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RESUMO

OLIVEIRA, Thamiris Ferreira de Oliveira Cotadutida (analogo a oxintomodulina) e tecido
adiposo branco epididimario em camundongos obesos. 2023. 46 f. Dissertacdo (Mestrado
em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A obesidade e inflamacg&o do tecido adiposo estdo associadas a resisténcia a insulina e
diabetes mellitus do tipo 2 (DM2). A cotadutida é um duplo agonista GLP-1/glucagon em
estudo pré-clinico indicado para tratar DM2 e tem efeito antiobesidade. Camundongos
C57BL/6 obesos induzidos por dieta foram tratados por quatro semanas com cotadutida na
dosagem de 30nmol/kg.O estudo teve como objetivo investigar os efeitos da cotadutida em
modelo de camundongo obeso, enfatizando tecido adiposo branco epididimario (TABe),
inflamacdo e estresse do reticulo endoplasmatico (RE). A cotadutida reduziu a massa corporal
e a intolerancia a glicose/resisténcia a insulina e aumentou a sensibilidade a insulina em
camundongos obesos. Além disso, a cotadutida teve efeitos benéficos nos marcadores
plasmaticos leptina, adiponectina, proteina quimioatraente de mondcitos 1, resistina,
interleucina 6 e fator de necrose tumoral alfa, e reduziu marcadores pré-inflamatorios e do
estresse do RE no TABe. A cotadutida também teve efeitos favoraveis nos aspectos
estruturais do TABe, com reducdo de genes relacionados a hipertrofia, proliferacdo de
adipdcitos e apoptose. Em conclusdo, em camundongos obesos a cotadutida leva ao
emagrecimento e controla a resisténcia a insulina, com melhora na sensibilidade a insulina. A
cotadutida diminuiu as citocinas inflamatérias do tecido adiposo, assim como o estresse do
RE, com reducdo da hipertrofia e apoptose de adipdcitos. Esses sdo efeitos muito favoraveis
no tratamento do DM2 e obesidade associada, que sinalizam positivamente para a cotadutida
como medicamento em analise pré-clinica.

Palavras-chave: Duplo agonismo GLP-1/Glucagon. Inflamacdo. Adipdcito. Analise
molecular. Camundongos.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Thamiris Ferreira de Oliveira Cotadutida (analogue to oxyntomodulin) and
epididymal white adipose tissue in obese mice. 2023. 46 f. Dissertagdo (Mestrado em
Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Obesity and inflammation of adipose tissue are associated with insulin resistance and
type 2 diabetes mellitus (DM2). Cotadutida is a double agonist GLP-1/glucagon in preclinical
study indicated to treat DM2 and has anti-obesity effect. Diet-induced obese C57BL/6 mice
were treated for four weeks with coductide at a dosage of 30nmol/kg. The study aimed to
investigate the effects of coductide in an obese mouse model, emphasizing epididymal white
adipose tissue (EWAT), inflammation and endoplasmic reticulum (ER) stress. Cotadutide
disrupted body mass and glucose intolerance/insulin resistance and increased insulin
sensitivity in obese mice. In addition, codutide had beneficial effects on plasma markers
leptin, adiponectin, monocyte chemoattractant protein 1, resistin, interleukin 6 and tumor
necrosis factor alpha, and pro-inflammatory and ER stress markers in BAT. Cotadutide also
had effects considered on the related aspects of the TABe, with reduction of markers related
to hypertrophy, adipocyte perspective and apoptosis. In conclusion, in obese mice, coductide
leads to weight loss and controls insulin resistance, with improvement in insulin sensitivity.
Cotadutide absorbed inflammatory cytokines from adipose tissue, as well as ER stress, with
reduced adipocyte hypertrophy and apoptosis. These effects are very satisfactory in the
treatment of DM2 and associated obesity, which indicate positively for its use as a drug in
preclinical analysis.

Keywords: GLP-1/Glucagon dual agonism. Inflammation. Adipocyte. Molecular analysis.
Mice.
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INTRODUCAO

A obesidade ¢ uma doenca cronica, multifatorial, prevalente em adolescentes e adultos
que estd com crescente incidéncia no mundo ocidental (Bluher, 2019). Classificada como uma
epidemia global, a obesidade gera um grande problema de saude publica por prejudicar a
qualidade de vida e produzir um 6nus econémico significativo aos sistemas de saude
(Okunogbe et al., 2022).

O armazenamento do excesso de lipidios decorrente da supernutricdo expande e remodela
0s depositos adiposos que passam a ser disfuncionais, promovendo deposicéo de gordura em
tecidos ectdpicos, inflamacdo tecidual, resisténcia a insulina e disfuncdo metabdlica
progressiva (Maharjan et al., 2021).

O tecido adiposo possui duas formas principais, tecido adiposo branco (TAB) e tecido
adiposo marrom (TAM). O TAB é composto por grandes adipécitos uniloculares e poucas
mitocondrias, relacionado a lipdlise, lipogénese e armazenamento de energia através do
triacilglicerol. Além de secretar diversas citocinas e horménios capazes de regular maltiplos
processos fisioldgicos, homeostaticos e imunes (Sakers et al., 2022), possui papel chave no
desenvolvimento de doencas adversas associadas a obesidade como diabetes mellitus do tipo
2 (DM2), doencas cardiovasculares, acidente vascular cerebral e cancer (Aaseth et al., 2021).

O TAM ¢é formado por adipdcitos multiloculares, altamente vascularizados e ricos em
mitocondrias (Pilkington et al., 2021). Escasso em humanos adultos, mas abundante em
recém-nascidos e roedores nas regides interescapular e perirrenal, 0 TAM se diferencia por
ser especializado em dissipar energia na forma de calor (termogénese), em que a proteina
desacopladora 1 (UCP1) cataboliza a energia armazenada, promovendo aumento do gasto
energético e perda de peso (Yuko e Saito, 2021; Zhang et al., 2021). Além disso, adipdcitos
marrons secretam adipocinas especiais, conhecidas como batocinas, que tém funcdes
metabdlicas significativas (Martins et al., 2022b).

TAB e TAM possuem plasticidade para alterar sua estrutura e metabolismo conforme o
estado fisioldgico e as condi¢bes ambientais do organismo, transdiferenciando-se de forma
reversivel (Cinti, 2018). Logo, quando h& alta demanda termogénica, depositos do TAB
subcutaneo (TABs) podem apresentar o “escurecimento” de adipdcitos, devido ao aumento do

conteido em mitocéndrias, gerando adipécitos beges, termogénicos (Pilkington et al., 2021).
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O TAB visceral (TABvV) tem associacdo com o metabolismo e a inflamagéo (Kawai et al.,
2021). Isso ocorre porque os depositos de gordura visceral s&o metabolicamente mais ativos e
sensiveis ao estimulo lipolitico, relacionados a sindrome metabdlica (lbrahim, 2010).

Em roedores, identificamos o TABs e TABvV (com distribuicdo perigonadal, epididimario
em machos e periovariano em fémeas) (Borges et al., 2020; Mandarim-de-Lacerda et al.,
2021). O TABUV epididimaério se localiza na parte inferior do abdome, conectado ao epididimo,
sendo a porcdo adequada e mais utilizada em camundongos machos para a avaliacdo de
citocinas e marcadores pro-inflamatorios (Chusyd et al., 2016; Mandarim-de-Lacerda et al.,
2021)

Camundongos C57BL/6 submetidos ao consumo crénico de dieta hiperlipidica constituem
um modelo muito frequente em estudos de obesidade com o olhar translacional para a doenca
em humanos (Lutz e Woods, 2012). Portanto, camundongos C57BL/6 com dieta hiperlipidica
aumentam a lipogénese, o que resulta em dislipidemia, intolerancia a glicose, resisténcia a
insulina/DM2, obesidade e doenca hepética gordurosa nao alcodlica (Fraulob et al., 2010;
Reis-Barbosa et al., 2022b).

Ao atingirem seu limite de expansdo celular e tecidual, os adipdcitos respondem ao
estresse promovendo inflamac&o, fibrose, hipdxia, secrecdo alterada de adipocinas e disfungéo
mitocondrial (Figura 1).

Figura 1 — Obesidade e inflamacdo no TAB

HIPERTROFICOS/
DISFUNCIONAIS

ADIPOCITOS {

— Visceral

HIPOXIA | - }INFILTRAGAO DE
ADIPOCINAS | |, CELULAS IMUNES

M1 1 Inflamatorias i
[ — _ (MCP-1)
Mz D | l Anti-inflamatcrias |

*M1>>M2 *M1>>M2

@ Adipocito em apoptose

A,
\f @) Macrofago M1
Macréfago M2

= p Adipocina Inflamatéria
} RESISTENCIA A . e
INSULINA @®  Adipocina anti-Inflamatéria

INFLAMACAO CRONICA

Fonte: A autora, 2023.
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A expansdo patologica do TAB induz a deposi¢do ectopica de gordura em outros
tecidos e nos depositos viscerais, processo definido como lipotoxicidade, que esta relacionado
a resisténcia a insulina sistémica. A hipertrofia excessiva promove hipoxia devido a
insuficiéncia vascular, reduzindo a oxigenacdo dos depdsitos de gordura. Este processo
intensifica a secrecdo de adipocinas inflamatorias e diminui a expressdo da adiponectina e do
fator de regulacdo induzivel de hipoxia (Figura 1) (Longo et al., 2019).

A ma oxigenacdo do TAB inicia e sustenta a inflamacéo crénica de baixo grau, além
de promover o estresse do reticulo endoplasmatico (RE) e producdo de espécies reativas de
oxigénio (Nono Nankam et al., 2021; Taherkhani et al., 2021). A consequente apoptose dos
adipocitos induz a infiltracdo e acimulo de macréfagos no TAB, sendo observadas estruturas
em forma de coroa ao redor dos adipdcitos e a polarizacdo dos macrofagos residentes para um
fenotipo pro-inflamatdrio (M1) que expressa 6xido nitrico (Martins et al., 2022a).

As estratégias clinicas para o tratamento da obesidade incluem dieta, exercicios,
cirurgia bariatrica e uso de medicamentos promotores do gasto energético e da saciedade
(Bartesaghi et al., 2022; Conlon et al., 2022). Os agonistas de peptideo-1 semelhante ao
glucagon (GLP-1) tém crescido na indicacdo ao tratamento do DM2 e obesidade devido seus
efeitos anorexigenos e hipoglicemiantes (Vianna et al., 2016; Davies et al., 2021).

Os agonistas duplos, nova classe de agentes terapéuticos, tém ganhado importancia
porque apresentam potencial superior ao monoagonismo GLP-1 no controle da obesidade. Ha
varios potenciais agonistas duplos e triplos que foram recentemente autorizados, ou estdo em
analise pela Food and Drug Association dos Estados Unidos, entre os quais a Cotadutida
(Spezani e Mandarim-de-Lacerda, 2022).

O horménio intestinal Oxintomodulina (OXM) é produzido pelas células L no
intestino delgado, provendo uma acéo balanceada dos receptores GLP-1 e glucagon, atuando
como duplo agonista desses receptores (Holst et al., 2018; Nielsen et al., 2020). Como
resultado, a OXM aumenta 0 gasto energético, inibe o apetite e induz a perda de massa
corporal em individuos obesos. Entretanto, sua meia-vida curta (~10 min) limita sua
utilizag&o clinica (Scott et al., 2018) pois necessitaria ser administrada vérias vezes ao dia. Por
isso, analogos da OXM resistentes a dipeptidil peptidase IV foram desenvolvidos (Ambery et
al., 2018).

O acetato de cotadutida (COT) € um exemplo de duplo agonista GLP-1/GR em
desenvolvimento (estudo em fase 2), que opera de forma semelhante a OXM na glicemia,
gasto energético e perda de peso, com meia vida estendida devido a modificagdes quimicas

que viabilizam sua administracdo uma vez ao dia (Henderson et al., 2016). Sendo indicado
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para o tratamento de obesidade, esteatohepatite ndo alcoodlica e doenca renal crénica associada
ao DM2 (Nahra et al., 2021).

Os mecanismos de acdo da COT no metabolismo energético e no apetite ainda ndo sao
completamente conhecidos, o que indica a necessidade de mais estudos. A hipotese deste
trabalho é que a COT aumenta o gasto energético e diminui o consumo alimentar promovendo
balanco energético negativo e diminuicdo da massa corporal, com alteracGes na estrutura e
fisiologia do TAB. Logo, a COT (agonista GLP-1/glucagon), indicado para o tratamento do
diabetes do tipo 2, pode ter efeito benéfico no tecido adiposo branco, com reducdo de
marcadores inflamatdrios e do estresse do reticulo endoplasmatico, que sdo fatores frequentes
na obesidade.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos da COT em modelo de camundongo obeso, enfatizando o

metabolismo do tecido adiposo branco epididimario.

1.2 Objetivos especificos

a) Awvaliar a alteracdo da massa corporal;

b) Realizar dosagens plasmaticas: colesterol total, triacilglicerol, insulina, adiponectina,
leptina, IL-6, MCP1, Resistina e TNF-alfa;

c) Avaliar metabolismo de glicose;

d) Calcular a massa e a area transversal média dos adipécitos epididimario;

e) Avaliar a expressao génica da via lipidica, inflamatoria, apoptética, proliferativa e do

estresse do reticulo endoplasmatico por gPCR.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais e dieta

Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica Animal local (protocolo
CEUA n° 002/2021) e os procedimentos foram conduzidos de acordo com as normas para
testes em animais (NHI Pub. No. 85-23, revisado em 1996) e as recomendagbes ARRIVE
(Percie du Sert et al., 2020). Os animais foram mantidos em caixas ventiladas em condic6es
controladas (20 £ 2 °C, ciclo claro/escuro 12h/12h) e livre acesso a agua e comida (Nexgen,
Allentown Inc., PA, EUA).

Camundongos machos C57BL/6 com trés meses de idade (n=40) foram divididos
aleatoriamente em dois grupos e mantidos por 10 semanas (Figura 2) consumindo dieta
controle (n=20, C, 10 % de energia de lipidios, 14 % de proteinas e 76 % de carboidratos) ou
dieta hiperlipidica (n=20, HF, 50 % de energia de lipidios, 14 % de proteina e 36 % de
carboidratos). Os ingredientes foram incorporados ao preparo das dietas, sendo as dietas
fabricadas pela PragSolucdes (Jau, SP, Brasil) seguindo as recomendagdes do American
Institute of Nutrition (AIN93M) (Reeves et al., 1993; Aguila et al., 2021). A Tabela 1 fornece

detalhamento da composicédo das dietas.

Figura 2 — Desenho dos grupos experimentais

- <

d
n=40 I I Ia I
C57BL/6 C C
HF cc 26 semanas
HF
12 semanas HFC

Legenda: Grupos C, controle; HF, high-fat; CC, controle e cotadutida; HFC, high-fat e cotadutida.
Fonte: A autora,2023
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Tabela 1 — Composicéo e contetido energético das dietas

Dietas

Ingredientes (g/kg)

HF
Caseina (85% proteina) 140 175
Amido de milho 620.7 348.0
Sacarose 100 100
Oleo de soja 40 40
Banha - 238
Fibra 50 50
Mistura de vitaminas 10 10
Mistura mineral 35 35
Cisteina 1.8 1.8
Colina 2.5 2.5
Antioxidante 0.008 0.008
Total (g) 1.000 1.000
Energia (kJ/kg) 15916 20920
Carboidratos (%) 76 36
Proteina (%) 14 14
Lipideo (%) 10 50

Legenda: dieta controle (C) e hiperlipidica (HF).
Fonte: Adaptado de Aguila et al., 2021.

2.2 Tratamento com Cotadutida

A COT (AstraZeneca, Gaithersburg, MD, EUA) foi administrada diariamente por via
subcutanea na dosagem de 30 nmol/kg, durante quatro semanas. Os grupos ndo tratados
receberam um volume igual de veiculo (Propilenoglicol, Tween 80, tampé&o fosfato pH 7,5)
por via subcutanea (Figura 2). A dose de COT foi escolhida baseada em uma investigacao
anterior (Henderson et al., 2016) na qual foram comparadas doses de 10 nM/kg e 30 nM/kg.
Assim, em camundongos obesos tratados por 30 dias com COT, os resultados do teste de
tolerancia a glicose foram semelhantes para ambas as doses, enquanto o peso corporal foi

reduzido em 30 % e 21 % com as doses de 30 nM/kg e 10 nM/kg, respectivamente. Portanto,
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para maximizar as respostas metabolicas & COT, escolheu-se a dose de 30 nM/kg e
tratamento de 30 dias. De acordo com a referéncia citada, esta dose esta na faixa segura em
termos de tolerabilidade pelos animais. Em humanos a seguranca e o perfil farmacocinético
da COT suportam dosagem uma vez ao dia de doses inferiores a 150 ug, que podem ser
seguidas por uma titulacdo para doses mais altas até 300 pug (Ambery et al 2018; Ali et al,
2022).

Figura 3 - Divisdo dos grupos experimentais para administracdo da cotadutida

Dose didria: Injecio ! !l -

subcu.tanea Fie veiculo C57BL/6
(Propilenoglicol, n=40
Tween 80, tampado

fosfato pH7,5).

VEicuLO COTADUTIDA +VEiCULO
‘ n=20 n=20 ‘

C HF CcC HFC
n=10 n=10 n=10 n=10
v

4 SEMANAS

Legenda: C, controle; HF, high-fat; CC, controle e cotadutida; HFC, high-fat e cotadutida.
Fonte: A autora,2023

2.3 Peso corporal, consumo alimentar e energético

O peso corporal (PC) foi medido semanalmente (sexta-feira ao meio-dia). A ingestao

alimentar foi avaliada diariamente, determinando a diferenca entre a dieta colocada nas
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gaiolas e a dieta restante apds 24h. A ingestdo energética foi estimada como o produto da
ingestdo alimentar e a energia da dieta.

2.4 Coleta de sangue e extracao de tecidos

Animais foram anestesiados apds seis horas de jejum (Ketamina, 240 mg/kg, Xilazina,
30 mg/kg). O sangue foi coletado por puncdo cardiaca e o plasma foi separado por
centrifugacdo (712 rpm,15min). Depdsitos do TABe foram dissecadas, pesados e preparados
para microscopia de luz e analise molecular (armazenada a —80°C). Para microscopia, 0S
fragmentos foram fixados em formalina tamponada (formaldeido 1,27 mol/L em 0,1 tampé&o
fosfato e pH 7,2) e incluidos em Paraplast plus (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Os blocos
foram seccionados com 5 pm de espessura e os cortes foram corados com hematoxilina e

eosina.

2.5 Andlise bioguimica

Usamos a tecnologia Multiplex Biomarker da Luminex XMAP (MMHMAG-44 K-08,
Millipore, Billerica, MA, EUA) para medir IL-6, Insulina, MCP1, Resistina e TNF-alfa. Além
disso, triacilglicerol (TAG) e colesterol total (CT) foram medidos com kits comerciais
(Bioclin System Il, Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil). Usamos ELISA (ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica, Millipore, Merck, Temecula, CA, EUA) para medir insulina
(EZRMI-13K), leptina (EZML-82K) e adiponectina (EZMADP-60K) com o leitor ELX800
(BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA)
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2.6 Teste oral de tolerancia a glicose, resisténcia a insulina (FIRi) e sensibilidade a
insulina (QUICKI)

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi obtido antes (semana 10) e ap06s
(semana 14) o tratamento. Inicialmente, os animais ficaram em jejum por seis horas e tiveram
0 sangue coletado da veia da cauda e a glicemia foi medida (glicometro AccuChek, Roche,
SP, Brasil). Finalmente, os animais receberam sobrecarga com solucdo de glicose a 25 %, 2
g/kg por gavagem orogastrica, tendo o sangue coletado nos tempos 15, 30, 60 e 120 min para
medicdo da glicemia. Por fim, foram analisadas as curvas de evolugdo da glicemia e as
respectivas areas sob as curvas (GraphPad Prism v. 9.4.1 for Windows, San Diego, CA,
EUA).

Além disso, calculamos o indice de resisténcia a insulina em jejum (FIRi = (glicemia
de jejum x insulina de jejum)/25) (Duncan et al., 1995) e o indice quantitativo de verificacdo
de sensibilidade a insulina (QUICKIi = 1/ (log(10) + log(G0)), sendo 10 a insulina em jejum
(em pU/mL), e GO a glicemia de jejum (em mg/dL) (Katz et al., 2000).

2.7 Area transversal média dos adip6citos

Analisou-se em laminas coradas com hematoxilina e eosina, cinquenta adipécitos
aleatoriamente em cada grupo, em imagens digitais obtidas de cortes ndo consecutivos do
TABe (microscopio Leica DMRBE, Wetzlar, Alemanha, cdmera Infinity 5.1, Lumenera,
Ottawa, Canadd). Resumidamente, a densidade de volume dos adipécitos (Vv [adip] foi
obtida por contagem de pontos na tela do sistema digital, analisada com o software
STEPanizer 1.0, a densidade numérica de adipocitos por area (QA [adip]) em contagem
numa area-teste conhecida (considerando as linhas de exclusdo)(Gundersen, 1977).

A area média dos adipdcitos (®[adip]) foi determinada pela relacdo entre Vv [adip] e 0
dobro da QA [adip] (Mandarim-de-Lacerda, 2003; Mandarim-de-Lacerda e Del-Sol, 2017):

_ Vvladip]
— 2.0Q4[adip]
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2.8 Reagdo quantitativa em tempo real em cadeia da polimerase (RTqPCR)

O RNA foi extraido apds homogeneizacdo de 30 mg de TABe e adicdo de Trizol
(Invitrogen, Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA). Primeiro, 1 pg de RNA tratado com
DNAse | foi quantificado (Nanovue Spectroscopy, GE Healthcare Biosciences, Pittsburgh,
PA, EUA). Em seguida, o cDNA foi sintetizado a partir do RNA mensageiro (MRNA) das
amostras usando o primer oligo para mRNA e Transcriptase Reversa Superscript 1l
(Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA). Os genes alvo estdo indicados na Figura
4. Em seguida, os genes e Sybergreen Mix foram adicionados ao cDNA e analisados com o
termociclador CFX96 (Bio Rad, Hercules, CA, EUA) para quantificar a reacdo em cadeia da
polimerase. A expressdo de cada gene alvo foi normalizada usando a proteina de ligacdo a
TATA (TBP) como controle endogeno. A razdo de expressdo de mRNA foi calculada usando
a equacado 2 -AACT, onde -ACT significa a diferenca entre o numero de ciclos do gene alvo e

o0 controle endogeno (Rao et al., 2013).

2.9 Analise estatistica

Primeiro confirmou-se a distribuicdo normal dos dados (teste Shapiro-Wilk para
amostras pequenas) e a homogeneidade das variancias (teste de Bartlett). Em seguida,
apresentou-se a média e o desvio padrdo dos resultados. As diferencas entre os dois grupos
foram analisadas com o teste t de Student e correcdo de Welch. Finalmente, com quatro
grupos, as diferencas foram testadas com andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores e
pos-teste de Tukey. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o
P-valor <0,05 (GraphPad Prism v.9.4.1 para Windows, GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA).



Figura 4 - Sequéncias dos primers

Primers Forward Reverse

Adipog GTAGGTGAAGAGAACGGCCT GGGAGCAAGTCAGTGGACTC
Atf4 CCGAGATGAGCTTCCTGAAC ACCCATGAGGTTTCAAGTGC

Bcl2 CTTCAGGGATGGGGTGAACT ATCTCCCTGTTGACGCTCTC
Casp3 GGGAGCAAGTCAGTGGACTC GGGAGCAAGTCAGTGGACTC
Chop CTGCCTTTCACCTTGGAGAC CGTTTCCTGGGGATGAGATA
Col6a3 GCAATGCATGAGACCCTCTG ACTCAAGGCCCTTCTGACTC
Fabpd  GCGTAAATGGGGATTTGGTC CTCCTGTCGTCTGCGGTGATT
Fasn TCGAGGAAGGCACTACACCT CACCCACTGGAAGCTGGT AT
Gadd45 GCGAGAACGACATCAACATC GTTCGTCACCAGCACACAGT
Has?2 TGTGAGAGGTTTCTATGTGTCCT ACCGTACAGTCCAAATGAGAAGT
116 TTCTTGGGACTGATGCTGGT CAGGTCTGTTGGGAGTGGTA

Lep CCTGTGGCTTTGGTCCTATC TGATGAGGGTTTTGGTGTCA
Pparg CACAATGCCATCAGGTTTGG GCTGGTCGATATCACTGGAGATC
Thbp CAAACTCTGACCACTGCACC CTGCGGTACAATTCCAGAGC
Tnfa CCACCACGCTCTTCTGTCTA CTGATGAGAGGGAGGCCATT

Legenda: Adipog, Adiponectina;Atf Fator ativador de transcri¢do; Bcl, Linfoma de células B;

Casp, Caspase; Chop, Col6a3, Coldgeno tipo 6, cadeia alfa 3; Has2, Hialuronano sintase 2; Lep,
Leptina; Proteina homéloga a C/EBP; Fabp, Proteina de ligagio de &cidos graxos; Fas, Acido graxo
sintase; Gadd, Parada de crescimento e dano ao DNA,; I, Interleucina; Ppar, Receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma; Thp, Proteina de ligacdo a TATA, Tnf, Fator de necrose tumoral.

Fonte: A autora,2023.
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3 RESULTADOS

3.1 Peso corporal, ingestdo de alimentos e energia

Os animais iniciaram a pesquisa sem diferenca no peso corporal. No entanto, este aumentou
apos 10 semanas de experimentacdo sendo maior no grupo HF que no grupo C (+11 %),
permanecendo maior até a 14® semana (+18 %). Apds o tratamento, o grupo HFC apresentou
reducdo do peso corporal em relagcdo ao grupo HF (16 %) (Figura 3). A ingestdo alimentar
foi menor, mas com maior ingestdo energética no grupo HF comparado ao grupo C. A COT

ndo alterou a ingestao alimentar ou energética nos animais (Tabela 3).

Grafico 1- Peso corporal
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Legenda: Grupos: C, controle; HF, high-fat; CC, controle e cotadutida; HFC, high-fat e cotadutida. *P< 0,05,

***P< (0,001.
Fonte: A autora, 2023.

3.2 Triacilglicerol, colesterol total, adiponectina e leptina

TAG (+12 %) e CT (+21 %) foram maiores no grupo HF do que no grupo C, mas reduzidos
em HFC vs. HF (TAG, —12 %; CT, —15 %) (Tabela 3).
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Adiponectina foi menor no grupo HF vs. C (—44 %) e maior em HFC vs. HF (+43 %). A
leptina foi maior no grupo HF vs. C (+156 %) e reduzida em CC vs. C (-51 %) e HFC vs. HF

(—45 %) (Tabela 3).

Tabela 2 - Biometria e bioquimica. Média+DP, P<0,05 quando 2C, ®#HF

Dados C CcC HF HFC
Ingestdo de alimentos,
g/dia/animal

. 102 semana, n=20 2,9+0,23 2,710,332

J 142 semana, n=10 3,0+0,06 3,0+0,01 2,7+0,33% 2,60,22
Ingestdo de energia,
kJ/dia/animal

. 102 semana, n=20 46,1+3,64 56.0+6.89?

e  143semana, n=10 47,4+0,98 47,5+0,13 55.6+6.82% 54,5+4,52
Plasma, n=5/grupo
Adiponectina, 10°pg/mL 13,0+1,51 13,0+1,33 7.3+0.48% 10.4+1.39°
CT, mg/Dl 47,5+3,81 47,8+2,65 57.6+2.76% 48.7+2.30°
Glicemia de jejum mmol/L 6,8+1,07 6,7+0,76 8,2+0,92 7,4+0,45
IL-6, pg/mL 9.0x2.24 11.7+2.02 14.1+2.772 17,1+2,40
Insulina, pMol/L 11,0+1,54 10.9+1.07 23.9£3.432 13.5+2.23°
Leptina, 102 pg/mL 41,2+6,22 20.242.75% 105.4+2.512  57.7+13.86°
MCP-1, pg/mL 25,0+2,64 31.8+3.26% 32.5+2.76% 31,8+5,04
Resistina, pg/ml 10.1+1.42 9,9+2,02 17.1+2.892 10,8+0,68°
TAG, mg/dL 284,7+15,61  281,3+18,18 318.0+6.59°  278.6+18.38"
TNF-alfa, pg/mL 3,5+1,20 4.1+1.66 5.0+2.13 3,9+1,39
FIRi 3,0+0,86 2,9+0,58 7.9+£1.672 4.0+0.69"
QUICKIi 0,5+0,03 0,5+0,03 0,440,022 0,5+0,02°

Legenda: FIRI, resisténcia a insulina em jejum; Il, interleucina; MCP, proteina quimioatraente de mondcitos;
QUICKI, indice quantitativo de verificacdo de sensibilidade a insulina; TAG, triacilglicerol; CT,
colesterol total; TNF, fator de necrose tumoral. Grupos: C, controle; HF, high-fat; CC, controle e
cotadutida; HFC, high-fat e cotadutida.

Fonte: A autora,2023.
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3.3 Glicemia em jejum, insulina, FIRi e QUICKi

A glicemia em jejum nao foi diferente entre os grupos. No entanto, houve intolerancia oral a
glicose no grupo HF na 10? semana comparado ao grupo C, que durou até a 142 semana. A
COT restaurou a tolerancia a glicose em HFC vs. HF (Figura 4).

Houve hiperinsulinemia no grupo HF vs. C (+115 %), que foi reduzida pela COT em HFC vs.
HF (45 %). O FIRi foi maior em HF vs. C (+157 %), mas menor em HFC vs. HF (-50 %).
Consequentemente, 0 QUICKi diminuiu no grupo HF vs. C (-18 %), mas aumentou em HFC
vs. HF (+15 %) (Tabela 3).

Gréfico 2 - Teste oral de tolerancia a glicose
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Legenda: A - TOTG, semana 10; B — TOTG, semana 14. Os dados sdo média £ SD. Grupos: C, controle; HF,
high-fat; CC, controle e cotadutida; HFC, high-fat e cotadutida. *P< 0,05, ***P< 0,001. Fonte: A autora, 2023.

3.4 Perfil inflamatério (dosagens plasmaticas)

MCP-1 (+30 %), resistina (+70 %) e IL6 (+60 %) apresentaram valores plasmaticos maiores
no grupo HF em comparacdo com o grupo C. A COT néo alterou os valores de MCP-1 e IL6,
mas diminuiu a resistina (HFC vs. HF, —37 %). TNF-alfa ndo se alterou nos grupos (Tabela
3).
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3.5 Tamanho dos adipdcitos e massa do coxim de TABe

Observou-se adipdcitos hipertrofiados no grupo HF em comparacdo com o grupo C, que
foram diminuidos pela COT (Figura 5A). A massa do TABe aumentou no grupo HF vs. C
(+125 %) e diminuiu em HFC vs. HF (40 %) (Figura 5B). A area seccional média dos
adipdcitos foi maior em HF vs. C (+50 %), mas diminuiu em HFC vs. HF (-35 %) (Figura
5C).

Grafico 3 - Dados do tecido adiposo branco epididimario
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Legenda: A — Adipdcitos representativos (fotomicrografias com a mesma ampliac&o, coloragdo de hematoxilina
e eosina); B — massa do TABe; C - Area média dos adipécitos em corte transversal. Os dados s&o média
+ SD. Grupos: C, controle; HF, high-fat; CC, controle e cotadutida; HFC, high-fat e cotadutida. **P<
0,01, ***P< 0,001.

Fonte: A autora, 2023.

3.6 Metabolismo lipidico

Fas (+97 %), Pparg (+90 %) e Fabp4 (+264 %) aumentaram no grupo HF vs. C, mas foram
reduzidos em HFC vs. HF (Figura 6A-C).
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Gréfico 4 - Expressdes génicas do metabolismo lipidico do TABe
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Legenda: A — Fas, Acido graxo sintase; B- Pparg, receptor-gama ativado por proliferador de peroxissoma; C
Fabp4, proteina de ligagdo a &cidos graxos; D - Col6a3, colagenase 6; E —Has2, hialuronano sintase 2.
Os dados sdo média + desvio padrdo. Grupos: C, controle; HF, high-fat; CC, controle e cotadutida;
HFC, high-fat e cotadutida. **P<0,01, ***P<0,001.
Fonte: A autora, 2023.

3.7 Matriz extracelular

As expressdes de Col6a3 (+180 %) e Has2 (+130 %) cresceram em HF vs. C, mas foram
menores em HFC vs. HF: Col6a3 (-85 %) e Has2 (—83 %) (Figura 6D-E).

Gréfico 5 - Expressdes génicas da matriz extracelular do TABe
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Legenda: D - Col6a.3, colagenase 6; E —Has2, hialuronano sintase 2. Os dados sdo média + desvio padréo.
Grupos: C, controle; HF, high-fat; CC, controle e cotadutida; HFC, high-fat e cotadutida. **P<0,01,
***P<0,001

Fonte: A autora, 2023.
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3.8 Perfil inflamatdrio (expressdo génica)

A expressao do gene da Adipog foi menor no grupo HF em comparagdo com o grupo C (-35
%), mas aumentou em HFC vs. HF (+130 %) (Figura 7A). Lep (+107 %) e Tnfa (+69 %)
também foram aumentados em HF vs. C, e diminuidos em HFC vs. HF (Lep, —93 %; Tnfa, —
79 %) (Figuras 7B-C). O grupo HF ndo apresentou aumento na expressdo do gene 116 em
relacdo ao grupo C. No entanto, a COT diminuiu 116 em HFC vs. HF (—42 %) (Figura 7D).

Grafico 6 - Expressdes dos genes inflamatérios do TABe
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Legenda: A — Adipoq, adiponectina; B -Lep, leptina; C — Tnfa, fator de necrose tumoral alfa; D — IL6,
interleucina 6. Os dados sdo média + desvio padrdo. Grupos: C, controle; HF, high-fat; CC, controle e
cotadutida; HFC, high-fat e cotadutida. *P< 0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001.

Fonte: A autora, 2023
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3.9 Estresse do reticulo endoplasmatico, apoptose e proliferacéo celular

As expressdes dos genes Gadd45 (+142 %, Figura 8A) e Chop (+183 %, Figura 8B)
foram alteradas em HF vs. C, exceto Atf4 (Figura 8C). No entanto, a COT diminuiu todas
essas expressdoes em HFC vs. HF. Em HF vs. C, Casp3 foi aumentada (+27 %, Figura 8D), e
Bcl2 foi diminuido (-50 %, Figura 8E). No entanto, em HFC vs. HF, Casp3 (77 %) e Bcl2

(+419 %) foram reduzidas.

Gréfico 7 - Apoptose do TABe e expressdes génicas do estresse do RE
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Legenda: A -Gadd45, parada de crescimento e inducéo de dano ao DNA; B — Chop, ativador do fator de
transcricdo 4; C — Atf4, proteina homoéloga a C/EBP; D — Casp3, caspase 3; E — Bcl2, linfoma de células
B2. Os dados sdo média + SD. Grupos: C, controle; HF, high-fat; CC, controle e cotadutida; HFC, high-
fat e cotadutida. *P< 0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001.

Fonte: A autora,2022
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3.10 ANOVA de dois fatores: dieta e cotadutida

Os resultados da ANOVA de dois fatores (dieta, cotadutida e interacdo entre dieta e
cotadutida) sdo mostrados na Tabela 4. O primeiro bloco de dados incluiu 17 analises
relativas a biometria, alimentacdo, ingestdo energética e andlises plasmaticas. O segundo
bloco de dados refere-se a 14 expressdes génicas no TABe.

No primeiro bloco de dados a dieta foi responsavel por alterar 16 medidas (94 %), a
COT e ainteracdo entre dieta e COT alterou 12 medidas (71 %).

No segundo bloco de dados a dieta alterou 10 genes (71 %), a COT alterou todos os

genes (100 %) e houve interacdo entre dietae COT em 12 genes (86 %).

Tabela 3 — Andlise de variancia de dois fatores (continua)

% da variagao e significancia do teste.

| Dados Dieta Cotadutida  Dieta vs. Cotadutida

| % P-valor % P-valor % P-valor
Adipdcito 23,4 <0,001 22,8 <0,001 8,1 0,02
Adiponectina 63,8 <0,001 9,37 0,01 8,5 0,01
Colesterol total 31,2 <0,001 19,1 0,006 21,4 0,003
Consumo alimentar 67,4 <0,001 3,09 ns 3,6 ns
Consumo energético 49,6 <0,001 0,2 ns 0,3 ns
FIRi 442 <0,001 20,1 <0,001 17,9 0,001
Glicemia 31,5 0,01 56 ns 3,0 ns
IL-6 51,3 <0,001 154 0,02 0,03 ns
Insulina 459 <0,001 214 <0,001 20,2 <0,001
Leptina 62,5 <0,001 285 <0,001 4,3 0,002
Massa corporal 324 <0,001 37,8 <0,001 14,5 <0,001
Massa TABe 454 <0,001 18,2 0,005 9,5 0,03
MCP1 18,6 0,03 11,9 ns 18,3 0,03
QUICKi 50,1 <0,001 13,3 0,010 11,8 0,01
Resistina 32,2 <0,001 22,6 0,002 19,9 0,003
TNF-alpha 44 ns 0,6 ns 6,6 ns

Triacilglicerol 13,1 0,04 25,7 0,007 18,5 0,02



Tabela 3 — Andlise de variancia de dois fatores (continuacéo)

Genes
Adipoq
Atf4
Bel2
Casp3
Col6a3
Fabp4
Fas
Gadd45
Has2
116

Lep
Pparg
Tnfa

10,7

ns

ns

ns
0,03
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,008
0,002
ns

<0,001

58,1
50,4
65,1
88,0
52,6
45,1
68,7
73,5
59,9
62,5
66,0
31,1
76,3

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

19,2
17,6
22,5
1,6
24,6
32,6
8,4
6,6
17,4
0,04
19,3
37,8
7,0

0,002
0,009
<0,001
ns
<0,001
<0,001
0,002
0,003
<0,001
ns
<0,001
<0,001
<0,001

Fonte: A autora,2023.

34



35

4 DISCUSSAO

Camundongos obesos induzidos por dieta foram tratados com COT durante 4 semanas,
apresentando apos o tratamento, perda de peso, melhora na homeostase de glicose, diminuigdo
da resisténcia e aumento da sensibilidade a insulina, resultados estes que a literatura ja
conhecia experimentalmente (Henderson et al., 2016). Também observamos reducdo da
inflamacédo e de reguladores adipogénicos e lipogénicos, acompanhados pela diminuicdo da
massa do TABe, menor area média de adipécitos e atenuagdo do estresse do RE, sem
alteracdo significativa da ingestdo alimentar e consumo energético dos animais tratados.

Quando combinados na dosagem farmacoldgica correta, GLP-1/Glucagon minimizam
0 aumento da glicemia, preservando os efeitos lipoliticos e a perda de peso (Sanchez-Garrido
et al., 2017). A COT é um duplo agonista que combina a a¢do hipoglicemiante e anorexigena
do GLP-1 (Eriksson et al., 2020) com os efeitos lipoliticos, termogénicos e insulinotrpicos
do glucagon (Alexiadou e Tan, 2020).

Nosso trabalho demostrou que a COT promoveu a perda de peso, entretando seu
efeito anorexigeno ndo resultou em diferenca significativa na ingestdo alimentar e energética
dos animais tratados, como relatado na literatura (Henderson et al., 2016). Esse
comportamento alimentar pode ser atribuido ao fato da dieta HF ser mais energética do que a
dieta C, causando saciedade. Além de sugerir que o efeito da COT na reducdo da massa
corporal ndo atua somente atraves da reducdo da ingestdo alimentar, mas pode estar envolvido
também no aumento do gasto de energia, capaz de contribir para a perda de peso em roedores
e humanos (Henderson et al., 2016; Parker et al,2022).

Apesar do glucagon aumentar a producao hepatica de glicose, o agonismo balanceado
do GLP-1/Glucagon em uma propor¢cdo de aproximadamente 5:1 glp-1 para atividade de
glucagon compensou os aumentos induzidos (Parker et al,2022), controlando a glicemia de
camundongos obesos sem prejudicar os niveis de glicose em repouso (Henderson et al.,
2016). Em um ensaio clinico de fase 2a a COTA foi eficaz em atenuar a glicemia de jejum e
pos-prandial em pacientes com DM2 (Ambery et al., 2018). No presente estudo, 0s animais
do grupo HFC apresentaram reducdo da toleréncia oral a glicose e da resisténcia a insulina
que estava aumentada no grupo HF.

A obesidade leva a uma alteragdo fenotipica no tecido adiposo, com hipertrofia e
geragdo de novos adipdécitos (hiperplasia) (Ghaben e Scherer, 2019). A remodelacdo do TAB

envolve angiogénese, hipoxia e inflamagéo, que levam a diversas alteragdes estruturais e
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funcionais (Vishvanath e Gupta, 2019). O tamanho, plasticidade e variabilidade dos
adipdcitos sdo um desafio para a compreensdo da complexidade dos subtipos de adipocitos
em diferentes depositos (Yang Loureiro et al., 2022). A COT afetou a adipogénese, alterando
a remodelacéo do tecido adiposo, reduzindo a massa do TABe e a area de adipocitos de forma
paralela a perda de peso. No nivel tecidual, os genes Pparg, Fas e Fabp4 associados ao
metabolismo lipidico, maturacdo e diferenciacdo de adipdcitos também foram afetados,
havendo reducdo de suas expressdes, indicando possivel inibicdo da diferenciacéo
adipogénica e acumulo de lipidios no TABe (Moseti et al., 2016).

A lipolise basal elevada nos adipécitos hipertréficos prejudica a mobilizacdo de
gordura e promove o transbordamento de &cidos graxos livres (AGL) para locais ectopicos,
gue ndo sdo projetados para armazenamento de lipidios (Longo et al., 2019). A hiperlipidemia
com niveis elevados de AGL no plasma é uma disfuncdo metabolica associada com a
resisténcia a insulina (Guo, 2014). Agonistas de GLP-1/Glucagon, em comparagdo com 0S
monoagonistas GLP-1, tém sido mais eficientes na reducdo do TAG e CT (Nestor et al.,
2022) devido ao efeito adicional do glucagon no gasto de energia e no metabolismo lipidico
(Henderson et al., 2016; Darbalaei et al,2020). Nossos achados em camundongos obesos
concordam com esses relatos.

O TABe ¢ a principal fonte de citocinas pré-inflamatérias como IL-6, TNF-alfa,
leptina e uma anti-inflamatdria como adiponectina (Battineni et al., 2021). A hipertrofia dos
adipdcitos que ocorre na obesidade induz a liberacdo de adipocinas que estimulam o sistema
imunoldgico em um fenotipo pré-inflamatorio (Saltiel e Olefsky, 2017) afetando a secrecédo
de citocinas, metabolismo dos adipdcitos e sensibilidade a insulina (Stolarczyk, 2017). Nossos
dados foram coerentes com os de individuos obesos que apresentam aumento da TNF-alfa,
IL-6, leptina, resistina (Li et al., 2020) e niveis reduzidos de adiponectina (Engin, 2017),
promovendo uma resposta inflamatoria persistente e de baixo grau (Unamuno et al., 2018).
Os resultados atuais destacaram o efeito benéfico da COT na restauracdo da leptina, resistina
e adiponectina em camundongos obesos.

A matriz extracelular (MEC) do tecido adiposo de camundongos regula a funcdo dos
adipdcitos e a sensibilidade a insulina em condi¢des fisiopatologicas (Guglielmi et al., 2015).
A MEC de camundongos expressa colageno VI, que libera endotropina como produto de
clivagem (Col6a3), aumentando citocinas pro-inflamatorias, resisténcia a insulina, fibrose,
acumulo anormal de lipidios e diminuicdo da fosforilacdo da lipase hormdnio sensivel (Zhao
et al., 2016). Além disso, o glicosaminoglicano hialuronan ¢é associado & migracdo celular,

inflamacdo e adipogénese. A isoforma de hialuronan Has2 é abundante em camundongos
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(Caon et al., 2021; Zhu et al., 2021) e tem papel no desenvolvimento da obesidade e
resisténcia a insulina em camundongos obesos (Kang et al., 2013). Nossos camundongos
obesos mostraram aumento de expressdes de Col6a3 e Has2. COT diminuiu essas expressoes
indicando efeitos benéficos no tecido adiposo.

A resisténcia a insulina esta ligada diretamente ao aumento do estresse do RE (Cheng et al.,
2020). O consumo continuo de alimento com alto teor de gordura e a consequente
lipotoxicidade podem levar ao acimulo de proteinas mal dobradas ou desdobradas, afetando a
homeostase do RE e aumentando o estresse do RE (Ajoolabady et al., 2022).

A inflamagdo € um componente primario do estresse do RE e obesidade, que tem
permeado os estudos feitos no laboratério da UERJ (Pontes-da-Silva et al., 2022; Reis-
Barbosa et al., 2022a). Além disso, a expressao de Atf4, Chop e Gadd45 sob estresse continuo
resultam em apoptose (Rasheva e Domingos, 2009). Consequentemente, a atenuacdo do
estresse do RE pode contribuir para o tratamento de alteracbes metabdlica na obesidade
(Menikdiwela et al., 2021). Portanto, é notavel que a COT diminuiu os reguladores de
estresse do RE no TABe de camundongos obesos.

A COT também apresentou resultado significativo sobre os componentes de proteases
ICEM/CED-3 que desempenham papel na inflamacdo e funcionam como um fator pro-
apoptético (Casp3 é um membro da familia de proteases ou caspases do &cido cisteina-
aspartico) (Alnemri et al., 1996). Em contraste, a Bcl2 é um fator anti-apoptose (Mahmoud e
El-Sakhawy, 2011). Em camundongos obesos, a Casp3 foi aumentada e Bcl2 foi diminuida,
um achado esperado na obesidade com resisténcia a insulina (Tinahones et al., 2013). E
notavel que a COT, por sinergia, tenha regulado esses genes no TABe de camundongos

obesos.



Figura 5 — Resumo gréfico

Resisténcia a insulina

Aumento da sensibilidade a insulina

SERICO

5 " tLipogénese SERICO
JAdiponectina tAdipogénese ‘1 Adiponectina
1 Leptina {Estressedo RE J Leptina
™ I6 { 1Apoptose N\ J Resistina
1 mce1 . PCR{Y]
 Resistina !

GLr1 GCC
cs78LE C578L6

DIETA HF

14 semanas

Fonte: A autora,2023.



39

CONCLUSOES

O modelo de camundongo obeso induzido por dieta desenvolve alteracbes metabdlicas e
organicas compativeis com humanos obesos, incluindo acumulo de gordura branca visceral. O
duplo agonismo GLP-1/Glucagon tem efeitos benéficos no tratamento da obesidade com
resisténcia a insulina, promovendo perda de peso, melhora da intolerancia oral a glicose e da
resisténcia a insulina. Alem disso, COT suprime reguladores adipogénicos e lipogénicos na
gordura epididimaria de camundongos obesos, diminuindo os marcadores pro-inflamatorios,
estresse do RE e apoptose dos adipdcitos. Esses achados sugerem uma apreciacao favoravel
ao duplo agonismo GLP-1/Glucagon que esta em avaliacdo pelas agéncias reguladoras para se

tornar um medicamento de uso humano.
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