel pela qual ions, moléculas e nutrientes podem
passar através do epitélio intestinal. A expressdo reduzida das principais proteinas das
juncdes oclusivas possibilita a difusdo de moléculas como LPS (88).

Pelo contrario, a melhora da disbiose intestinal nos grupos HFa ¢ HFo/y foi
acompanhada pela restauracdo da permeabilidade intestinal devido a um aumento
acentuado na expressdo dos genes das juncdes oclusivas e da proteina Ocludina. A
restauracdo da expressao da Ocludina resgata a via paracelular acoplada a Claudina-12,
uma pequena proteina transmembrana que atua como um poro seletivo de carga no ileo
(88, 270).

Vale ressaltar que apenas a ativacao isolada do PPARa e 0 sinergismo PPARa/y
aumentou a expressdo de Jam-a, relacionada ao tamanho da molécula que passa pelo
epitélio intestinal. Portanto, o aumento da expressdo de Jam-a combate o intestino
permeavel, pois reduz a permeabilidade a macromoléculas encontrada em estados
inflamatérios como a obesidade (271).

O LPS derivado do intestino pode aumentar o transporte lipidico para o tecido
adiposo, facilitando a transcitose através do endotélio capilar (272). Além disso, 0s niveis
plasmaticos de LPS mostram uma correlacdo mais forte com o volume de gordura intra-
abdominal do que com o subcutaneo (273). Assim, o grupo HF apresentou aumento do
LPS plasmatico em relacdo ao grupo C, enquanto 0s grupos tratados apresentaram
reducdo acentuada desse parametro.

O LPS livre no plasma liga-se rapidamente ao CD14 sollvel (sCD14) ou a
proteina de ligacdo ao LPS (LBP) (274). A LBP catalisa a transferéncia de LPS para
lipoproteinas (275). A superalimentacdo em homens saudaveis aumentou 0s niveis
plasméticos de LPS e diminuiu a relacdo LBP:sCD14 (276), sugerindo o sequestro
preferencial de LPS em lipoproteinas que podem facilitar seu transporte para o tecido
adiposo.

O LPS ativa respostas de PAMPs, agindo como um agonista do TLR4,
aumentando a secrec¢do de citocinas inflamatorias (277). Além disso, os inflamassomas
sdo importantes complexos multiproteicos intracelulares que reconhecem varios sinais de

perigo (278). O inflamassoma NLRP3 é o principal contribuinte para o aumento dos
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niveis de IL-1B na obesidade. Camundongos knockout para Nlrp3 exibem reducdo da MC,
melhora da homeostase da glicose e sensibilidade a insulina (279). No presente estudo,
o0s agonistas de PPAR exerceram efeitos benéficos no eixo intestino-tecido adiposo,
diminuindo a expresséo de Lbp-TIr4d em TAMI, culminando na menor expresséo de NIrp3
nos grupos HFa e HFay.

Sinais inflamatdrios (como o NIrp3) e suprimento neurovascular danificado para
0 TAMi sdo os principais gatilhos do whitening (11, 280). As avaliac@es histologicas e
estereoldgicas realizadas neste estudo concluiram que a dieta HF causou disfungéo
(whitening) do TAMi, com aumento do tamanho das inclusdes lipidicas dos adipocitos
marrons, resultando em diminuigdo do Qa [ndcleos] no TAMi. O whitening do TAMi
envolve hipdxia, levando a perda mitocondrial e reducgéo da fungdo termogénica do TAM
(172).

A monoterapia com PPARa aumentou a densidade numérica de nicleos por area
do TAMI. No entanto, o sinergismo PPARa/y resgatou esse parametro, sem diferenga em
relacdo ao grupo C. Esses resultados sdo consistentes com a presenca de adipdcitos
marrons multiloculares e a restauracdo de sua competéncia para realizar a termogénese.
Apenas o0s grupos HFa ¢ HF oy apresentaram expressdao aumentada génica e proteica da
batocina VEGFA, implicando em maior vascularizagdo TAMi, concordando com a
preservacao do contedo mitocondrial e a capacidade de realizar termogénese devido a
estimulacdo beta-adrenérgica aumentada (10).

Embora o grupo PPARy tenha melhorado a expressdo do gene Claudina-12 e da
proteina Ocludina, aliviando a endotoxemia por meio de sinais anti-inflamatorios para o
TAMI, ndo foi suficiente para resgatar a ultraestrutura do ileo, a vascularizagcdo do TAMi
e o estimulo adrenérgico, resultando em pronunciado whitening e termogénese sem
tremores prejudicada no grupo HFy.

A literatura aponta efeitos protetores da ativagdo do PPARY no célon (reduzindo
a inflamacéo) e na microbiota (inibindo a expansdo das patogénicas Escherichia e
Salmonella) (281), concordando com melhora da disbiose e inflamacdo induzida por
endotoxemia no grupo HFy. No entanto, a pioglitazona, agonista total do PPARy, ndo
conseguiu ativar o programa termogénico no TAMi neste estudo. O PPARa parece ser
essencial para as interacOes termogénese-microbiota intestinal, como recentemente
sugerido por um estudo em que a zingerona foi suplementada em camundongos com
obesidade induzida por dieta por 16 semanas, combinando termogénese favorecida com

mitigacdo da disbiose através da ativacdo do PPARa (282).
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A termogénese sem tremores no TAMi depende da estimulacdo do Raf3 (283).
Em seguida, a batocina Bmp8b acopla a sinalizagdo adrenérgica a termogénese eficiente,
cuja efetora é a UCP1 (284). Recentemente, nosso grupo mostrou que a expressdo de
Bmp8b diminui gradativamente a medida que o whitening se agrava.

Apods 12 semanas em uma dieta HF, os camundongos exibiram expressdo
inalterada da proteina UCP1 e aumento de Bmp8b em compara¢do com camundongos
magros. Na semana 16, camundongos alimentados com HF apresentaram baixa expressao
de UCP1 e um declinio em Bmp8b, valores que se tornaram ainda mais baixos apds 20
semanas de administracdo de dieta HF, quando o TAMi expressa o fenotipo branco na
sua totalidade (whitening), confirmando a importancia da Bmp8b tem na eficiéncia de
UCP1 (280).

Nossos resultados sugerem um papel principal para o PPARa na termogénese
adrenérgica, uma vez que apenas os grupos HFa e HFoy mostraram expressao aumentada
dos genes Rafs3 e Bmp8b. A UCP1 é responsavel pela termogénese sem tremores, que
compreende 60% da termogénese do corpo inteiro. O PPARa regula o metabolismo
lipidico, a biogénese mitocondrial e a expressdao de UCP1 (285, 286). A ativacdo isolada
do PPARa ¢ 0 sinergismo PPARa/y aumentaram a expressao de Ppara, refletida em um
aumento proteico e génico da UCP1 (5, 24).

Considerando que os grupos HFo e HFay também exibiram as temperaturas
corporais mais pronunciadas, os dados aqui apresentados indicam aumento da atividade
termogénica em ambos os grupos. No entanto, a termogénese aumentou o0 gasto
energético exclusivamente no grupo HFay, concordando com a normalizacdo da MC e da
ultraestrutura intestinal. A expressao aumentada de Ucp3 exclusivamente no grupo HFa/y
explica e confirma a termogénese favorecida, pois a UCP3 é complementar a acdo
termogénica de UCP1, ndo como desacoplador, mas como transportador de soluto (287).

O Tesaglitazar produz a ativagdo de PPARa mais potente quando comparado a
outros agonistas duplos PPARa/y como muraglitazar ¢ aleglitazar (263), destacando a
importancia da ativacdo de PPARa para estimulo adrenérgico-acoplamento da UCP1 na
termogénese sem tremores, além de sugerir efeito termogénico benéfico adicional
advindo do sinergismo PPARa/y. A termogénese depende diretamente do conteudo
mitocondrial, regulado por Pgcla, um regulador mestre da biogénese mitocondrial por
meio da transcri¢do do Nrfl (288).

O Atf4 possui uma gama de genes-alvo envolvidos na apoptose, metabolismo

lipidico e obesidade (289, 290), emergindo como um regulador negativo da expressao de
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Pgcla (114). Os grupos tratados apresentaram um aumento da expressdo de Pgcla,
concordando com a termogénese melhorada, em contraste com a expressao reduzida de
Atf4 no TAMi. A perda de Atf4 celular leva a uma respiracdo dependente de ATP
melhorada (291), conforme observado no grupo HFay, enquanto a regulagdo negativa de
Atf4 pelos tratamentos implica no alivio do estresse do reticulo endoplasmatico e reducéo
do estresse oxidativo, observado em outro estudo com agonista PPARa (292).

Os adipdcitos marrons competentes para realizar a termogénese também exibem
um metabolismo celular melhorado. O Cidea € regulado positivamente em adipocitos
marrons termogénicos ativos, pois impulsiona a transcri¢do de Ucpl mediando a ligacdo
de PPARy a um elemento intensificador de Ucpl em adipdcitos bege humanos (293).

Por outro lado, o Cidec promove o desenvolvimento unilocular de inclusdes
lipidicas e estimula a deposicéo intracelular de lipidios, exibindo a maior expressdo no
TAMi do grupo HF (294). Os tratamentos aumentaram o Cidea e diminuiram o Cidec,
confirmando a capacidade de realizar termogénese nos adipdcitos marrons e
multilocularidade preservada nos grupos HFa e HF ay.

Com relacdo ao TABSs, os resultados mostraram evidéncias confiaveis de que 0s
agonistas PPARa e PPARa/y induziram o browning com redugéo relevante da MC. O
aumento da termogénese dependente e independente de UCP1, além de efeitos benéficos
na dindmica mitocondrial, foram observados no TABs dos grupos HFa e HFay,
acompanhados por um perfil anti-inflamatoério de adipocinas e reducéo significativa da
gordura corporal. A reducdo da MC nesses grupos pode ser atribuida a termogénese
aumentada, como ja mencionado ao longo da discusséo.

O aumento da MC no grupo HF foi paralelo ao incremento dos depoésitos de
gordura intra-abdominal e subcutaneo, conforme relatado em estudos anteriores (20,
254). os agonistas PPARo e PPARa/y reduziram significativamente ambos o0s depdsitos
de gordura. Um estudo anterior mostrou que o &cido docosahexaendico (um ligante
PPARa) combateu a inflamacéo causada pela obesidade, resultando na predominancia de
adipocitos brancos menores e sensiveis a insulina (292).

A adiponectina e a leptina séo secretadas pelo TAB e regulam a sensibilidade a
insulina e 0 metabolismo energético (295). Os niveis séricos de leptina se correlacionam
com a massa gorda e massa corporal (296). A hiperleptinemia apresentada pelo grupo HF
concorda com os adipocitos hipertrofiados no TABs (254). Em contraste, todos 0s grupos

tratados apresentaram reducdo nas concentragdes da leptina e da area transversal média
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dos adipdcitos no TABs, confirmando as propriedades anti-inflamatorias dos agonistas
PPARs e sugerindo melhora do metabolismo mitocondrial.

A adiponectina aumenta a sensibilidade & insulina, diminuindo a gordura
intracelular através do aumento da oxidacéo de AGs via ativacdo do PPARa e sinalizacado
do substrato do receptor de insulina no musculo esquelético e figado (297, 298). O
aumento das concentragdes plasmaticas de adiponectina nos grupos tratados corrobora o
FIRI reduzido, indicando a melhora da resisténcia a insulina. Embora o tratamento com
pioglitazona tenha melhorado metabolismo da glicose, ndo foi capaz de induzir o
browning do TABs.

Por outro lado, os agonistas PPARa e PPARa/y, além de resgatarem as
concentragdes plasmaticas de leptina, produziram adipocitos brancos de tamanho normal
e browning do TABsS, este ultimo associado a homeostase da glicose (299). A ativacao do
PPARa favorece a oxidacéo lipidica, permitindo a entrada mitocondrial de AGs para o
metabolismo. Portanto, a ativagdo dupla de PPARa/y, induziu o browning e aumento do
gasto de energia podendo ter o PPARa como protagonista devido ao aumento
metabolizacdo lipidica e grande atividade simpatica (24, 53).

Quanto a via termogénica dependente de UCP1, o PPARa tem Ucpl como gene
alvo e regula o metabolismo lipidico e a biogénese mitocondrial (286). A UCP1 é um
canal alternativo para o retorno do gradiente de prétons através da membrana interna
mitocondrial, desacoplando a utilizacdo de energia da sintese de ATP e liberando energia
como calor, a termogénese sem tremores (146). Os agonistas PPARa e PPARa/y
regularam positivamente os genes PPARa e Ucpl.

A termogénese sem tremores depende da estimulacdo adrenérgica para iniciar. A
presenca de adipocitos multiloculares beges associados ao aumento da expressdao de
Bmp8b indica maior capacidade para resposta termogénica no TABs sob estimulacdo
adrenérgica (300). A alta expressao do Prdm16 sinaliza a manutencéo do fenétipo bege,
uma vez que o browning é um fendmeno reversivel (301). As temperaturas corporais
aumentadas em animais dos grupos HFa e HFay, juntamente com o aumento da
imunodensidade de UCP1, expressdo génica de Bmp8b, Ucpl e Prdm16 confirma a
inducdo de adipocitos bege competentes para realizar a termogénese no TABs (14).

Embora os animais ndo foram acondicionados em termoneutralidade, a
temperatura utilizada no presente estudo ndo pode induzir browning nesta linhagem de

camundongos (122). A homeostase da glicose nos grupos que exibiram o browning do
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TABs pode resultar da termogénese independente da UCP1. A deplecéo de creatina nos
adipdcitos beges reduz sua capacidade termogénica e induz a obesidade (302). Neste
contexto, a expressao aumentada de Slc6a8, um transportador de creatina, nos grupos
HFa e HFa/y aponta aumento da respiracdo mitocondrial e capacidade termogénica (303).

Uma via termogénica independente de UCP1, seletiva para adipécitos beges, € o
ciclo de Ca2+ dependente de ATP na SERCA (Ca2+-ATPase do reticulo
sarco/endoplasmatico) (304). A Serca2b é dominante em adipdcitos beges e sua
expressao aumenta em exposicdo ao frio, indicando um papel na termogénese (305, 306).
A Serca2b desacopla o transporte de calcio da hidrolise do ATP e usa carboidratos como
combustivel.

O aumento da expresséo de Serca2b-Ryr2 nos grupos tratados sugere um aumento
da oxidacdo da glicose, justificando a atenuacdo da resisténcia a insulina e a normalizagédo
da glicemia de jejum, atribuida a presenca de gordura bege independentemente da perda
de MC (307). O quociente respiratério de 0,8 implica que o grupo HFay possivelmente
usou uma mistura de lipidios e carboidratos como combustivel para termogénese
dependente e independente de UCP1.

A obesidade acarreta disfuncdo mitocondrial e resisténcia a insulina (307). As
mitocondrias sdo organelas altamente dindmicas e se renovam a cada 2 a 4 semanas (308).
O Drpl é responsavel pela fissdo mitocondrial e aumenta em camundongos ob/ob,
juntamente com a diminuicdo da fusdo mitocondrial, resultando em mitocdndrias
fragmentadas com menor capacidade oxidativa (125).

A leptina ativa inibe a fissdo mitocondrial (reduz o Drp1l). Isso induz o browning
no TABSs, observado nos grupos HFa e HFary, com cristas longas, laminares e curvas nas
mitocondrias dos adipdcitos beges, favorecendo a termogénese (125) e emerge como um
alvo potente para o tratamento do DM2 e obesidade (307).

A mitofagia elimina as mitocondrias danificadas, controlando a quantidade e a
qualidade do contetido mitocondrial celular (309). E concebivel que a biogénese
mitocondrial seja responsavel pelo aumento contetdo mitocondrial nos adip6citos beges.
No entanto, a depuracdo mitocondrial é fundamental para a manutencgdo do fenotipo bege
(128).

Evidéncias pré-clinicas e clinicas caracterizam o Park2 como um gene crucial
para a homeostase mitocondrial (equilibrio adequado de biogénese mitocondrial e
mitofagia) em adipdcitos brancos (310, 311). A imunodensidade diminuida de PARK2 e

a expressdo reduzida de Pinkl nos camundongos do grupo HF sugere mitofagia
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comprometida e estresse metabolico (312). No entanto, os agonistas PPARa e PPARa/y

aumentaram Pinkl e PARK2, sugerindo funcdo mitocondrial protegida e morte celular
mitigada (312, 313).

O Fisl também tem um papel na mitofagia, e seus resultados espelharam os de

Pinkl1, propondo que os animais HF tinham remogéo prejudicada de mitocondrias

danificadas, caracterizando disfungéo de adipdcitos brancos subcutaneos (314). Por outro

lado, os grupos HFa e HF a/y podem apresentar conteddo mitocondrial mais saudavel

que o grupo HF, facilitando o recrutamento e manutencdo de adipocitos bege,

colaborando com a perda da MC e homeostase glicémica. O quadro 4 resume 0s principais

achados e compara os tratamentos propostos nesse estudo.

Quadro 4 — Resumo dos principais resultados

Parametro pioglitazona WY-14643 tesaglitazar
MC Sem diferenca Reduziu MC Reduziu MC

TOTG Atenuou a in?oleréncia Atenuou a in'_toleréncia Reverteu a in_toleréncia
oral a glicose oral a glicose oral a glicose

FIRI Reduzig a re_sisténcia a Reduziq a re_sisténcia a Reduziq a re_sisténcia a

insulina insulina insulina
Gasto energético Sem diferenca Sem diferenca Aumentog 0 gasto
energetico

Genes juncoes Sem diferenca Restaurou a expressao Restaurou a expressdo
oclusivas
Endotoxemia Reduziu Reduziu Reduziu
Qa nlcleo TAM Sem diferenca Atenuou o0 whitening Reverteu 0 whitening

Genes termogénicos

Sem diferenca

Aumentou a expressdo

Aumentou a expressdo

Genes e proteina da
vascularizacdo do
TAM

Sem diferenca

Aumentou a expressao

Aumentou a expressdo

Browning do TABs

Sem diferenca

Promoveu o browning
do TABs

Promoveu o browning do
TABs

Genes da
termogénese
dependente da UCP1
no TABs

Sem diferenca

Aumentou a expressao

Aumentou a expressao

Genes da
termogénese
independente da
UCP1 no TABs

Sem diferenca

Aumentou a expressao

Aumentou a expressao
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CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

Em conclusédo, os agonistas PPARs aliviaram a disbiose intestinal e a endotoxemia
causada pela ingestdo cronica da dieta HF em camundongos. Digno de nota, 0s genes
relacionados as jungdes oclusivas foram modulados por PPARs neste estudo, sugerindo
a restauracdo da permeabilidade intestinal, o que cessou os sinais pré-inflamatérios que
desencadeiam o whitening do TAMi. No entanto, a ativa¢do do PPARy ndo conseguiu
resgatar o suprimento neurovascular dos adipécitos marrons (avaliado pela expressao de
Vegfa). Assim, o sinergismo PPARa/y parece necessario para acoplar os efeitos benéficos
do controle da disbiose com a ativagao termogénica, com efeitos aditivos em comparagéo
com a ativa¢do unica do PPARa na modulagdo do eixo intestino-tecido adiposo. Além da
recuperacdo da multilocularizacdo de adipoOcitos marrons, regulacdo positiva de
marcadores termogénicos e aumento da temperatura corporal, apenas o sinergismo HFory
aumentou o gasto energético, tratando a obesidade ao acoplar disbiose intestinal
melhorada com sinais anti-inflamatorios e pro-termogénicos ao TAMi em camundongos.

No tecido adiposo branco subcutaneo, a dieta HF causou hipertrofia de adipécitos
com perfil pro-inflamatério de adipocinas, comprometendo a termogénese e o
metabolismo mitocondrial. O agonista PPARy mitigou a resisténcia a insulina e
hipertrofia de adipdcitos brancos, mas ndo induziu o browning no TABs. A ativacdo de
PPARa e PPARa/y recrutaram adipocitos bege positivos para UCP1 e favoreceram a
termogénese independente de UCP1. Dessa forma, o sinergismo PPARa/y deve ser
considerado como estratégia promissora no combate da obesidade e suas comorbidades.
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Objective: The aim of this study was to investigate the role of peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR) activation (single PPARx or PPARY, and dual PPARe/+) on UCP1-dependent and -independent ther-
mogenic pathways and mitochondrial metabolism in the subcutaneous white adipose tissue of mice fed a
high-fat diet.
Methods: Male C57BL/6 mice received either a control diet (10% lipids) or a high-fat diet (HF; 50% lipids) for
12 wk. The HF group was divided to receive the treatments for 4 wk: HFy (pioglitazone, 10 mg/kg), HFx
(WY-14643, 3.5 mg(kg), and HFay (tesaglitazar, 4 mg/kg).
Results: The HF group was overweight, insulin resistant, and had subcutaneous white adipocyte dysfunction.
Treatment with PPAR« and PPARw/y reduced body mass, mitigated insulin resistance, and induced brown-
ing with increased UCP1-dependent and -independent thermogenesis activation and improved mitochon-
drial metabolism to support the beige adipocyte phenotype.
Conclusion: PPARc and dual PPARw/y activation recruited UCPT" beige adipocytes and favored UCP1-inde-
pendent thermogenesis, yielding body mass and insulin sensitivity normalization. Preserved mitochondrial
metabolism emerges as a potential target for obesity treatment using PPAR agonists, with possible clinical
applications.
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Afm: To evaluate the effects of single PPARx or PPARy activation, and their synergism (combined PPARa/y
activation) upon the gut-adipose tissue axis, focusing on the endotoxemia and upstream interscapular brown
adipose tssue (iBAT) function in high-saturated fac-fed mice. Methods: Male C57BL/6 mice received a control
diet (€, 10% lipids) or a high-fat diet (HF, 50% lipids) for 12 weeks. Then, the HF group was divided to receive
the treatments for four weeks: HFy (pioglitazone, 10 mg/kg), HFx (WY-14643, 3.5 mg/kg), and HFa/y (tesa-
glitazar, 4 mg/kg). Resulss: The HF group exhibited overweighe, oral glucose intolerance, gut dysbiosis, altered

gut bility, and end in iBAT whitening. The d lation of LPS-Tir4 signaling
underpinned reduced inflammation and improved lipid metabolism in iBAT in the HFa/y group, the unique to
show normalized body mass and increased energy d G PPARq/y synergicm treated obesity

by ameliorating the gur-adipose tissue axis, where restored gut microbiota and permeability controlled endo-
toxemia and rescued iBAT whitening through favored thermogenesis.




115

ANEXO C - Publicacgdo e submissao de artigo cientifico de primeira autoria durante o
doutorado

@ Taylor & Francis
bor R G

Journal of the American Nutrition Association

ISSN: (Print) (Online) Journal homepage: https://www.tandfonline.com/loi/uacn21

Chronic Excessive Fructose Intake Maximizes
Brown Adipocyte Whitening but Causes Similar
White Adipocyte Hypertrophy Than a High-Fat Diet
in C57BL/6 Mice

Carolline Santos Miranda, Flavia Maria Silva-Veiga, Daiana Araujo Santana-
Oliveira, Aline Fernandes-da-Silva, Gabrielle Carvalho Brito, Fabiane Ferreira
Martins & Vanessa Souza-Mello

To cite this article: Carolline Santos Miranda, Flavia Maria Silva-Veiga, Daiana Araujo Santana-
Oliveira, Aline Fernandes-da-Silva, Gabrielle Carvalho Brito, Fabiane Ferreira Martins & Vanessa
Souza-Mello (2023) Chronic Excessive Fructose Intake Maximizes Brown Adipocyte Whitening
but Causes Similar White Adipocyte Hypertrophy Than a High-Fat Diet in C57BL/6 Mice, Journal
of the American Nutrition Association, 42:5, 435-444, DOI: 10.1080/07315724.2022.2062686

To link to this article: https://doi.org/10.1080/07315724.2022.2062686

@ Published online: 13 Jul 2022.

F6Publishing is an online manuscript submission, peer review, modification, preduction, and release system

A ~4B, — — )
40 Home « 4 Resources = E Blog Help Desk . Themes v El- Logout

£ F6Publishing.

Raishideng?

~Manuscript Query

Name of Journal: | Please select x Manuscript Title: Manuscript 1D:

Status: Please select X Date of Submit: & - > Search

~Manuscript List

Time to Article

Manuscript Review #* Email Records | Files Download | Manuscript ID | Manuscript Title | Name of Journal = Date of Submit N Status Article Published
Published Processes

Time-dependent
Reviews completed: 2 impact of a

View N L B - high-fat diet on ~ World Journal of ~ 2023-11-10 @ Re-
» ccel . £ ]
Detail Review invitations accepted: 2 - E 89723 the intestinal Methodology 13:01 reviewed
Review invitations sent: 125 barrier of male

mice



116

ANEXO D - Publicacdes de artigos cientificos em colaboragéo durante o periodo do

w\J

Submit a Manuseript: https:/ /www.f6publishing.com

DOL: 10.3748 /wig.v29.i26.4136

doutorado

An Acad Bras Cienc (2023) 95(Suppl. 2): 20220784 DOI 10.1590/0001-3765202320220784
Anais da Academia Brasileira de Ciéncias | Annals of the Brazilian Academy of Sciences
Printed ISSN 0001-3765 | Online ISSN 1678-2690
www.scielo.br/aabc | www.fb.com/aabcjournal

BIOMEDICAL SCIENCES

Long-term hepatic damage in high-fructose-fed
C57BL/6 mice: hepatic fibrogenesis, endoplasmic
reticulum stress markers, and fibrosis

BRENDA OLIVEIRA-CORDEIRO, ALINE FERNANDES-DA-SILVA, FLAVIA MARIA
SILVA-VEIGA, CAROLLINE S. MIRANDA, FABIANE F. MARTINS & VANESSA SOUZA-
MELLO

World Journal of
Gastroenterology

ISSN 1007-9327 (print) ISSN 2219-2840 (online)

World ] Gastroenterol 2023 July 14; 29(26): 4136-4155

Peroxisome proliferator-activated receptors as targets to treat

metabolic diseases: Focus on the adipose tissue, liver, and pancreas

Henrique Souza-Tavares, Carolline Santos Miranda, Isabela Macedo Lopes Vasques-Monteiro, Cristian
Sandoval, Daiana Araujo Santana-Oliveira, Flavia Maria Silva-Veiga, Aline Fernandes-da-Silva, Vanessa

Souza-Mello

REVIEW




117

[ Available online at www.sciencedirect.com D
L)) . . Journal of
L ScienceDirect Nutritional
Biochemistry

Journal of Nutritional Biochemistry 105 (2022) 109002

RESEARCH PAPER
Progressive brown adipocyte dysfunction: Whitening and impaired nonshivering
thermogenesis as long-term obesity complications

Camilla Rangel-Azevedo, Daiana Araujo Santana-Oliveira, Carolline Santos Miranda,
Fabiane Ferreira Martins, Carlos Alberto Mandarim-de-Lacerda, Vanessa Souza-Mello*

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

Received 31 July 2021; received in revised form 23 November 2021; accepted 22 February 2022

Journal of Molecular | b ASantana-Oliveira, Anti-obesity PPAR-alpha and 684 275-241
Enducrlnology A Fernandes-da-Silva et al. DPP-4i effects

RESEARCH

A PPAR-alpha agonist and DPP-4 inhibitor
mitigate adipocyte dysfunction in obese mice

Daiana Araujo Santana-Oliveira®, Aline Fernandes-da-5ilva®. Carolline 5antos Miranda, Fabiane Ferreira Martins,
Carlos Alberto Mandarim-de-Lacerda and Vanessa Souza-Mello

Laboratory of Morphometry, Metabelism, and Cardiovascular Dissases, Biomedical Center, Irstitute of Biology, State University of Rio de [aneirg, Rio de
Janeire, Brazil

Correspondence should be addressed to V Souza-Mello: souramellowerj@gmail.com

*[D A Santans-Oliveira and A Fernandes-da-Silva contributed equally to this work)

W (]' World Journal of

Gastroenterology

Submit a Manuscript: https: / /www fépublishing.com World ] Gastroenterol 2022 May 7; 28(17): 1814-1829

DOI: 10.3748 / wijg v28.i17.1814 ISSN 1007-9327 (print) ISSN 2219-2840 (online)

ORIGINAL ARTICLE

Basic Study
Peroxisome proliferator-activated receptor-alpha activation and

dipeptidyl peptidase-4 inhibition target dysbiosis to treat fatty liver in
obese mice

Flavia Maria Silva-Veiga, Carolline Santos Miranda, Isabela Macedo Lopes Vasques-Monteiro, Henrique
Souza-Tavares, Fabiane Ferreira Martins, Julio Beltrame Daleprane, Vanessa Souza-Mello




118

(2021) 2

NUTRITION ResearcH 91 (2 26-35

m
Available online at www.sciencedirect.com
ScienceDirect
journal homepage: www elsevier.com/locate/NTR -
Original Research
A rise in Proteobacteria is an indicator of gut-liver R |
axis-mediated nonalcoholic fatty liver disease in =L

high-fructose-fed adult mice *

Isabela Macedo Lopes Vasques-Monteiro®?, Fldvia Maria Silva-Veiga®,
Carolline Santos Miranda®, Edira Castello Branco de Andrade Gongalves”,
Julio Beltrame Daleprane®, Vanessa Souza-Mello®*

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

b Laboratory of bioactive compounds, LABBIO, School of Nutrition, Federal University of the State of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil
©Laboratory for Studies of Interactions Between Nutrition and Genetics, LEING, Institute of Nutrition, Rio de Janeiro State University, Rio
de Janeiro, Brazil

European Journal of Nutrition
https://doi.org/10.1007/500394-021-02542-y

REVIEW t')

Check for
updates

Endoplasmic reticulum stress as the basis of obesity and metabolic
diseases: focus on adipose tissue, liver, and pancreas

Aline Fernandes-da-Silva' - Carolline Santos Miranda' - Daiana Araujo Santana-Oliveira’ -

Brenda Oliveira-Cordeiro' - Camilla Rangel-Azevedo' - Flavia Maria Silva-Veiga' - Fabiane Ferreira Martins'
Vanessa Souza-Mello'

Received: 11 July 2020 / Accepted: 11 March 2021
© Springer-Verlag GmbH Germany, part of Springer Nature 2021

Journal of F M Silva-Veiga et al. Treatments to NAFLD by 247:1 11-24
Endocrinology microbiota modulation

RESEARCH

Gut-liver axis modulation in fructose-fed mice:
a role for PPAR-alpha and linagliptin

Flavia Maria Silva-Veiga?, Carolline Santos Miranda®, Fabiane Ferreira Martins?, Julio Beltrame Dalepranez,
Carlos Alberto Mandarim-de-Lacerda® and Vanessa Souza-Mello?

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

2Laboratory for Studies of Interactions between Nutrition and Genetics, LEING, Institute of Nutrition, The University of the State of Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, Brazil

Correspondence should be addressed to V Souza-Mello: souzamello.uerj@gmail.com




ANEXO E - Participacgéo da elaboracdo de um capitulo de livro

)N, AND "DIET~RESEARCF

EVERYTHING

YOU NEED TO
KNOW ABOUT

HIGH-FAT DIETS

RUPESH KUMAR GAUTAM e MUKESH NANDAVE
EDITORS, :

Chapter 6 High-Fat Diets and Cardiometabolic Diseases ... 89
Vanessa Souza-Mello, Tamins Ingrid Petito-da-Silva,
Carolline Santos Miranda, Flavia Maria da Silva-Veiga,
Grazielle V. B. Huguenin and Sandra Barbosa-da-Silva

Chapter 7 A Retrospective Study on the Impact of High-Fat Diets
on Human Health Related to Metabolic Associated Diseases.............. 123
Rajat Goyal, Isha Rani and Rupesh K. Gautam

Chapter 8 Diagnostic and Prognostic Markers for High-Fat
Diet-Induced Metabolic Syndrome......................... s . 135
Jayesh V. Beladiya and Anita A, Mehta

119



