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RESUMO

SPEZANI, Renata. Cotadutida (agonista duplo GLP-1/glucagon) afeta o pancreas, tecido
adiposo marrom e hipotdlamo de camundongos obesos. 2025. 94 f. Tese (Doutorado em
Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

Obesidade e Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2): Um Impacto Multifacetado. A obesidade
combinada com o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) induz alteragdes profundas nas células alfa e beta, no
tecido adiposo marrom (TAM) e nos neuropeptideos hipotalamicos. As células beta, como reguladoras
chave da producéo de insulina, continuam sendo o principal alvo para terapias de reposicdo celular e
regeneragdo, visando o tratamento do DM2. Estratégias atuais concentram-se em estimular a
proliferagdo das células beta e promover sua maturidade funcional. Paralelamente, uma abordagem
terapéutica emergente envolve a reprogramacéo de diferentes tipos celulares em produtores de insulina.
Nesse contexto, as células alfa destacam-se como candidatas promissoras devido & sua semelhanca
fenotipica com as células beta e a acessibilidade do seu genoma para transdiferenciacdo. Cotadutida:
Um Novo Agonista Dual do Receptor GLP-1/Glucagon. A cotadutida, um novo agonista dual dos
receptores GLP-1/glucagon, apresenta potencial para melhorar a arquitetura e a funcdo das ilhotas
pancredticas, remodelar o TAM interescapular, aumentar a termogénese e modular os neuropeptideos
hipotaldmicos. Este estudo investigou os efeitos da cotadutida em camundongos obesos. Camundongos
machos C57BL/6, com 12 semanas de idade, foram alimentados com dieta controle (C, 10% kJ de
gordura) ou dieta hiperlipidica (HF, 50% kJ de gordura) por 10 semanas. Posteriormente, 0s animais
foram divididos em quatro grupos e tratados diariamente por 30 dias com inje¢Oes subcutaneas de
cotadutida (30 nmol/kg) ou veiculo: C, CC (controle + cotadutida), HF e HFC (hiperlipidica +
cotadutida). Principais Achados e Efeitos da Cotadutida. A administracdo de cotadutida no grupo
HFC resultou em perda de peso significativa e melhora na sensibilidade a insulina. Esses beneficios
foram evidenciados pelo aumento na expressdo de substrato do receptor de insulina 1 e da familia de
carreadores de soluto 2 nas ilhotas pancreaticas isoladas. Além disso, a cotadutida estimulou fatores de
transcri¢do associados a transdiferenciacdo das células das ilhotas e minimizou o estresse do reticulo
endoplasmatico (RE). No TAM, a cotadutida reverteu a hipertrofia dos adipécitos, o desarranjo
estrutural e o acumulo de lipidios observados no grupo HF. Ademais, promoveu a termogénese,
aumentou a temperatura corporal, melhorou a angiogénese e a lipélise, além de estimular a biogénese
mitocondrial. No hipotalamo, o tratamento com cotadutida no grupo HFC melhorou a expressdo de
genes relacionados ao equilibrio energético e suas vias de sinalizagao associadas, indicando modulagéo
do eixo intestino-cérebro. Conclusbes e Implicacdes. Concluindo, este estudo demonstra que a
cotadutida exerce beneficios significativos em camundongos obesos, incluindo redugéo de peso, melhor
controle glicémico e aumento da sensibilidade & insulina. A cotadutida também melhorou a remodelagéo
adversa das ilhotas pancreaticas, aprimorando marcadores de transdiferenciacdo, proliferacdo, apoptose
e estresse do RE. Além disso, seus efeitos termogénicos no TAM interescapular e seu papel na
modulac&o do equilibrio energético através do eixo intestino-cérebro oferecem novas perspectivas sobre
seus mecanismos de agdo. Esses achados destacam os potenciais beneficios translacionais da cotadutida
para o tratamento da obesidade e do DM2.

Palavras-chave: Ceélulas beta. Dieta hiperlipidica. Neuropeptideos hipotaldmicos. Termogénese.
Transdiferenciacao.



ABSTRACT

SPEZANI, Renata. Cotadutide (a dual agonist of GLP-1/glucagon) affects the pancreas,
brown adipose tissue, and hypothalamus of obese mice. 2025. 94 f. Tese (Doutorado em
Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

Obesity and Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM): A Multifaceted Impact. Obesity combined with
T2DM induces profound alterations in alpha- and beta-cells, brown adipose tissue (BAT), and
hypothalamic neuropeptides. Beta cells, as key regulators of insulin production, remain a primary target
for cell replacement and regenerative therapies aimed at treating T2DM. Current strategies focus on
enhancing beta-cell proliferation and promoting functional maturity. Meanwhile, an emerging
therapeutic avenue involves reprogramming various cell types into insulin-producing cells. Among
these, alpha cells stand out as promising candidates due to their phenotypic similarity to beta cells and
their genomic accessibility for transdifferentiation. Cotadutide: A Novel Dual GLP-1/Glucagon
Receptor Agonist. Cotadutide, a novel dual GLP-1/glucagon receptor agonist, holds potential for
improving islet cell architecture and function, remodeling interscapular BAT, enhancing thermogenesis,
and modulating hypothalamic neuropeptides. This study explored the effects of cotadutide in obese
mice. Twelve-week-old male C57BL/6 mice were fed either a control diet (C, 10% kJ fat) or a high-fat
diet (HF, 50% kJ fat) for ten weeks. Subsequently, the animals were divided into four groups and treated
daily for 30 days with subcutaneous injections of cotadutide (30 nmol/kg) or vehicle: C, CC (control +
cotadutide), HF, and HFC (high fat + cotadutide). Key Findings and Effects of Cotadutide. Cotadutide
administration in the HFC group resulted in significant weight loss and improved insulin sensitivity.
These benefits were evidenced by increased expression of insulin receptor substrate 1 and solute carrier
family 2 in isolated pancreatic islets. Additionally, cotadutide enhanced transcription factors associated
with islet cell transdifferentiation and alleviated markers of endoplasmic reticulum (ER) stress. In BAT,
cotadutide reversed adipocyte hypertrophy, structural disarray, and lipid accumulation observed in the
HF group. Furthermore, cotadutide promoted thermogenesis, increased body temperature, enhanced
angiogenesis and lipolysis, and stimulated mitochondrial biogenesis. In the hypothalamus, cotadutide
treatment in the HFC group improved the expression of genes linked to energy balance and associated
signaling pathways, indicating modulation of the gut-brain axis. Conclusions and Implications. In
conclusion, this study demonstrates that cotadutide exerts profound benefits in obese mice, including
weight reduction, enhanced glycemic control, and improved insulin sensitivity. Cotadutide also
ameliorated adverse remodeling of pancreatic islets by improving markers of transdifferentiation,
proliferation, apoptosis, and ER stress. Additionally, its thermogenic effects on interscapular BAT and
its role in energy balance modulation through the gut-brain axis provide new insights into its
mechanisms of action. These findings highlight the potential translational benefits of cotadutide for
addressing obesity and T2DM.

Keywords: Beta cells. High-fat diet. Hypothalamic neuropeptides. Thermogenesis.

Transdifferentiation.
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INTRODUCAO

A obesidade contribui para a disfuncdo das ilhotas pancreaticas através da inflamacéo
cronica dos tecidos e do excesso de nutrientes disponiveis que causam hipertrofia
compensatéria das células beta, insuficiéncia dessas células e resisténcia a insulina [1]. Este
insulto pode progredir para danos relativos ou absolutos a funcdo das células beta e diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) [2], Os mecanismos moleculares relacionados a flexibilidade adaptativa
da funcéo das células beta fornecem uma visdo mais aprofundada sobre a patogénese do DM2
[3].

A hiperglicemia crénica causa um desequilibrio na homeostase do célcio intracelular,
causando um acumulo de proteinas mal dobradas no reticulo endoplasmatico (RE) das células
beta, levando a disfuncdo dessas células [4]. O estresse cronico do RE leva a reprogramacéo
transcricional e translacional da funcdo das células beta e dos reguladores de identidade, o que
indica uma elevada plasticidade adaptativa nessas células [5].

No pancreas, cinco células compartilham perfis epigenéticos semelhantes, compondo as
ilhotas pancreaticas secretoras de hormonios: glucagon (células alfa), insulina (células beta),
somatostatina (células delta), grelina (células épsilon) e polipeptidio pancreatico (células PPP)
que sdo essenciais para regular a homeostase da glicose [6]. Apesar de serem caracterizadas
como uma populacdo celular estavel e terminalmente diferenciada, as células enddcrinas
apresentam maior plasticidade quando estressadas [7].

As células beta sdo o foco principal para substituicdo celular e terapias regenerativas no
tratamento do DM2. O conceito de reparo enddgeno é uma promessa consideravel como
estratégia para restabelecer a massa de células beta e atingir a normoglicemia em individuos
com DM2. Assim, abordagens vidveis tém como alvo subpopulacGes distintas de células beta
para aumentar a proliferacdo ou melhorar a maturidade celular [8].

Por outro lado, transformar diferentes tipos de células em células produtoras de insulina
poderia ajudar a melhorar o controle da glicose [9]. As células pancreaticas ndo beta, como
células alfa, delta, ductais e acinares, tém um perfil epigenético semelhante as células beta e
podem ser reprogramadas [10, 11].

No entanto, as células alfa sdo as candidatas mais atraentes para o tratamento do DM2, uma
vez que sdo semelhantes em desenvolvimento as células beta, facilitando a reprogramacéo [12].
Notavelmente, as células alfa tém um genoma acessivel e sdo, portanto, suscetiveis a

transdiferenciacdo [13]. Além disso, sob condicGes fisiologicas, a massa de células beta é
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regulada através da replicacdo ou transformacdo de células alfa, controlada através de um
estagio celular conhecido como “célula beta virgem”, que constitui um nicho neogénico nas
periferias das ilhotas pancreaticas em humanos e camundongos [14].

Fatores de transcricdo de células alfa e beta humanas revelam padrdes de expressao menos
especificos durante o desenvolvimento do péncreas fetal. Durante os estagios iniciais de
desenvolvimento, Pdx1 e Nkx6.1 sdo amplamente expressos em todo o epitélio pancreético em
desenvolvimento, mas estdo restritos ao seu destino entre 13 (treze) e 15 (quinze) semanas de
gestacdo [15]. Outros fatores de transcri¢do, como Arx e Nkx2.2, ja ficam direcionados as suas
respectivas linhagens com 9 (nove) semanas de gestacdo [16].

A Figura 1 esquematiza os principais fatores de transcricdo que regulam o desenvolvimento
do péancreas enddcrino e os processos de diferenciacdo das células alfa e beta. Vale ressaltar
gue muitos desses fatores transcricionais contemplam os dois tipos de células que compartilham
uma origem comum do desenvolvimento e exibe transcriptomas e epigenomas sobrepostos
[13]. Portanto, séo os alvos mais estudados para o tratamento do diabetes.

Além disso, as células beta também sofrem transdiferenciacdo. As células beta em ilhotas
pancreaticas humanas infectadas com SARS-CoV-2 produziram niveis mais baixos de insulina,
enquanto o glucagon e a tripsinal aumentaram, 0 que mostrou uma maior expressdo de
marcadores de células alfa e acinares, sugerindo transdiferenciagdo celular pos-infecgdo [17].
Além disso, a delecdo da resposta ao estresse do RE, mediada pela proteina de ligacdo ao fator
X-box 1 (Xbpl), em células beta adultas de camundongos leva a transdiferenciacéo beta para
alfa e ao aumento da massa de células alfa desativando genes de identidade de células beta,
como insulina, Pdx1, Nkx6.1, Beta2 e Foxal [18].

A Figura 2 ilustra a potencial transdiferenciacdo de células alfa para beta resultante de
intervencdes em receptores que afetam os fatores de transcri¢do. Os receptores podem coexistir

nas células beta, mediando a funcéo das células enddcrinas nas ilhotas pancreaticas.
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Figura 1. Fatores de transcricdo na diferenciacdo de células alfa e beta
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Legenda: Arx, homeobox relacionado a aristaless; Foxa2, forkhead box A2; Isl1, fator de transcri¢do ISL1; Insm1,
insulinoma associado 1; Maf, familia de oncogenes de fibrossarcoma musculoaponeurético v-maf;
Neurod1, diferenciagéo neurogénica 1; Ngn3, neurogenina 3; Nkx, NK homeobox; Pax, caixa pareada;
Pdx1, homeobox 1pancreético e duodenal; Rfx6, fator regulador X, 6.

Nota: Ngn3 aumenta durante o desenvolvimento embrionario e afeta todas as celulas endocrinas — pancreaticas.
Neurodl é necessario para a diferenciacdo inicial de células alfa e beta. Rfx6 reduz Ngn3. Isll ativa a
transcrigdo de Arx em células alfa. Isl1 e Pdx1 regulam os genes ligados a insulina estimulada por glicose
nas células beta. Arx inicia a diferenciacéo, inibe Pax4 e Foxa2 completa a diferencia¢do das células alfa.
MafB mantém a fungdo das células alfa e Pax6 promove a producdo de glucagon. MafB participa da
diferenciacéo de células beta durante a fase embrionaria. Ngn3 ativa o Insm1 na diferenciagdo enddcrina
pancreatica, e o Insm1 tem um papel no desenvolvimento da linhagem de células beta pancreaticas. Pax4 e
Nkx2.2 estdo ligados a linhagem de células beta. Nkx6.1 reduz Nkx2.2 na transcri¢do de células beta
pancreaticas. Nkx6.1 gera células beta funcionais junto com Pdx1. MafA aumenta a expressdo do gene da
insulina.

Fonte: A autora, 2024.
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Figura 2. Representacdo hipotética da conversdo de células alfa em células tipo beta mediada
por fatores transcricionais
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Legenda: GABA, é4cido gama-aminobutirico; GLP1R, receptor de GLP1; GPR, receptor acoplado a proteina G;
GPRC6A, membro A da familia de receptores acoplados a proteina G; MafA, familia de oncogenes de
fibrossarcoma musculoaponeurético v-maf, Proteina A; Nkx6.1, NK6 homeobox 1; Pax4, caixa pareada
4; Pdx1, homeobox 1 pancreético e duodenal.

Nota: A - A nicotinamida ativa 0 GPR e inibe a apoptose das células beta; B - A insulina exdgena ativa o receptor
de insulina e inibe a apoptose das células beta; C - O GABA ativa o receptor GABA A e inibe os fatores
de transcricdo das células alfa, aumenta o fator de transcri¢do das células beta e aumenta o nimero relativo
de células 'bihormonais', expressando insulina e glucagon ; D - Incretinas (mono, duplas ou triagonistas)
ativam o GLP1R e potencializam fatores transcricionais (Pax4, Pdx1, Nkx6.1 e MafA); E - A osteocalcina
ativa 0 GPRC6A e aumenta os fatores transcricionais, principalmente Pdx1, para controlar a proliferacéo
de células beta.

Fonte: A autora, 2024.

Medicamentos antidiabéticos clinicamente aprovados, baseados em incretinas,
restringem a transdiferenciacdo de células beta em alfa, diminuindo o dano as células beta e a
resisténcia a insulina [19]. A terapia medicamentosa antidiabética favorece a transdiferenciagdo
de células alfa para células beta pancreaticas [20] como, por exemplo, a administragdo de
liraglutida a longo prazo em camundongos adultos com DM2 preserva a capacidade de
neogénese pancredtica a partir do botéo primitivo [21].

Além disso, a adigdo exdgena de insulina ou GABA em um cenario de estresse grave
de células beta levou a transdiferenciacdo de células alfa em direcdo a linhagem de células beta
'bi-hormonais’ positivas para insulina/glucagon em camundongos [22]. Ademais, a

nicotinamida, um fator na diferenciacéo das células-tronco em células beta, reduziu a apoptose
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de células beta [23], indiretamente tornando a avaliacdo da massa de celulas beta um achado
significativo para inferir sobre a fungéo das células beta [24, 25].

A polifarmacoterapia pode ativar vias de transdiferenciacdo de células de ilhotas
aditivas ou redundantes simultaneamente. Uma abordagem farmacoldgica tripla (insulina mais
GLP-1-estrogénio) foi testada para aumentar a eficacia de ambos os medicamentos e, mais
especificamente, reduzir a necessidade de insulina. A terapia combinada restaurou a tolerancia
padrdo a glicose, aumentou a secrecdo de insulina estimulada pela glicose e aumentou a
contagem de células beta [26].

A suplementacdo de osteocalcina aumentou a expressdo nuclear de Pdx1 e Nkx6.1 em
camundongos LDLr-/-, indicando aumento da identidade das células beta pancreéticas [27]. A
osteocalcina se liga e ativa o receptor GPRC6A regulando a proliferacdo de células beta e a
secre¢do de insulina [27, 28].

Além disso, os efeitos de curto e longo prazo da taurina nas células beta pancreaticas
foram suscetiveis a forma como ela interagiu com GLP-1, forscolina, tolbutamida e
despolarizacdo da membrana, contribuindo para o efeito antiapoptético do GLP-1 [29].

Embora a transdiferenciacdo seja uma estratégia potencial para o tratamento do DM2,
persiste uma limitacdo quanto a possibilidade de as células enddcrinas se transdiferenciarem
em células beta em individuos com doenca pancreética, uma vez que experimentos de
rastreamento de linhagem ndo podem ser realizados em humanos [9]. Células polihormonais
também sdo observadas durante o desenvolvimento pancreatico normal em humanos. No
entanto, é incerto se essas células sofrem desdiferenciacao para um estado mais embrionario ou
se transdiferenciam em outro tipo de célula enddcrina [7]. A sequéncia de eventos — se a
transdiferenciacdo enddcrina precede a reprogramacao — permanece nao elucidada em humanos
e roedores.

Como evidéncias experimentais e clinicas demonstraram que o tecido adiposo marrom
(TAM) é funcional em humanos adultos [30, 31], ele tem sido considerado um complemento
ao controle da obesidade. O objetivo € preservar os adipdcitos marrons e estimular o
desenvolvimento de precursores marrons pré-existentes [32], estimulando a termogénese
adrenérgica adaptativa [33].

Além disso, a associacdo entre obesidade e alteracbes metabolicas relacionadas a
resisténcia a insulina e ao descontrole da glicemia que levam ao DM2 e ao aumento do risco de
doencas coronarianas [34], podem se beneficiar da ativacdo do TAM. O TAM é um local
essencial de eliminacdo de glicose, depuracdo de triglicerideos e agdo da insulina, sendo,

portanto, potencialmente um alvo no controle da obesidade e suas comorbidades [35], por
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exemplo, nas terapias que utilizam agonista do receptor do peptideo semelhante ao glucagon
tipo 1 (GLP-1R) [36]. Além disso, no modelo de obesidade, o transplante de TAM de animais
magros para animais obesos leva a perda de peso em animais obesos com melhora das
comorbidades [37].

Uma caracteristica essencial dos adipdcitos marrons € o seu contelldo mitocondrial e
atividade termogénica [38, 39]. As mitocondrias produzem calor pelo vazamento de H (+)
através de sua membrana interna para o espaco da membrana sob a regulacdo da proteina
desacopladora (UCP) -1 e do transportador ADP/ATP [40]. No entanto, mecanismos
termogénicos independentes de UCP1 expandem a funcdo dos adip6citos marrons e beges na
homeostase energética [41].

Intervengdes nutricionais de longo prazo contribuem nao farmacologicamente para
aumentar a massa € a atividade do TAM, ajudando no controle da obesidade [42]. Além disso,
a beta-oxidacdo mitocondrial de &cidos graxos de cadeia longa ajuda a manter o fen6tipo dos
adipdcitos marrons durante a ativacdo e quiescéncia [43].

Dentro do sistema nervoso central (SNC), numerosas populaces neuronais expressam
GLP-1R, incluindo ndcleos hipotalamicos cruciais para a regulacéo do balango energético [44].
Além disso, muitas areas extra hipotaldmicas possui sitios de ligacdo para GLP-1. Foi
demonstrado que a administracdo periférica de GLP-1 ativa neurdnios em diferentes regies do
SNC, sugerindo a existéncia de locais cerebrais acessiveis pela corrente sanguinea [45].

A contribuicdo hipotaldmica para o controle do balanco energético é especialmente
evidente nos neurénios dos ndcleos arqueado (ARC) e paraventricular (PVN) [46]. As vias
envolvidas na saciedade e no apetite em casos de obesidade s&o parcialmente conhecidas [47,
48]. O objetivo é o equilibrio dos neuropeptideos orexigenos (neuropeptideo Y - NPY e
peptideo relacionado a agouti - AgRP) e neuropeptideos anorexigenos (pro-opiomelanocortina
—POMC - e transcrito regulado por cocaina e anfetamina - CART) e como o0s peptideos podem
ser modulados por diferentes dietas e drogas [49-51].

A administracdo central de GLP-1 resulta na reducdo dos niveis de NPY e AGRP,
enquanto eleva a expressdo de POMC e CART durante o jejum. A ativacdo do GLP-1 no SNC
ndo apenas inibe a ingestdo de alimentos, mas também controla a regulacdo glicémica [52].
Adicionalmente, o GLP-1 no cérebro influencia o metabolismo de lipidios no tecido adiposo
branco (TAB) e a termogénese no TAM por meio da ativacdo do sistema nervoso simpatico
(SNS). Com base em evidéncias de que o glucagon (GCG) pode promover a termogénese do

TAM por agdes no SNC, sugere-se que os agonistas GLP-1R/GCGR intensificam a atividade
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do SNS no TAM, promovendo a termogénese e contribuindo para o controle do equilibrio
energético [53].

Em contraste com 0s agentes antidiabéticos mais antigos, estudos em larga escala
centrados na seguranca cardiovascular, combinados com a falta de efeitos adversos
potencialmente fatais, como a hipoglicemia [54], estabeleceram tratamentos baseados na
utilizacdo do agonista de GLP -1R como pedra angular no tratamento do DM2. A perda de peso
promovida pelo GLP-1R estd associada a reducdo da mortalidade em pacientes com DM2,
melhorando as comorbidades relacionadas e reduzindo a necessidade de medicamentos para
hiperglicemia, hipertensdo e hiperlipidemia [55].

A sinalizacdo sustentada do GLP-1R leva a diminuicdo do apetite e da ingestdo
alimentar, resultando na consequente reducao do peso corporal. Assim, foram desenvolvidos
analogos do GLP-1R, modificando sua estrutura quimica para resistir a degradacdo pela
dipeptidil-peptidase 4 (DPP4) que permite uma dosagem mais conveniente, seja diaria ou
mesmo semanalmente [56] (Fig. 3A).
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Figura 3. Agonismo duplo GLP-1R/GCGR comparado ao monoagonista GLP-1R
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Legenda: DPP4, dipeptidil peptidase 4; GCGR, receptor de glucagon; GLP1R, receptor de GLP1; OXM,

oxintomodulina.

Nota: A - A ativacdo do GLP-1RA melhora o controle glicémico, reduz o peso corporal, mas aumenta os efeitos
gastrointestinais adversos. B - A ativacdo do GCGR reduz a ingestdo de alimentos e aumenta o gasto
energético. Analogos de OXM resistentes a DPP4 foram desenvolvidos para estender seus efeitos através de
substituicdes peptidicas. A combinacdo de GLP-1R/GCGR promove melhor controle glicémico e reduz o
peso corporal sem efeitos adversos graves.

Fonte: A autora, 2022.

No entanto, a modulacdo de multiplos alvos metabdlicos surgiu com uma nova geracao
de medicamentos que combinam dois ou trés receptores para aumentar os efeitos terapéuticos,
utilizando mais de uma via regulatéria para tratar doencas metabolicas devido a efeitos
sinérgicos de medicamentos [57].

GLP-1RA combinado com outros hormdnios intestinais, que podem ter beneficios
complementares, foram propostos em varias combinagdes de agonistas de receptores duplos ou
triplos (GLP-1 com GIP, GLP-1 com GCG e GLP-1 com GCG e com GIP) para promover o
tratamento da obesidade e DM2 e melhorar os beneficios comprovados do agonista de GLP-
1R. Além disso, esses hormonios estdo associados ao chamado efeito incretina, que ocorre
quando a glicose oral leva ao aumento da secrecédo de insulina pelas células beta pancreaticas
em comparacdo com a administracdo intravenosa de glicose [58].

O glucagon é um potencial candidato ao agonismo duplo, pois apresenta efeitos
insulinotropicos, reduz a ingestdo alimentar, melhora o gasto energético e a oxidacao de acidos
graxos, reduzindo a esteatose hepatica [56].

O gene do receptor de glucagon é expresso no figado, tecido adiposo, rim, coragéo,
baco, ovario e ilhotas pancreaticas. A expressao aumentada do receptor no figado e nos rins
torna esses Orgdos os principais responsaveis pela depuracdo do glucagon, principalmente

através da endocitose mediada pelo receptor e, em menor grau, pela protedlise endovascular



24

pela DPP4 e pela degradacéo enzimatica na membrana celular, levando a uma curta meia-vida
do glucagon no plasma circulante [59].

Embora o agonismo do GCGR parec¢a contraintuitivo como tratamento para 0 DM2
devido ao seu efeito no aumento da glicose hepatica, o glucagon pode suprimir o apetite devido
ao atraso no esvaziamento gastrico e ao aumento do gasto energético consequente ao
catabolismo de amino&cidos, ureagénese e oxidagéo de &cidos graxos [60].

GLP-1 e GCG sdo hormdnios glicorreguladores com acdes opostas na regulacdo da
glicose plasmatica. No entanto, acGes complementares na regulacdo da ingestdo alimentar e do
gasto energético sugerem que o duplo agonismo GLP-1R/GCGR poderia proporcionar
beneficios adicionais em relacdo ao agonismo de GLP-1R isolado, gerando interesse em
desenvolver agonistas duais unimoleculares estaveis, ligando a alta poténcia de GLP-1R e
GCGR [61]. Além disso, os efeitos relativos da ativacdo induzida em cada um dos receptores
sdo provavelmente cruciais para uma eficacia 6tima, uma vez que uma ativacdo robusta do
GLP1R tende a induzir eventos adversos, como nauseas [62]. Por outro lado, a regulacdo
positiva do GCGR pode aumentar a glicemia por gliconeogénese e glicogendlise, neutralizando
o melhor controle da glicemia oferecido pelo GLP-1R [63]. Portanto, residuos ndo conservados
foram substituidos nos segmentos médio e C-terminal dos peptideos para gerar agonismo duplo
GLP-1R/GCGR de alta poténcia, melhorando a dindmica conformacional do peptideo e
aumentando sua eficiéncia na ativagdo de GLP-1R em comparagdo ao GCGR [61] (Fig.3B).

Terapias agonistas duplas com doses mais baixas e efeitos sinérgicos em mais de um
receptor simultaneamente podem minimizar os efeitos adversos (Fig.4). Atualmente, 0s
compostos em desenvolvimento utilizando o eixo incretina exemplificam melhor esta
vantagem. Além disso, a secrecdo de insulina induzida pela incretina € indireta e dependente
da glicose, prevenindo assim a hipoglicemia ao recrutar a microbiota intestinal e seus

metabolitos para diversificar a resposta induzida por drogas [64].



25

Figura 4. Efeitos sinérgicos de agonismo de GLP-1R/GCGR
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Legenda: AMPc, adenosina monofosfato ciclico; GCGR, receptor de glucagon; GLP1R, receptor de GLP1; PKA,

proteina quinase A; OXM, oxintomodulina.

Nota: Estimulacdo de células beta pancreéticas por andlogos da OXM induz a secre¢do de insulina, inibindo a
secrecdo de glucagon pelas células alfa. Além disso, diminuigao dos niveis circulantes de glucagon resultam
em menor indugdo da producdo hepética de glicose. O andlogo de OXM no hepatdcito ativa a adenilil
ciclase via proteina G com subsequente geragdo de AMPc e ativacdo da PKA e outros mediadores a jusante
como modo primario de sinalizacéo intracelular.

Fonte: A autora, 2022.

A oxintomodulina (OXM) é um peptideo duplo endégeno e unimolecular GLP-
1R/GCGR secretado pelas células L do intestino delgado em resposta a ingestao de nutrientes
como um produto adicional do processamento diferencial de proglucagon intestinal [65]. Como
outras incretinas intestinais, a OXM regula o metabolismo da glicose e a secre¢éo de insulina,
reduz a ingestdo de alimentos e aumenta 0 gasto energético [66]. A secrecdo de OXM é
estimulada por nutrientes luminais, incluindo carboidratos, lipidios e proteinas [67]. Em
individuos com obesidade morbida, alteracdes nos horménios gastrointestinais, como OXM e
glicentina, estdo implicadas na supressdo pds-operatoria da ingestdo alimentar, levando a perda
de peso apos bypass gastrico em Y-de-Roux e gastrectomia vertical [68]. Além disso, a cirurgia
bariatrica pode aumentar a OXM, ativando o GLP-1R/GCGR [69].

No entanto, a utilidade clinica do OXM ¢ limitada devido a sua menor poténcia in vitro,
meia-vida curta (~ 10 min) e rapida depuracdo renal in vivo do OXM nativo, dificultando seu

desenvolvimento como tratamento de longo prazo para a obesidade [56, 70]. Assim, a
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administracdo diaria repetida de doses suprafisioldgicas (trés ou quatro vezes ao dia) de OXM
seria necessario para alcancar um efeito farmacoldgico satisfatério em humanos. Portanto,
analogos de OXM resistentes a DPP4 com efeitos prolongados foram desenvolvidos através de
substituicdes de peptideos para evitar a digestdo por protease e rapida filtracdo glomerular para
melhorar a meia-vida circulatéria in vivo [71, 72].

Adicionalmente, existem desvantagens dos agonistas GLP-1R relacionadas a eventos
adversos dose-dependentes, o que pode limitar seu uso em altas doses (nduseas intensas e outros
eventos adversos gastrointestinais). Assim, a implementacéo clinica de uma dose escalonada é
necessaria para limitar a gravidade destes efeitos [73]. Além disso, quando os efeitos
secundérios sdo consistentes e intoleraveis apds semanas/meses de titulacdo, deve ser
implementada uma dose mais baixa ou uma combinacdo de terapéuticas antidiabéticas para
evitar a descontinuacdo do tratamento [74]. Assim, o interesse em desenvolver terapias mais
eficazes e com menos efeitos adversos foi crescendo, contribuindo para o desenvolvimento de
agonistas unimoleculares duais e tri-agonistas, que atuam em dois ou mais receptores GLP-1R,
GCGR e GIPR [75], tendo como foco aumentar ou equilibrar a poténcia dos peptideos nos
receptores alvo e diminuir efeitos adversos [70].

Portanto, a relagéo de atividade entre o GLP-1 e o glucagon foi estudada para atingir o
impacto benéfico méximo de cada receptor no agonismo [76, 77]. Assim, a cotadutida
(anteriormente referido como MEDI 0382) é um agonista duplo balanceado GLP-1R/GCGR
com perfil de atividade in vitro de 5:1 GLP-1R/GCGR [78], apresentando farmacocinética
adequada para otimizar a seguranca e a eficacia [79, 80]. Nos estudos de fase 1 e 2, a cotadutida
demonstrou ter a capacidade de facilitar a perda de peso e o controle glicémico e tem potencial
para ser usado no tratamento da obesidade e do DM2 [78, 81, 82].

Além disso, a ativacdo do componente GCGR da cotadutida aumenta a funcao
mitocondrial, estimulando o gasto energético e a oxidacdo de gordura, um mecanismo essencial
na resolucdo de NASH em camundongos [69].

Em abril de 2023, a AstraZeneca decidiu encerrar 0 seu programa clinico de seu agonista
didrio de GLP1R/GCGR, a cotadutida, em favor do desenvolvimento de AZD9550, um
GLP1R/GCGR injetavel uma vez por semana.

No presente trabalho investigamos o efeito da cotadutida nos componentes da via de
transdiferenciacdo nas ilhotas pancreaticas, bem como na remodelacdo das ilhotas, na
termogénese no TAM e, finalmente, na sinalizacdo nos neurénios presentes no ARC do
hipotalamo (vias orexigenas e anorexigenas) para contribuir para o efeito da cotadutida na perda

de peso. Optamos por realizar 0 estudo em camundongos obesos induzidos por dieta (DIO)
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porque este modelo reproduz de perto a obesidade e suas comorbidades observadas em
humanos [83-85].

A hipotese desse trabalho € que a cotadutida beneficia potencialmente a funcéo das
células beta através da transdiferenciacéo celular e mitigacédo do estresse do RE, contribuindo
para a plasticidade adaptativa das ilhotas de camundongos DIO. Além disso, a cotadutida pode
atuar no aumento da termogénese no TAM interescapular, em consonancia com o aumento do
gasto energético e, para mais além, contribuir no balango da fome e saciedade através da

regulacao dos neuropeptideos orexigenos e anorexigenos presentes no hipotalamo.
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1.1 Objetivo geral

Avaliar as alteracdes estruturais e moleculares na célula beta pancreéatica, no TAM e no

hipotdlamo em camundongos obesos induzidos por dieta sob o efeito da cotadutida.

1.2 Objetivos especificos:

Avaliar as alteragfes da massa corporal, ingestdo, energia alimentar e do
metabolismo de glicose;

Analisar a histologia do pancreas, do tecido adiposo marrom e do
hipotalamo;

Analisar a expressdo génica na ilhota pancreética dos fatores de transcri¢do
relativos a identidade e funcdo de células beta, da inflamacdo e dos
marcadores de estresse do reticulo endoplasmatico;

Analisar a expressdo génica e proteica no tecido adiposo marrom dos
marcadores de termogénese e biogénese mitocondrial;

Analisar a expressao génica e proteica do hipotalamo dos marcadores de

fome e saciedade.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Para este estudo foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6, devido
a sua predisposicdo a obesidade quando alimentados com dieta hiperlipidica [86]. Os animais
foram alocados em caixas de polipropileno no biotério do Laboratério de Morfometria,
Metabolismo e Doenca Cardiovascular (LMMC), sendo mantidos em ambiente controlado de
temperatura (21+2° C) e umidade (60£10 %), ciclos de luz de 12/12h claro-escuro, com acesso
livre a comida e a agua.

Os experimentos foram realizados de acordo com as normas estabelecidas no guia
convencional para a experimentagdo com animais (Publicacdo NHI N°. 85-23, revisado em
1996). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para Cuidados e Uso de
Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (protocolo n® CEUA 002/2021).

2.2 Dieta

As dietas experimentais foram feitas pela empresa Pragsolucdes (Jau, SP, Brasil), seguindo as

recomendacdes da AIN-93, sendo a composi¢ao detalhada na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicdo e contetdo energético das dietas experimentais

COMPOSICAO(g/Kg) Grupos

C HF
Caseina 140 175
Amido de milho 620,7 348
Sacarose 100 100
Oleo de soja 40 40
Banha de porco - 238
Fibra 50 50
Mistura de Vitaminas 10 10
Mistura de Minerais 35 35
Cistina 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5
Antioxidante 0,008 0,060
Total () 1000 1000
Energia (kJ /KQ) 16000 21000
Hidrato de carbono (%) 76 36
Proteina (%) 14 14
Lipidio (%) 10 50

Legenda: Grupos: C (dieta controle), HF (dieta hiperlipidica)
Fonte: Adaptado de Reeves, Nielsen, Fahey [87]

Inicialmente, os camundongos com 12 semanas foram divididos aleatoriamente em dois
grupos (n=40 por grupo) e receberam dietas diferentes durante um periodo de dez semanas. Um
grupo recebeu dieta controle (racdo padrdo para roedores), designado como grupo C. O outro

grupo recebeu uma dieta hiperlipidica (high-fat), designado como grupo HF.

Apobs as dez semanas com as suas respectivas dietas experimentais, 0s animais dos
grupos C (n=40) e HF (n=40) foram divididos novamente em quatro grupos (n=20 por grupo)
e tratados com cotadutida (ou veiculo) por mais quatro semanas. A cotadutida foi administrada
diariamente por via subcutanea a 30 nmol/kg de peso corporal (Astrazeneca, Gaithersburg, MD,
EUA) diluida em veiculo (50 mM fosfato tampé&o, pH 7,5, contendo 1,85 % propileno glicol e
0,04 % v/v Tween 80, Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, Mo., EUA) ou apenas no veiculo [88].
Assim, foram estabelecidos quatro grupos experimentais: C (dieta controle + veiculo), CC
(dieta controle + cotadutida), HF (dieta com alto teor de gordura + veiculo) e HFC (dieta com
alto teor de gordura + cotadutida). Os grupos foram formados conforme o esquema

representado na figura 5.
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Figura 5. Desenho experimental
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Legenda: Grupos: C (controle + veiculo), CC (controle + cotadutida), HF (alto teor de gordura + veiculo) e HFC
(alto teor de gordura + cotadutida).
Fonte: A autora, 2021.

2.3 Peso corporal, ingestdo de alimentos, consumo de energia e metabolismo de glicose

Uma vez por semana, 0 peso corporal foi mensurado (terca-feira, 11h), e a ingestdo
alimentar (g/dia) foi monitorada diariamente, subtraindo-se da quantidade total de alimentos
oferecidos, a quantidade remanescente na caixa ap0s 24h. O consumo de energia foi o produto
da ingestdo de alimentos pelo valor energético da dieta (kJ/g).

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi medido antes (10% semana) e apds o
tratamento (14% semana). Os animais permaneceram em jejum por seis horas e receberam
sobrecarga de glicose (2 g glicose/kg, solucdo salina estéril a 25 %, NaCl a 0,9 %) por gavagem
oral. Amostras de sangue foram coletados na veia da cauda. A concentragéo de glicose foi
medida em zero,15, 30, 60 e 120 min (glicometro Accu-Chek, Roche, SP, Brasil) e a “area sob
a curva” foi analisada (GraphPad Prism v.9.5.1 para Windows, GraphPad Software, San Diego,
CA, EUA). Além disso, o indice de resisténcia a insulina em jejum [FIRi = glicose*insulina/25]
[89] e indice quantitativo de sensibilidade a insulina [QUICKI = 1/ (log (10) + log (G0))] [90]

foram determinados.

2.4 Termografia interescapular infravermelha

A temperatura interescapular dos animais foi obtida a temperatura ambiente em
camundongo previamente treinado e alojado em camara transparente Plexiglas especialmente

destinada a este fim. A distancia entre a cdmera e o animal foi fixada e a fotografia térmica foi
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tirada de cima com o animal em repouso, focando na regido interescapular (infrared FLIR C2
camera, FLIR Systems, Wilsonville, Oregon, EUA). Em cada animal, as analises foram

realizadas na semana 10 (antes do tratamento) e na semana 14 (apds o tratamento).

2.5 Sacrificio e extracgdo de tecidos

Os camundongos foram mantidos em jejum por seis horas e parte deles foram
submetidos a anestesia profunda com injec&o intraperitoneal 240 mg/kg de cetamina e 30 mg/kg
de xilazina, Cristalia, Itapira, SP, Brasil). O sangue foi coletado por puncéo cardiaca,
heparinizado (dalteparina de sodio, Fragmin, Pfizer, Sdo Paulo, SP, Brasil), em seguida abriu-
se a caixa toracica e o coracao foi exposto para a coleta por puncdo cardiaca de amostras
sanguineas, que em seguida, foram centrifugadas em temperatura ambiente (712 G por 15
minutos), com a finalidade de separar o plasma, sendo imediatamente estocados a -80 °C até a
realizacdo das andlises bioquimicas.

Os hipotalamos desses animais foram removidos cuidadosamente (dorsalmente pelo
talamo, ventralmente pelo quiasma éptico e caudalmente pelos corpos mamilares), congelados
em nitrogénio liquido e armazenados a -80° C para as técnicas de biologia celular e molecular.
O pancreas e o tecido adiposo marrom (TAM) interescapular foram dissecados, pesados e
mantidos em fixacdo recém-preparada (formaldeido a 4% w/v, tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,2,
48 h a temperatura ambiente) ou congelados a -80 °C para analise molecular. O TAM e o
pancreas fixados foram incorporados em Paraplast Plus (SigmaAldrich Co., St. Louis, Mo.,
USA), e os blocos foram seccionados com 5 um de espessura. Os cortes foram corados com
hematoxilina e eosina ou processados para analises imuno-histoquimicas.

Os animais destinados ao isolamento de ilhotas pancreéticas tiveram o ducto biliar
comum acessado por uma canula para insuflar o pancreas com solucdo de Hanks (14025126,
Invitrogen, CA, EUA), soro bovino (1 mg/mL) e colagenase (C9263, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) [91], dissecado e imerso em solugéo de colagenase a 37 °C (20 min). llhotas foram
coletados sob ampliacdo (Microscépio Estéreo Zoom Luxeo 4D, Labomed, CA, EUA).

Os animais destinados a perfusdo cerebral foram profundamente anestesiados e
perfundidos por pressdo pelo ventriculo esquerdo com solucéo salina a 0,9 % para a remogéo
total do sangue e, em seguida com solucéo fixadora de paraformaldeido a 4 % (PFA, tampdao

fosfato 0,1 M, PBS, pH 7,4) [92]. Os encéfalos foram isolados e rapidamente imersos em uma
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solugéo de PFA a 4 % (4 horas a 4° C). Posteriormente, foram crioprotegidos com sacarose a
30 % em PBS e mantidos durante a noite a 4 °C. Feito isso, os cérebros foram congelados em
meio de inclusdo especifico para corte (Tissue-Tek, Sakura Finetek Europa, Holanda) e
congelados em nitrogénio liquido. Finalmente, os blocos foram seccionados em plano coronal
de acordo com coordenadas estereotaxicas buscando a regido hipotalamica de interesse (regido
do ARC, Bregma —1,23 mm a—2,79 mm) [93], obtendo-se cortes com espessura nominal de 25
pum em criostato (Leica Biosystems modelo Leica CM1860) a -16+2 °C. Os cortes foram
aderidos a laminas adesivas (Leica Micro Systems, Wetzlar, Alemanha), permanecendo a -20°

C até a realizacdo da imunofluorescéncia.
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2.6 Analises plasmaéticas

As amostras de sangue coletadas no momento da eutanasia dos camundongos foram
utilizadas para avaliar quantitativamente as concentracdes plasmaticas de glicose, colesterol
total e triacilglicerol feitas por método enziméatico colorimétrico utilizando um
espectrofotbmetro automatico e Kkits comerciais de acordo com as instrucdes especificadas
(Bioclin System |1, Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil).

As concentracdes plasmaticas de adiponectina (EZMADP-60K) e GLP-1 (total)
(EZGLP1T-36BK) foram realizadas em duplicata, utilizando Kits de ensaio imunoenzimatico
(ELISA) (Millipore, Merck, Temecula, CA, EUA) com o leitor de microplacas Accuris
SmartReader UV-Vis (modelo MR9610, Nova Jersey, EUA). Além disso, amilina, peptideo C,
grelina, GIP, GLP-1 (forma ativa), glucagon, insulina, leptina, PPP e PY'Y foram medidos por
imunoensaios Biomarker Multiplex para tecnologia Luminex xXMAP, Millipore, Billerica, MA,
EUA, cat. N° MMHE-44 K).

2.7 Quantificacdo de células alfa e beta

O pancreas foi seccionado serialmente com 5 um de espessura a cada vigésimo corte ao
longo de todo o pancreas e corado com hematoxilina e eosina (HE). Os demais cortes foram
incubados com anticorpos anti-insulina (sc 9168, Santa Cruz Biotech, CA, EUA; 1:100) e anti-
glucagon (CSB PA002654, Cusabio; 1:100). Os anticorpos secundarios foram conjugados com
estreptavidina-peroxidase e revelado com diaminobenzidina liquida (DAB, Histostain Plus Kit,
Invitrogen, CA, EUA). Entéo, os cortes foram contra corados com hematoxilina. As imagens
digitais foram obtidas usando um microscépio Nikon modelo 80i e um digital DS-Ril camera
(Nikon Instruments, Inc., Nova York, EUA).

A densidade de volume das ilhotas (Vv [ilhota, pancreas]) foi estimada nos cortes
corados com HE por contagem de pontos, conforme descrito previamente [94]. Em seguida, a
massa da ilhota (M [ilhota, pancreas]) foi determinada multiplicando-se Vv [ilhota, pancreas]
e massa do pancreas. Além disso, foi estimado a densidade de volume de células alfa (Vv [célula
alfa, ilhota]) e beta (Vv [célula beta, ilhota]) por analise de imagem em cortes imunomarcados

com anticorpos anti-glucagon e anti-insulina, respectivamente.
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Resumidamente, as ilhotas foram delimitadas por ferramenta digital e as imagens
obtidas na tela de deconvolucao correspondeu as imagens DAB computadas em unidades de
intensidade de cor, assim convertidas em densidade Optica (ImageJ v. 1.53/FIJI
http://imagej.nih.gov/ij) [95]. Feito isto, as massas de células alfa e células beta foram estimadas

(o produto de Vv [célula alfa, ilhota], ou Vv [célula beta, ilhota] e M [ilhota, pancreas]) [25].

2.8 Imuno-histoquimica do TAM

Os cortes de TAM foram submetidos a recuperacao antigénica com tampao citrato (pH
6,0 a 60 °C/20 min), bloqueando a peroxidase (RE7157) e proteina (RE7158, Leica Biosystems,
VISTA, CA, EUA), depois incubados com anticorpo primario para o receptor beta-3
adrenérgico (B3AR, sc1473; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA); interleucina-6
(IL6, AB7737, Abcam, Cambridge Biomedical Campus, Cambridge, UK); receptor alfa ativado
por proliferador do peroxisoma (PPARa, CSB-945095; Cusabio, College Park, MD, EUA; e
proteina de desacoplamento 1 (UCP1, CSB025554RESHu; Cusabio College, Park, EUA). Foi
utilizado bloqueio priméario, revelado com diaminobenzidina (Método de Deteccdo de
Polimeros Novolink, RE7280-K, Leica Biosystems, Vista, CA, EUA), e contra corados com
hematoxilina. As imagens digitais foram obtidas usando o microscopio Nikon 80i e uma camera
DS-Ril (Nikon Instruments, Inc., Melville, Nova lorque, EUA).
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2.9 Imunofluorescéncia e microscopia confocal de varredura a laser

As laminas com os cortes previamente armazenados a -20° C foram retirados do
freezer para ambientacgdo, alocadas em camara umida e, em seguida, tratadas com solucéo de
PBS-Triton a 0,3 % e bloqueadas com 5 % de albumina de soro bovino durante uma hora,
imunomarcadas com os anticorpos primarios NPY (PAA879Mu01) e POMC (ab32893) ou
AgRP (sc-18634) e CART (PAA362Mu01) diluidos em PBS/BSA 1 %, permanecendo em
refrigeragdo durante a noite. Na manhé seguinte, as amostras foram lavadas e imunomarcadas
com um anticorpo secundario conjugado com fluoréforo Alexa 488 (NPY/AgRP) ou 546
(POMC/CART), contra corados com dicloridrato de 4,6-diamino-2-fenilindole (DAPI, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). Em seguida, as laminas foram montadas com slow-fade
(Invitrogen) com a finalidade de manter a fluorescéncia. Os controles negativos foram obtidos
pela omissdo dos anticorpos primarios.

Finalmente, os cortes duplamente marcados com NPY/POMC ou AgRP/CART foram
identificados e as imagens foram obtidas em microscopio confocal de varredura a laser (Leica
TCS-SPE; Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) e um atlas foi utilizado para auxiliar a
observacdo da citoarquitetura das areas do hipotalamo, compreendendo o ARC correspondente
a regido de bregma -1,23 mm a -2,79mm [93] ilustrada na figura 6.

Figura 6. Citoarquitetura das areas do hipotalamo na regido do nucleo arqueado (ARC).

2 3 4

Bregma -1.23 mm

Figure 41
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Figure 41

Fonte: Paxinos e Franklin [9é]
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2.10 Western blotting

A proteina total do TAM foi extraida usando esferas de vidro e um tampéo de lise
(RIPA, composto por Tris-HCI 50 mM, pH 7,8, NaCl 150 mM, NP-40 1 %, desoxicolato de
sodio 0,5 %, SDS 0,1 %, EDTA 1 mM, 1 nM NaF, 1 mM Na 3 VO 4 e 1 mM PMSF) contendo
inibidores, protease (P8340, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e fosfatase (P0044, Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA). Quantidades equivalentes de proteina total foram aquecidas em
tampdo de amostra contendo SDS (Laemmli, Biorad; azul de bromofenol e beta
mercaptoetanol, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) por 5 min a 100 °C e separados por SDS-
PAGE. Apos eletroforese, as proteinas foram eletrotransferidas para membranas de
transferéncia de difluoreto de polivinila (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA).

A membrana foi bloqueada por incubacdo com BSA e depois incubada com 0s
anticorpos primarios: beta-tubulina (sc-5274, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA);
B3AR (sc-1473, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA); IL6 (AB7737, Abcam,
Cambridge Biomedical Campus, Cambridge, Reino Unido); PPARa (CSB-PA945095,
Cusabio, College Park, MD, EUA); e UCP1 (sc-518024, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, EUA). A beta-tubulina serviu como controle de carga de proteinas.

A proteina total do hipotalamo foi extraida utilizando tampéo de lise e inibidores de
protease. Posteriormente, 0 homogeneizado foi centrifugado por 10 min a 4 °C e o sobrenadante
foi coletado. A concentracdo de proteina foi determinada utilizando o kit BCA (Thermo
Scientific, Rockford, IL, EUA) e padronizada para 40 pg. Apos a desnaturacao, a eletroforese
separou as proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e transferiu-as para uma membrana
de transferéncia de PVDF (n° 10600023 Amersham Hybond, GE Healthcare Life Sciences,
Piscataway, NJ, EUA). As membranas foram blogueadas com albumina de soro bovino (BSA)
5 % diluido em tampéo salino usando Tris (TBS-T, 20 mmol/L Tris/HCI, pH 7,4 e 500 mmol/L
NaCl) em temperatura ambiente por uma hora para evitar ligacdo inespecifica. Em seguida, as
membranas foram incubadas durante a noite a 4 °C com os anticorpos primarios AGRP (sc-
18634), CART (PAA362Mu0l), GCGR (CSB-PA009316LA01HU), GLP1R (CSB-
PA002699), NPY (PAA879Mu01), POMC (ab32893) e a beta-actina (sc-81178) foi utilizada
como controle de carga de proteina.

No dia seguinte, cada membrana (TAM ou hipotalamo) foi incubada com o anticorpo
secundario durante uma hora & temperatura ambiente. A expresséo proteica foi analisada por

quimioluminescéncia com reagente ECL e as imagens das bandas foram obtidas com
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ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A intensidade das bandas foi quantificada
utilizando o software FI1JI ImageJ (v. 1.52p, NIH, ImageJ.nih.gov/ij, EUA).

2.11 RT-qPCR

As ilhotas pancreéticas isoladas, 0 TAM e os hipotdlamos que foram previamente
congelados em nitrogénio liquido e estocados a -80 °C, tiveram 0 RNA total extraido utilizando
o reagente Trizol (Invitrogen, CA, EUA). Posteriormente, adicionou-se cloroférmio PA sobre
o material e este foi centrifugado (12 min a 120 G a 4 °C) para retirar residuos de DNA
remanescentes. Ao sobrenadante coletado, foi adicionado isopropanol e novamente
centrifugado, desprezando-se o sobrenadante das amostras e adicionando-se alcool 70 % para
purificar o material genético. Em seguida, o contetdo foi descartado, acrescentando-se agua
deionizada para a ressuspensdo do RNA. Finalmente, o material foi homogeneizado e levado
ao banho seco por cinco minutos.

A concentracdo de RNA foi determinada usando a espectroscopia Nanovue (GE Life
Sciences), e 1 ug de RNA foi tratado com DNAse | (Invitrogen) para eliminar qualquer residuo
de DNA e depois foi adicionado EDTA para interromper a reacdo. A sintese do cDNA da
primeira cadeia foi realizada usando iniciadores (primers) Oligo (dT) e transcriptase reversa
superscript 111 (ambos de Invitrogen) a partir do mRNA e ao terminar a sintese, o material foi
armazenado a -20°C. Para a analise, 0 material reservado foi previamente retirado do freezer
para ambientacdo e uma mistura de agua deionizada, mix SYBR® Green (Invitrogen) e primer,
foi adicionada para que o DNA fosse amplificado e quantificado. Apos a pré-desnaturacao e
ativagcdo da polimerase por 4 minutos a 95°C, 40 ciclos foram realizados (90°C durante 10
segundos e 60°C por 15 segundos) seguido de uma curva de fusdo (60 a 95°C com taxa de
aquecimento de 0,1 °C/s). Os controles negativos foram feitos em pogos em que o cDNA foi
substituido por 4gua deionizada.

O PCR quantitativo (qPCR) usou um sistema termociclador CFX96 em tempo real
(Biorad). Os primers para os respectivos tecidos (Tabela 2) foram projetados usando o software
Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). O Tbp (do inglés, TATA-box-binding protein) foi

utilizado como controle enddgeno para normalizar a expressdo dos genes selecionados. A
eficiéncia do gPCR para o gene alvo e controle enddgeno sdo aproximadamente iguais e foram

calculados atraves de uma série de diluicdo de cDNA. A razédo de expressdo do mRNA foi


http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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calculada pela equagdo 224, onde -ACT representa a diferenca entre o nimero de ciclos (CT)
dos genes alvo e do controle end6geno [96]. A nomenclatura de genes e proteinas foi utilizada
de acordo com o Comité Internacional de Nomenclatura Genética Padronizada para
Camundongos [97].



Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados no qPCR

Gene 5-3’ 3-5

Ilhota pancreética

Adipoq TACTGCAACATTCCGGGACT GTAGGTGAAGAGAACGGCCT
Arx CACCCTAAGCCTACCCAGAG TTGGCCCATACGATGCAATG
Atf4 GCCTTTTCCGGGACAGATTG GCTCATCTGGCATGGTTTCC
Bcl2 CTTCAGGGATGGGGTGAACT ATCTCCCTGTTGACGCTCTC
Casp3 GGGAGCAAGTCAGTGGACTC GGGAGCAAGTCAGTGGACTC
Chop TCACTACTCTTGACCCTGCG GACTGGAATCTGGAGAGCGA
Ctr ACTCCAGTTCTTCAGGCTCC GGCAACTGATGAATCCGGTC
Gadd45 GCAGAGCAGAAGACCGAAAG TATCGGGGTCTACGTTGAGC
Glp1r AGTCTAAGCGAGGGGAGAGA GCAAGTGTCTGAAGCCAACA
Gceg GATCATTCCCAGCTTCCCAG CTGGTAAAGGTCCCTTCAGC
Glut2 TCCCTGGGATGAAGAGGAGA CACCCACCAAAGAATGAGGC
lapp CATCCTCTCTGTGGCACTGA TGCACTTCCGTTTGTCCATC
116 TTCTTGGGACTGATGCTGGT CAGGTCTGTTGGGAGTGGTA
Irs1 CTGCCGAAGATTCCTCCTCT GCAGCTGTGTCTACCTTTCG
Lep TCAAGCAGTGCCTATCCAGA CGACTGCGTGTGTGAAATGT
Mafa CTTCAGCAAGGAGGAGGTCA GCACTTCTCGCTCTCCAGAA
Neurod1 GGTGCATCCCTACTCCTACC GGCTTTCAAAGAAGGGCTCC
Ngn3 CATCCAAGTGTCCCCAGAGA TGGGGTGGAATTGGAACTGA
Pax4 GATCCAACACCAGCTTTGCA GTTGAGTCCAGTGCAAGCTC
Pax6 CGGAGTGAATCAGCTTGGTG CATGGGTCTGCAGAATTCGG
Pcna GAGAGCTTGGCAATGGGAAC AGGTACCTCAGAGCAAACGT
Pdx1 AGGAAAACAAGAGGACCCGT GTTCAACATCACTGCCAGCT
Ramp3 TCTTCCACTGTTGTTGCTGC GTTGCACCACTTCCAGACAG
Tnfa GTGCCTATGTCTCAGCCTCT GGTCTGGGCCATAGAACTGA
TAM

Adrb3 ACAGGAATGCCACTCCAATC TTAGCCACAACGAACACTCG
Bmp8b CTATGCAGGCCCTGGTACAT AGGCCTGGACTACCATGTTG
Cidea TGGTGGACACAGAGGAGTTC GTGACTCTGGCTATTCCCGA
Nrfl GTTGGTACAGGGGCAACAGT GTAACGTGGCCCAGTTTTGT
Pgcla GCACCAGAAAACAGCTCCAA ACACAGCTTGACAGGGATGA
Ppara TCGGACTCGGTCTTCTTGA TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA
Tfam GAAGAACGCATGGAGGAGAG TTCTGGGGAGAGTTGCAGTT
Ucpl TCTCAGCCGGCTTAATGACT TGCATTCTGACCTTCACGAC
Vegfa CACGACAGAAGGAGAGCAGA CACAGGACGGCTTGAAGATG
Hipotalamo

Agrp AGAAGACAACTGCAGACCGA TCGCGGTTCTGTGGATCTAG
Calcr ACTCCAGTTCTTCAGGCTCC GGCAACTGATGAATCCGGTC
Gegr CAGCTTATGAGTGCAGGCAG AACCTTGGGAGACTACTGGC
Glplr AGTCTAAGCGAGGGGAGAGA GCAAGTGTCTGAAGCCAACA
Lep TCAAGCAGTGCCTATCCAGA CGACTGCGTGTGTGAAATGT
Lepr TGGATGGGGACGTTACCTTC ATCAGGTGACAGTGTCCAGG
Mc4r TACTCTGATGGAGGGTGC TTGGCGGATGGCACCAGTGC
Npy TCGCTCTATCTCTGCTCGTG AGAGCGGAGTAGTATCTGGC
Pomc GCTTGCAAACTCGACCTCTC TGACCCATGACGTACTTCCG
Socs3 CTCCAAAAGCGAGTACCAGC GTCGCGGATAAGAAAGGTGC
Sst GAGCCCAACCAGACAGAGAA CATTGCTGGGTTCGAGTTGG
Tacl CCAGATCAAGGAGGCAATGC TGAGAGATCTGGCCATGTCC
Gene constitutivo

Tbp CAAACTCTGACCACTGCACC CTGCGGTACAATTCCAGAGC

40
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Legenda: Adipog, adiponectina; Adrb3, receptor beta-3 adrenérgico; Agrp, neuropeptideo relacionado a agouti;
Arx, homeobox relacionado a aristaless; Atf4, ativador do fator de transcri¢do 4; Bcl2, leucemia/linfoma
de células B 2; Bmp8b, proteina morfogenética éssea; Calcr, receptor de calcitonina; Casp3, caspase 3;
Chop, transcri¢do 3 indutivel por dano ao DNA; Cidea, ativador de morte celular; Ctr, receptor de
calcitonina; Gadd45, parada do crescimento e indugdo de dano ao DNA 45; Glplr, receptor do peptideo
1 semelhante ao glucagon; Gcg, glucagon; Gcegr, receptor de glucagon; Glut2, familia de
transportadores de soluto 2 (transportador de glicose facilitado), membro 2; lapp, polipeptideo amil6ide
de ilhotas; 116, interleucina 6; Irsl, substrato 1 do receptor de insulina; Lep, leptina; Lepr, receptor de
leptina; Mafa, familia de oncogenes de fibrossarcoma musculoaponeurético v-maf, proteina A; Mc4r,
receptor de melanocortina-4; Neurodl, diferenciacdo neurogénica 1; Ngn3, neurogenina 3; Npy,
neuropeptideo Y; Nrfl, fator nuclear respiratério 1; Pax, caixa pareada; Pcna, antigeno nuclear de
células em proliferacdo; Pdx1, homeobox 1 pancreatico e duodenal; Pgcla, coativador 1 alfa do receptor
gama ativado por proliferador de peroxissoma; Pomc, pré-opiomelanocortina; Ppara, receptor alfa
ativado por proliferador de peroxissoma; Ramp3, proteina 3 modificadora da atividade do receptor
(calcitonina); Socs3, supressor da sinalizagéo de citocina 3; Sst, somatostatina; Tacl, taquiquinina 1;
Thp, proteina de ligacdo a caixa TATA; Tfam, fator de transcricdo mitocondrial; Tnfa, fator de necrose
tumoral alfa; Ucpl, proteina desacopladora 1; Vegfa, fator de crescimento endotelial vascular A.

Fonte: A autora, 2024.

2.12 Anélise estatistica

Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo (DP) apds teste de Shapiro-
Wilk para amostras pequenas e teste de Bartlett para homogeneidade de variancias. O teste t de
Welch foi utilizado para comparar as diferencas entre os grupos C e HF até a 10? semana. A
analise de variancia ANOVA bidirecional foi utilizada ao final do experimento, seguida pelo
teste de comparagdes multiplas de Tukey (GraphPad Prism versdo 10.1 para Windows,
GraphPad Software, Boston, MA, EUA). O nivel de significancia P<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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3 RESULTADOS

3.1 Pancreas

3.1.1 Beneficios da cotadutida na perda de peso, ingestdo alimentar e metabolismo de glicose
em camundongos obesos

Inicialmente o peso corporal do grupo HF néo teve diferenca significativa quando
comparado ao grupo C. Na 22 semana o peso corporal aumentou em 6 % no grupo HF em
contraste ao grupo C, continuando a aumentar até o final do experimento. Finalmente, na 142
semana, o0 peso corporal foi 18 % maior no grupo HF do que no grupo C. No entanto, 0 peso

corporal diminuiu 8 % no grupo HFC em comparagéo ao grupo HF (fig. 7).

Figura 7. Evolucéo do peso corporal
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Legenda: (média + DP; 10 semana, n = 20/grupo; 142 semana, n= 10/grupo). Grupos: C, controle; CC, controle +
cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + cotadutida. P < 0,05, quando ¥ #C e

i #HF.
Fonte: A autora, 2024.
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Embora a ingestdo alimentar tenha sido menor no grupo HF do que no grupo C antes

da cotadutida (-17 %), a ingestéo energética foi maior no grupo HF em comparagdo ao grupo

C (+12 %). Além disso, as concentracdes plasmaticas de TAG e CT aumentaram em HF vs. C,

mas foram significativamente reduzidas em HFC vs. HF (Tabela 3).

Houve intolerancia a glicose no grupo HF em comparagdo ao grupo C desde a 102

semana (fig. 8A-B). No entanto, a intolerancia a glicose diminuiu no grupo HFC vs. HF na 142

semana (Fig. 8C-D). O peptideo C, ligado a producdo endogena de insulina, foi maior em HF

vs. C (+150 %), mas menor em HFC vs. HF (- 40 %). Além disso, o nivel de insulina aumentou
em HF vs. C (+30 %), mas diminuiu em HFC vs. HF (- 25 %) (Tabela 3). De forma similar, o
FIRi foi maior (+120 %) e o QUICKI foi menor (- 12 %) em HF vs. C. No entanto, o FIRI foi
menor (- 30 %) e 0 QUICKI foi aumentado (+8 %) em HFC vs. HF (Tabela 3).

Figura 8. Teste oral de tolerancia a glicose
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Legenda: A, Curvas de glicemia na semana 10; B, AUC na semana 10; C, Curvas de glicemia na semana 14; D,
AUC na semana 10. Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto
teor de gordura + cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.

Fonte: A autora, 2024.
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3.1.2 Cotadutida melhora o metabolismo lipidico, os hormdnios da saciedade e o perfil

inflamatdrio

A adiponectina (-33 %) e a leptina (+200 %) foram alteradas no grupo HF em
comparacdo ao grupo C, mas a leptina foi reduzida no HFC vs. HF (-65 %) (Tabela 3). A
expressao do gene Adipoq foi maior em HFC vs. HF (+100 %, fig. 9A) e a expressdo do gene
Lep foi maior em HF vs. C (+40 %), mas diminuiu em HFC vs. HF (- 65 %, fig. 9B). Além
disso, 11-6 (+126 %) e Tnf-alfa (+153 %) foram maiores em HF vs. C, mas reduzidos em HFC
vs. HF (11-6, -48 %; Tnf-alfa, -60 %) (fig. 9C-D).

Figura 9. Citocinas
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Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +
cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <0,001.
Nota: (expressdes relativas de mRNA, média + DP, n = 5/grupo). A, adiponectina; B, leptina; C, interleucina 6;
D, fator de necrose tumoral alfa.
Fonte: A autora, 2024.

A amilina plasmatica (polipeptideo amiloide das ilhotas, IAPP, +24 %) e a expressao
do gene lapp (+25 %) foram aumentadas em HF vs. C, mas diminuiram em HFC vs. HF (—16

% ¢ — 68 %, respectivamente) e em CC vs. C (— 30 %) na expressdo génica (Tabela 3 e fig.
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10A). Além disso, as expressdes funcionais do gene do receptor de amilina, Ctr (+173 %) e
Ramp3 (+190 %), foram maiores em HF vs. C e mais baixas em HFC vs. HF (Ctr, — 37 %j;
Ramp3, — 47 %); fig. 10B-C).

Ademais, o GLP-1 (total) foi menor em HF vs. C (-6 %), mas maior em HFC vs. HF
(+18 %). O GLP-1 (ativo) também foi maior em HFC vs. HF (+28 %) (Tabela 3). Além disso,
a expressédo do gene Glplr foi maior em HFC vs. HF (+35 %) e CC vs. C (60 %) (fig. 10D).
O glucagon foi maior em HF vs. C (+52 %) e HFC vs. HF (+51 %) (Tabela 3), e a expressao
do gene Gceg foi maior em HFC vs. HF (+43 %) (fig. 10E). Alem disso, Glut2 (+77 %) e Irsl
(+41 %) foram maiores em HFC vs. HF e em CC vs. C (60 %) (fig. 10F-G). O polipeptideo
inibitorio gastrico (GIP, +38 %), grelina (+22 %) e polipeptideo pancreatico (PPP, +76 %)
foram maiores em HFC vs. HF. O peptideo YY (PYY) ndo apresentou resultado significativo
(Tabela 3).

Figura 10. Hormonios e receptores
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Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +
cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.

Nota: (expresses relativas de mRNA, média + DP, n = 5/grupo). A, polipeptidio amiloide de ilhotas; B, receptor
de calcitonina; C, receptor (calcitonina) proteina modificadora de atividade 3; D, receptor do peptideo 1
semelhante ao glucagon; E, glucagon; F, membro 2 da familia de transportadores de soluto 2 (transportador
de glicose facilitado); G, substrato 1 do receptor de insulina.

Fonte: A autora, 2024.
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Tabela 3. Ingestdo alimentar, ingestdo de energia, metabolismo de glicose e lipidios e
horménios da saciedade

Dados C HF

Antes da cotadutida (10°semana, n=20/grupo)

IA (g/dia/animal) 3,0£0,03 2,5+0,27t

IE (kJ/dia/animal) 48,2+0,55 54,1542t

Data c cc HF HFC

Depois da cotadutida (14°semana, n=10/grupo)

IA (g/dia/animal) 3,140,02 3,0+£0,01 2,940,23t 2,740,31

IE (kJ/day/mouse) 48,2+0,27 47,5+0,17 59,8+4,97t 55,7+6,68
C-peptideo (pg/mL) 204,9+107,84  216,4+53,95 509,2+107,261  293,5+93,82%
Insulina (pMol/L) 12,6+1,63 11,940,69 20,742,741 12,641,221
FIRi 3,440,36 3,340,35 7,040,901 3,740,38%
QUICKi 0,58+0,01 0,62+0,02 0,4610,01t 0,57+0,01%
Plasma (14°semana, n=10/grupo)

Adiponectina (108 pg/mL) 12,25+1,15 12,60+0,54 8,14+1,15¢ 9,79+0,06
Amilina (pg/mL) 9,39+1,31 9,62+1,47 11,69+0,69t 9,84+0,83t
Grelina (pg/mL) 2,4410,34 2,97+0,43t 2,82+0,35 3,4310,35¢
GIP (pg/mL) 167,39+36,98  184,95+33 54 149,91+29,72 249,84+31,60%
GLP-1 (ativa) (pg/mL) 1,89+0,43 2,99+0,69t 2,3140,23 2,96+0,53f
GLP-1 (total) (pg/mL) 85,67+0,97 117,5948,11f  80,2946,23t 94,62+6,59F
Glucagon (pg/mL) 8,81+0,96 11,96+2,41 13,41+2,671 20,23+6,43%
Leptina (102 pg/mL) 17,0319,44 11,98+2,79 51,70+10,98t 18,555,961
PPP (pg/mL) 6,69+3,56 15,97+5,541 6,97+1,69 12,29+4 43¢
PYY (pg/mL) 98,64452,12 162,69+44,85t  154,58+38,52 193,45+55,32
TAG (mg/dL) 285,53+18,8 286,73+15,49  316,01£10,58t  285,83+15,97%
TC (mg/dL) 47,68+3,10 47,94+1,59 56,38+1,941 48,85+2,51%

Legenda: auc, area sob a curva; CT, colesterol total; FIRI, indice de resisténcia a insulina em jejum; GIP,
polipeptideo inibitério géstrico; GLP-1, peptideo-1 semelhante ao glucagon; 1A, ingestdo alimentar; IE, ingestdo
energética; PPP, polipeptideo pancredtico; PYY, peptideo YY; QUICK:I, indice quantitativo de verificacdo de
sensibilidade a insulina. TAG, triacilglicerol; TOTG, teste oral de tolerancia a glicose.

Nota: Os dados sdo apresentados como média e SD. Até a 10% semana, as diferencas entre os grupos foram
analisadas pelo teste t de Welch. Em seguida, na 142 semana, as diferencas foram testadas com ANOVA a dois
fatores e teste de comparagdes multiplas de Tukey (P<0,05) quando: 1#C, I#HF. Grupos: C, controle; CC, controle
+ cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + cotadutida.

Fonte: A autora, 2024.
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3.1.3 Cotadutida diminuiu a massa hipertrofiada de células alfa e beta em camundongos

obesos

As células alfa e beta das ilhotas marcadas com anticorpos anti-glucagon e anti-insulina,
respectivamente, foram ilustradas na fig. 11A. As ilhotas estavam hipertrofiadas, comparando
0 grupo HF com os demais grupos. A massa de ilhotas se mostrou maior no grupo HF vs. C
(+440 %), mas uma massa de ilhotas menor no HFC vs. HF (-71 %) (fig. 11B). As células alfa
(+470 %, fig. 11C) e células beta (+508 %, fig. 11D) se mostraram quantitativamente maiores
em HF vs. C, porém menores em HFC vs. HF (célula alfa, -27 %; célula beta, -76 %) (fig. 11C-
D).

Figura 11. llhotas, células alfa e beta
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Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +
cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01.
Nota: (média £ DP, n =5/grupo). A, fotomicrografias de ilhotas marcadas com anti-glucagon (células alfa, periferia
das ilhotas) e anti-insulina (células beta, centro das ilhotas) (mesma ampliacdo para todas as imagens); B,
massa e didmetro das ilhotas; C, massa de células alfa; D, massa de células beta.

Fonte: A autora, 2024.
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3.1.4 Os marcadores de transcricdo e proliferacdo de ilhotas foram aumentados e a apoptose

foi diminuida pela cotadutida

O homeobox relacionado a aristaless (Arx) foi maior em HF vs. C (+78 %), mas menor
em HFC vs. HF (- 15 %) (fig. 12A). As caixas pareadas 4 (Pax 4, +36 %) e 6 (Pax 6, +30 %)
foram maiores em HFC vs. HF (fig. 12B-C). Além disso, 0 homeobox pancreéatico e duodenal
(Pdx1, + 47 %) e a proteina A da familia do oncogene do fibrossarcoma musculoaponeurético
Vmaf (Mafa, + 55 %) foram aumentados em HFC vs. HF e em CC vs. C (Pdx1, + 50 %; Mafa,
+ 130 %) (fig. 12D-E).

Figura 12. Fatores transcricionais
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Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +
cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.

Nota: (expressoes relativas de mRNA, média + DP, n = 5/grupo). A, homeobox relacionado a aristaless; B, caixa
pareada 4; C, caixa pareada 6; D, homeobox 1 pancreético e duodenal; E, proteina A da familia do oncogene
do fibrossarcoma musculoaponeurdtico v-maf

Fonte: A autora, 2024.

A expressdo do gene neurogenina 3 (Ngn3) foi menor em HF vs. C (- 42 %), mas maior em
HFC vs. HF (+77 %) e em CC vs. C (30 %) (fig. 13A). Além disso, a diferencia¢do neurogénica
1 (Neurodl) foi maior em HFC vs. HF (+190 %) (fig. 13B). Antigeno nuclear de células em
proliferacdo (Pcna, +110 %), NK6 homeobox 1 (Nkx6.1, +165 %) e leucemia/linfoma celular
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2 (Bcl2, +170 %) foram maiores em HFC vs. HF (fig. 13C-E). O Pcna também foi maior no
grupo CC vs. C (165 %). Contrariamente, a expressdo do gene Caspase 3 (Casp3) foi menor

em HFC vs. HF (-35 %) (fig. 13F).

Figura 13. Fatores de transcricdo, proliferacéo e apoptose
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Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +
cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.
Nota: (expressoes relativas de mMRNA, média + DP, n= 5/grupo). A, neurogenina 3; B, diferenciacdo neurogénica
1; C, antigeno nuclear de células em proliferagdo; D, homeobox NK6 1; E, leucemia/linfoma de células B
2; F, caspase 3.
Fonte: A autora, 2024.

3.1.5 O estresse do reticulo endoplasmatico (RE) nas células das ilhotas foi mitigado pela

cotadutida

Os marcadores de estresse RE foram maiores em HF vs. C (fator de transcrigéo ativador
4, Atf4, +130 %; transcrito 3 indutivel por dano ao DNA, Ddit3 ou Chop, +90 %; parada de
crescimento e fator 45 induzivel por dano ao DNA, Gadd45, +40 %) foram maiores em HF vs.
C, mas menores em HFC vs. HF (Chop, -34 %; Gadd45, - 40 %) e em CC vs. C somente em
Gadd45 (- 40 %) (fig. 14A-C).
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Figura 14. Fatores de estresse do reticulo endoplasmatico
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Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +
cotadutida. *P < 0,05, **P< 0,01, ***P < 0,001.
Nota: (expressdes relativas de mMRNA, média + DP, n=5/grupo). A, ativador do fator de transcricdo 4; B, transcrito
3 indutivel por dano ao DNA; C, interrupcédo do crescimento e inducéo de dano ao DNA 45.
Fonte: A autora, 2024..

3.2 Tecido adiposo marrom interescapular (TAM)

3.2.1 Cotadutida requla marcadores termogénicos no TAM de camundongos obesos

A estrutura tipica dos adipocitos marrons multiloculares observada nos grupos controle
foi alterada com invasao de gordura, hipertrofia e desordem estrutural nos adipdcitos marrons
do grupo HF (“branqueamento”). A cotadutida recuperou a sua aparéncia multilocular regular
no grupo HFC (fig. 15).

A marcacéo para PPARa, B3AR, IL6 e UCP1 diminuiu no grupo HF em comparagao ao
grupo C. No entanto, melhorou no grupo HFC em comparacdo ao grupo HF (fig. 15). Esses
achados concordam com as expressdes génicas e proteicas, conforme demonstrado por PPARa
(fig. 16A-B), B3AR (fig. 16C-D), IL6 (fig. 16E-F) e UCP1 (Fig. 16G-H), as quais foram
diminuidas no grupo HF em comparagdo com o grupo C, mas aumentou no grupo HFC em

comparagdo com o grupo HF.



51

Figura 15. Tecido adiposo marrom interescapular (TAM)

Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +

cotadutida.

Nota: Fotomicrografias representativas na mesma ampliacdo coradas por hematoxilina e eosina (HE) e marcadas
para proteinas tipicas do TAM: receptor alfa ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR«), receptor
adrenérgico beta-3 (B3AR), interleucina 6 (IL6) e proteina desacopladora 1 (UCP1). No grupo HF, 0 TAM
foi invadido por gordura (setas vazadas), uma situacdo frequentemente descrita na obesidade e conhecida
como “branqueamento”, que ocorre em paralelo com o declinio da imuno coloragdo das proteinas do TAM.
Contudo, apds o tratamento com cotadutida, estas proteinas aparecem mais marcadas no grupo HFC (setas
pretas) e diminui¢do do “branqueamento”.

Fonte: A autora, 2024.
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Figura 16. Marcadores termogénicos do TAM
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Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +
cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.

Nota: Receptor alfa ativado por proliferador de peroxissoma, A - expressdo de mMRNA, B - expressdo de proteina;
receptor beta-3 adrenérgico, C - expressdo de mRNA, D - expressdo de proteina; Interleucina 6, E -
expressdo de mRNA, F - expressdo de proteina; Proteina de desacoplamento 1, G - expressdo de mMRNA,
H - expressdo de proteina. | - Bandas representativas quantificadas por densitometria e apresentadas nas
Figuras 2B, 2D, 2F e 2H. Os dados sdo apresentados como média = DP (n = 5/grupo).

Fonte: A autora, 2024.

3.2.2 Cotadutida aumenta a temperatura corporal de camundongos obesos

Antes do tratamento (10? semana), a temperatura corporal foi menor no grupo HF em
comparagdo com o grupo C (-5 %, Fig. 17A). No entanto, ap6s o tratamento (142 semana), a
temperatura corporal foi maior no grupo HFC em comparagdo com o grupo HF (+12 %, Fig.
17B). As imagens infravermelhas termogréaficas ilustram a variagdo da temperatura corporal
(Fig. 17C).
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Figura 17. Termografia dorsal infravermelha
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Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +
cotadutida. *P < 0,05, ***P < 0,001.
Nota: As medidas foram realizadas em A, 10? semana (antes do tratamento) e B, 142 semana (ap6s o tratamento).

Os dados sdo apresentados como média + DP (n = 5/grupo). C, Imagens termograficas representativas dos
animais.

Fonte: A autora, 2024.

3.2.3 Cotadutida aumenta a termogénese e 0s marcadores de angiogénese no TAM

interescapular de camundongos obesos

Os resultados foram semelhantes, e as expressdes génicas de Adam10 (Fig. 18A) e Bmp8
(Fig. 18B) foram reduzidas em 50% no grupo HF em comparagdo com o grupo C, mas
aumentaram no grupo HFC em comparacdo com o grupo HF (+200% e +180%,
respectivamente).

As expressdes génicas de Vegfa (Fig. 18C) e Hspg2 (Fig. 18D) ndo mostraram diferenca
comparando C vs. HF. Contudo, a cotadutida melhorou a acdo de ambos os genes em CC vs. C
(Vegfa, +70%; Hspg2, +100%) e HFC vs. HF (Vegfa, +150%; Hspg2, +260%).
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Figura 18. Termogénese do TAM interescapular e marcadores de angiogénese
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Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +
cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.

Nota: A, Desintegrina e dominio 10 da metalopeptidase; B, Proteina morfogenética 8a; C, Neurregulina 4; D, Fator
de crescimento endotelial vascular A; E, Perlecan. Os dados séo apresentados como média + DP (n =
5/grupo).

Fonte: A autora, 2024.

3.2.4 Cotadutida melhora lipdlise e biogénese mitocondrial em TAM de camundongos obesos

A lipdlise foi relacionada a Plinl e Cidea, enquanto a biogénese mitocondrial foi
estudada através das expressdes dos genes Nrfl, Tfam, Opal e Pgcla (Fig. 19A-F). As
expressdes génicas foram reduzidas no grupo HF em comparacgédo ao grupo C e aumentadas no
grupo HFC em comparagéo ao grupo HF, exceto para Tfam. Tfam néo foi diferente em C vs.
HF, mas aumentou em 100% HFC vs. HF (Fig. 5D). Além disso, a cotadutida também melhorou
Cidea (Fig. 5B) e Opal (Fig. 5E) em CC vs. C.
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Figura 19. Lipolise do TAM interescapular e marcadores de biogénese mitocondrial
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Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +
cotadutida. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.

Nota: A, Perilipina 1; B, Fator alfa de fragmentacdo de DNA indutor de morte celular; C, Fator respiratorio nuclear
1; D, Fator de transcri¢do A mitocondrial; E, GTPase mitocondrial tipo dinamina; F, Coativador 1 alfa
do receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma. Os dados sdo apresentados como média + DP
(n = 5/grupo).

Fonte: A autora, 2024.
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3.3 Hipotalamo

3.3.1 Efeitos da cotadutida nos neuropeptideos hipotalamicos anorexigenos e orexigenos

Os neurénios NPY/POMC e AGRP/CART foram duplamente marcados no ARC,
ilustrando a expressdo de neuropeptideos no grupo HF e HFC (Fig. 20). Além disso, as analises
de expressao génicas e proteicas foram consistentes com o painel de imunofluorescéncia (Fig.
21).

Npy (Fig. 21A) foi menos expresso em HFC vs. HF (— 42 %) e CC vs. C (- 33 %) NPY
e AGRP foram maiores em HF vs. C (NPY, +66 %; AGRP, +24 %) e menores em HFC vs. HF
(NPY, — 42 %; AGRP, -17 %) (Fig. 21B-C).

No entanto, o Pomc foi aumentado em CC vs. C (+88 %) e HFC vs. HF (+185 %) (Fig.
21D). A expressdo da proteina POMC foi reduzida em HF vs. C (34 %), enquanto POMC e
CART aumentaram em HFC vs. HF (POMC, +47 %; CART, +77 %) (Fig. 21E-F). As bandas
representativas estéo ilustradas na Fig. 21G.

A dieta afetou as expressdes das proteinas POMC e NPY;; o tratamento afetou NPY e
POMC. Dieta e tratamento interagiram, atuando sobre AGRP, NPY e CART. As expressoes
génicas também foram afetadas pelo tratamento (Npy, Pomc e Agrp) (ANOVA de dois fatores,
Tabela 4).



57

Figura 20. Imunofluorescéncia duplamente marcada de cortes coronais da regido hipotalamica

HF HFC

Legenda: AGRP, neuropeptideo relacionado a agouti; CART, transcricdo regulada por cocaina e anfetamina;
DAPI, 4',6-diamidino-2-fenilindol; NPY, neuropeptideo Y; POMC, proopiomelanocortina. Grupos: C,
controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura + cotadutida.

Nota: Fileira superior: A visdo panoramica inclui o terceiro ventriculo (3v), a eminéncia mediana (ME) e a regido

do ndcleo arqueado (a area delimitada é ampliada nas fileiras inferiores). Microscopia confocal de varredura
a laser: verde NPY/AGRP (Alexa Fluor 488), vermelho POMC/CART (Alexa Fluor 546) e azul DAPI.
Fonte: A autora, 2024.
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Figura 21. Expressdo de neuropeptideos hipotalamicos
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Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +

cotadutida. *P<0,05, **P<0,01, **P<0,001.

Nota: (gene e proteina) (média + DP, n = 5/grupo). A, Npy (neuropeptideo Y); B, NPY; C, AGRP (neuropeptideo
relacionado & agouti); D, Pomc (pré-opiomelanocortina); E, POMC; F, CART (transcrigdo regulada por
cocaina e anfetamina); G - Bandas representativas.

Fonte: A autora, 2024.

3.3.2 A cotadutida altera o equilibrio energético através dos hormdnios e dos seus receptores

Lep foi menor em HFC vs. HF (-53 %, Fig. 22A), Lepr (-40 %) e Calcr (-49 %) foram
diminuidos em HF vs. C), mas aumentou em HFC vs. HF (Fig. 22B-C). Além disso, 0 Socs3
diminuiu em HFC vs. HF (-51 %, Fig. 22D).

A expressao do gene Sst foi maior em CC vs. C (+100 %) e HFC vs. HF (+96 %, Fig.
23A). Tacl e Mc4r foram menores em HF vs. C (Tacl, —49 %; Mc4r, —60 %), mas aumentaram
em HFC vs. HF (Tacl, +100 %; Mc4r, +98 %, Fig. 23B-C).

As expressoes dos genes Glplr (+63 %) e Gegr (+50 %) foram maiores em HFC vs C.
O Glp1r também foi aumentado em CC vs. C (Fig. 24A-C). Além disso, a expressdo da proteina

GLP1R aumentou em HFC vs. HF (+41 %), e 0 GCGR diminuiu em HF vs. C. No entanto, o
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GCGR aumentou em HFC vs. HF (+96 %) e o CC foi discretamente menor que o C (-15 %)
(Fig. 24B-D). As bandas representativas estdo ilustradas na Fig. 24E. A dieta alterou a
expressdo da proteina GCGR. O tratamento afetou GCGR e GLP1R. Dieta e tratamento
interagiram com GCGR e GLP1R. A dieta afetou as expressdes génicas de Glplr, Lep, Mc4r,
Sst e Tacl.0 tratamento afetou as expressdes génicas de Calcr, Glplr, Lep, Sst, Tacl e Socs3.
Dieta e tratamento interagiram em relagcdo as expressdes génicas (ANOVA de dois fatores,
Tabela 4).

Figura 22. Expressao génica hipotalamica
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Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +
cotadutida. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.
Nota: (média = DP, n = 5/grupo). A, Lep (leptina); B, Lepr (receptor de leptina); C, Calcr (receptor de calcitonina);
D, Socs3 (supressor da sinalizacdo de citocinas 3).
Fonte: A autora, 2024.
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Figura 23. Expresséo génica hipotalamica
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Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +
cotadutida. *P<0,05, **P<0,01, P<0,001.
Nota: (média =+ DP, n = 5/grupo). A, Sst (somatostatina); B, Tacl (taquicinina 1); C, Mc4r (receptor de
melanocortina-4).
Fonte: A autora, 2024.

Figura 24. Expressao de proteinas e genes hipotalamicos
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Legenda: Grupos: C, controle; CC, controle + cotadutida; HF, alto teor de gordura; HFC, alto teor de gordura +
cotadutida. *P<0,05, **P<0,01, P<0,001.
Nota: (média £ DP, n = 5/grupo). A, Glp1r (receptor do peptideo semelhante ao glucagon 1); B, GLP1R; C, Gegr
(receptor de glucagon); D, GCGR; E, Bandas representativas.
Fonte: A autora, 2024.



Tabela 4. Anélise de variancia de dois fatores

% de variacao e teste de significancia

Dados Dieta Cotadutida  Dieta vs. Cotadutida
% P-valor % P-valor % P-valor
Proteina
AGPR 1,32 ns 0,001 ns 51,54 <0,001
CART 1,62 ns 7,40 ns 40,66 0,002
GCGR 14,43 <0,001 15,56 <0,001 57,68 <0,001
GLP1R 5,23 ns 19,32 0,030 20,38 0,030
NPY 9,36 0,009 14,07 0,002 59,34 <0,001
POMC 34,78 <0,001 26,68 0,002 6,98 ns
Gene
Agrp 9,81 ns 37,14 0,003 3,90 ns
Calcr 2,86 ns 47,27 <0,001 34,82 <0,001
Gegr 2,79 ns 6,35 ns 48,55 <0,001
Glplr 25,51 0,003 40,25 <0,001 0,01 ns
Lep 20,08 0,003 35,19 <0,001 18,19 0,004
Lepr 23,78 0,010 3,96 ns 24,96 0,010
Mcar 27,27 0,001 1,05 ns 42,15 <0,001
Npy 1,67 ns 78,68 <0,001 0,90 ns
Pomc 0,06 ns 75,63 <0,001 4,13 ns
Socs3 0,45 ns 27,32 0,007 27,23 0,007
Sst 17,79 <0,001 66,08 <0,001 6,35 0,005
Tacl 520 0,050 62,73 <0,001 14,21 0,003
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Legenda: Agrp, neuropeptideo relacionado a agouti; Calcr, receptor de calcitonina; Gegr, receptor de glucagon;
Glplr, receptor do peptideo 1 semelhante ao glucagon; Lep, leptina; Lepr, receptor de leptina; Mc4r,
receptor de melanocortina-4;
opiomelanocortina; Socs3, supressor da sinalizacdo de citocinas 3; Sst, somatostatina; Tacl,

taquiquinina 1.
Fonte: A autora, 2024.

ns,

nao significativo;

Npy,

neuropeptideo Y; Pomc,

pro-
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4 DISCUSSAO

A dose foi escolhida com base em estudo prévio que comparou as doses diarias
subcutaneas de 10 nmol/kg e 30 nmol/kg de peso corporal. Os resultados desse estudo
mostraram TOTG semelhantes para ambas as doses, enquanto o peso corporal foi reduzido em
30 % e 21 % com as doses de 30 nmol/kg e 10 nmol/kg de peso, respectivamente [88]. Portanto,
usamos a dose de 30 nmol/kg de peso corporal durante quatro semanas para tratar nossos
animais para maximizar as respostas metabdlicas a cotadutida. Além disso, de acordo com o
estudo citado, esta dose estd dentro de um intervalo seguro em termos de tolerabilidade pelos
animais.

No estudo, os animais ganharam peso e apresentaram alteracbes metabdlicas ao
consumir uma dieta com alto teor de gordura. Entretanto, perderam peso e controlaram seu
metabolismo apds o tratamento com cotadutida, mesmo mantendo a dieta hiperlipidica.

ConcentracOes elevadas de leptina circulante caracterizam obesidade em paralelo a
baixos niveis de adiponectina, como encontrado em nosso modelo animal. A adiponectina é
uma citocina anti-inflamatéria e o peptideo mais abundante secretado pelos adipdcitos, cuja
deplecdo desempenha papel de destaque em doengas relacionadas a obesidade [98]. Além disso,
a leptina é um potencial marcador de complicacdes relacionadas a obesidade, incluindo
resisténcia a insulina/DM2 e doenca cardiovascular [99]. A cotadutida aumentou os niveis de
adiponectina e diminuiu os niveis de leptina, em concordancia com a literatura [88].

A cotadutida atenuou os altos niveis de TNF-alfa e IL-6 em nossos camundongos
obesos, um achado significativo, uma vez que o TNF-alfa esta ligado a resisténcia a insulina na
obesidade [100]. Além disso O IAPP esté relacionado a disfuncédo das células beta e ao DM2
devido a sua capacidade de se agregar em espécimes amiloides através de receptores de amilina
[101]. Nosso grupo HF apresentou aumento do IAPP e de seus receptores, e cotadutida reduziu
a amilina plasmatica e o gene do lapp.

O aumento da secregdo de incretinas melhorou a funcéo das células beta e a acdo da
insulina, corroborando com relatos anteriores que mostram que terapias baseadas em incretinas
levam a preservacdo a longo prazo das células beta melhorando sua fungéo, os niveis de
peptideo C em jejum e diminuindo a resisténcia a insulina e glicemia de jejum [102]. Além
disso, a cotadutida utiliza o eixo incretina e a secrecdo de insulina estimulada por glicose atraves
da sinalizacdo do AMPc para hormdnios secretados pelas células enteroenddcrinas intestinais

em resposta a ingestdo alimentar [64]. Ademais, 0 GLP-1 promove a¢des glicorregulatorias por



63

aumentar a secre¢do de insulina estimulada por glicose, levando a saciedade e perda de peso
[103]. A cotadutida aumentou o GLP-1 total e ativo e houve uma maior expressao génica do
Glp1lr.

O GIP potencializa a secrecdo de insulina estimulada por glicose pelas células beta em
individuos ndo diabéticos, mas esse efeito é diminuido no DM2 [104]. Além disso, o GIP
estimula a secrecdo de glucagon de forma dose-dependente pelas células alfa pancreéticas sob
concentragdes basais de glicose [105]. Camundongos transgénicos com superexpressao de GIP
melhoraram a funcdo das células beta, a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina,
protegendo os animais da obesidade induzida por dieta [106, 107]. Ademais, o GIP estimula a
secrecdo de PPP, um hormdnio das ilhotas que regula o apetite, a motilidade intestinal e a
glicemia [108].

A limitacdo do volume de sangue (cerca de 1 mL) em camundongos C57BL/6 maduros
e 0 tempo necessario para restaurar o volume sanguineo apos uma coleta de sangue ligeiramente
maior (pelo menos 15 dias) impedem a repeticdo de exames de sangue de GLP-1, GIP e
glucagon durante o experimento. Sabemos que os testes de jejum sdo insuficientes para avaliar
0 impacto da cotadutida sobre esses hormdnios em resposta a ingestdo alimentar. No entanto,
incretinas medidas no sacrificio indicaram aumento do GIP, PPP e glucagon devido ao
tratamento com cotadutida.

Normalmente, os niveis plasmaticos de grelina s&o mais baixos em individuos com
obesidade do que em individuos magros [109]. No entanto, existem duas formas de grelina
circulante, uma maior porcentagem de grelina inativa e uma menor porcentagem de grelina
acilada ativa [110], o que limitou a interpretacdo dessa avaliagdo. No entanto, nossos animais
HFC apresentaram niveis de grelina circulante aumentados em relacdo aos animais HF.

A funcdo da célula beta pode ser prejudicada devido aos altos niveis de glicose e
lipidios, levando a resisténcia a insulina [111]. Nossos animais HFC mostraram niveis
reduzidos de TAG e CT, como relatado em humanos (ensaio clinico 2b com cotadutida) [76].

O peptideo C € um marcador para detectar o nivel de insulina endogena e funcéo das
células beta, pois o figado ndo a degrada [112]. A sinalizac&o de insulina via IRS-1/P1 3-quinase
desempenha um papel na secre¢do de insulina pelas células beta [113]. Uma alteracdo de
Gly—Arg no codon 972 na variante IRS-1 mais prevalente € comum entre pacientes com DM2,
e 0s portadores da substituicdo Arg972 tém menos niveis de insulina de jejum e peptideo C em
comparagdo com individuos saudaveis [114]. Nossos animais HFC apresentaram menor

peptideo C, glicemia e resisténcia a insulina, consistente com um estudo pré-clinico de
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cotadutida em roedores e primatas ndo-humanos [88] e um estudo randomizado, controlado e
duplo-cego de fase 2a em individuos com obesidade e DM2 [78].

Além disso, cotadutida melhorou Irsl e Glut2. O Glut2 (ou membro 2 da familia
transportadora de solutos ou Slc2a2) é altamente expresso em células beta e tem alta afinidade
pela glicose. Além disso, o Glut2 proporciona um rapido equilibrio de glicose entre 0 meio
extracelular e intracelular, controlando a taxa de metabolismo da glicose na etapa de
fosforilacdo da glicose [115]. Observamos um aumento na expressdo génica de Glut2 e Irsl
tanto nos animais controle quanto nos obesos tratados com cotadutida.

A hipertrofia das ilhotas € um achado comum em camundongos DIO devido ao aumento
da secrecdo de hormonios das células alfa e beta tentando manter a homeostase metabdlica
[116, 117]. A massa de células alfa e beta estd diretamente relacionada a resisténcia e
sensibilidade a insulina, pois FIRi aumenta e QUICKIi diminui a medida que o DM2 se
desenvolve e a secrecdo de insulina se torna deficiente [118]. O armazenamento de insulina é
dado pelo equilibrio entre a sintese e a secrec¢ao de insulina, que se correlaciona com o volume
e 0 numero de células beta [119].

Além disso, as incretinas desempenham um papel vital na funcédo das ilhotas, incluindo
a secrecao de insulina e a manutencdo da massa de células beta [120]. No presente estudo, 0
tratamento com cotadutida mostrou um papel na atenuagdo da alteracdo das ilhotas em
camundongos HF, ligada & reducdo da resisténcia a insulina e aumento da sensibilidade a
insulina, o que leva a reducdo da hipertrofia das ilhotas. Além disso, melhorias nos fatores de
transcricao das ilhotas e nos marcadores de proliferacdo sdo esperadas quando a massa da célula
beta é diminuida. A expressdo génica transcricional e dos marcadores de proliferacdo das
ilhotas depende do equilibrio de genes expressos e reprimidos, o que pode influenciar a fungéo
da célula beta [121].

A regeneracdo das células beta pode ser facilitada utilizando as préprias células
intrinsecas do organismo, incluindo células acinares do tecido pancreatico exocrino e celulas
imaturas e pré-alfa. Essa abordagem busca controlar o DM2 ao promover a regeneragdo
enddgena das células beta no pancreas [122, 123]. Dessa forma, Arx e Pax4 afetam as células
beta em a¢Oes opostas, uma vez que a superexpressao de Pax4, ou a supressdo de Arx, promove
a transdiferenciagéo de células alfa em beta [2]. Além disso, outros marcadores transcricionais
contribuem para a transdiferenciacdo, como Mafa e Pdx1 [10]. A cotadutida melhorou Pax4,
Pax6, Mafa e Pdx1 e diminuiu Arx, consistente com os diferentes efeitos de Pax4 e Arx na
célula beta. Além disso, em concordancia com nossos achados, Pdx1 e Mafa participam da

transcricdo do gene da insulina em resposta a glicose [124].
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Ngn3 ativa a expressdo transcricional de Neurodl e determina o destino das células
endocrinas pancredticas. Neurodl é o alvo downstream de Ngn3, uma vez que 0os membros da
familia de neurogeninas sdo expressos antes de Neurodl em dominios sobrepostos ou
adjacentes [125, 126]. Além disso, a delecdo Neurodl prejudica a expressdo de fatores
transcricionais para diferenciacdo, proliferacdo, secrecdo de insulina e formacdo de ilhotas
pancredticas de células alfa e beta [127]. A cotadutida aumentou Ngn3 e Neurodl em nossos
animais obesos.

Pdx1 e Nkx6-1 sdo fatores transcricionais determinantes da geracdo funcional de células
beta. Portanto, a desregulacdo de Nkx6-1 pode desempenhar um papel no DM2, uma vez que a
deficiéncia de Nkx6-1 suprime Glut2 e Glplr em ilhotas de camundongos, inibindo a
proliferacdo de células beta [128]. Em concordancia com os presentes achados, o Pdx1 ajuda a
regular o ciclo celular, a proliferacdo e a funcdo das células beta [129]. Além disso, a via
BAX/BCL2/CASPASES3 esté ligada a apoptose, e cotadutida aumenta Bcl2 (antiapopt6tico) e
diminui Caspase3 (proapopt6tico) em nossos camundongos obesos.

Os fatores de transcricdo ativadores (ATFs) constituem uma subclasse de proteinas
pertencentes a familia da proteina de ligacdo ao elemento de resposta ATF/AMPc. Exemplos
incluem ATF4 e ATF5, cuja regulacdo positiva tem sido associada ao aumento do estresse do
RE em ilhotas pancredticas de camundongos obesos e diabéticos [130]. Além disso, é
reconhecido que o estresse do RE pode precipitar a senescéncia das células beta, o que contribui
para a disfuncdo dessas células e resulta em desequilibrios na homeostase da glicose [5, 131].
Nossos resultados evidenciam os efeitos favordveis da cotadutida sobre os marcadores de
estresse do RE, tais como Atf4, Chop e Gadd45, indicando uma redugéo do estresse do RE nas
ilhotas pancreaticas de nossos animais obesos, em consonéncia com achados anteriores na
literatura [10].

O tecido adiposo visceral é conhecido por ser um 6rgdo enddcrino ativo que contribui
fortemente para a resisténcia a insulina. Por outro lado, o0 TAM tem potencial para mitigar a
resisténcia a insulina e distarbios na glicose [132]. O acumulo de gordura na obesidade leva ao
clareamento do TAM, acompanhado de intolerancia a glicose e resisténcia a insulina [133,
134].

O clareamento leva a regulagéo negativa das fungfes metabolicas do TAM, enquanto o
escurecimento (do inglés, browning) leva ao aumento do gasto energético e da composicao
lipidica, aumento da sensibilidade a insulina e perda de peso [135, 136]. Henderson et al. (2016)
anteriormente relataram os efeitos da calorimetria indireta (Oxylet) em um estudo experimental,

demonstrando um aumento no gasto energético em camundongos DIO [88]. Um estudo recente
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mostra o protocolo de termografia como método de escolha por ser um método ndo ionizante,
ndo invasivo, repetivel, seguro e mais sensivel para o estudo da termogénese [137], j& testado
em animais [138], justificando seu uso como método de escolha para estudar os efeitos da
cotadutida em nosso modelo experimental. Assim, observamos os efeitos termograficos no
modelo de camundongos obesos, demonstrando conforme a literatura que o analogo de receptor
GCG/GLP1, a cotadutida, melhora a capacidade de gerar termogénese adaptativa quando
combinado em uma unica molécula [139].

O sinergismo de PPARg e PPARa in vivo leva ao escurecimento da gordura branca
[140]. Além disso, os efeitos dos analogos do receptor GLP1 sdo mediados pelo aumento da
secrecdo de IL6 em camundongos, e a sinalizacdo de IL6 em adipdcitos ativa a termogénese no
TAM [141]. Nossos dados mostraram um aumento da transcricao e traducdo de IL6 relacionada
ao tratamento com cotadutida. Além disso, observamos um aumento da ADAM10, que ativa a
IL6 no tecido adiposo via sinalizacdo trans. Este achado indica que a cotadutida estimula a
ADAMI10 a ativar o receptor IL6 no TAM interescapular de animais tratados com duplo
agonista do receptor GLP1/GCG, resultando em um aumento na transcri¢do e traducao de IL6,
bem como na promocao da termogénese.

UCP1 é um canal de prétons que descarrega a energia produzida pelo acumulo de
prétons no espaco intermembranar das mitocondrias durante as rea¢fes oxidativas do ciclo de
Krebs [41]. A ativacdo da UCP1 inicia-se no TAM interescapular, induzindo o desacoplamento
mitocondrial que leva a producdo de calor. Essa ativacdo aumenta significativamente a
utilizacdo de glicose e acidos graxos, combatendo efetivamente os efeitos metabolicos ligados
a obesidade [136, 141]. No camundongo obeso tratado com cotadutida, houve elevagdo nos
niveis de IL6, BMP8, ADAM10 e UCP1.

Camundongos obesos tratados apresentaram altos niveis de marcadores termogénicos
nos niveis génico, proteico e tecidual para PPARa, B3AR, IL6 e¢ UCPI. Abordagens
farmacologicas como a cotadutida induzem o escurecimento ativando o PPARa, que controla
0s niveis de UCP1 no TAM interescapular maduro [142]. O B3AR induz a expressao ectopica
de UCP1 devido a estimulacdo adrenérgica essencial para desencadear a termogénese [143].
Com a adigdo de B3AR, IL6, ADAMI10 e BMPS, ganhamos uma compreensao mais ampla da
via termogénica e dos mecanismos que a desencadeiam.

A hiperplasia/hipertrofia de adipécitos na obesidade induz uma neoformagao
compensatéria de vasos sanguineos no tecido adiposo, embora isso seja considerado
insuficiente para prevenir a hipoxia [144]. Esse ambiente pobre em oxigénio regula vérias

alteracdes metabolicas, incluindo resisténcia a insulina, modulacgéo fenotipica dos adipocitos e



67

respostas inflamatorias derivadas do tecido adiposo [145, 146]. Camundongos transgénicos
superexpressando o fator angiogénico VEGF ndo desenvolvem obesidade, mesmo quando
alimentados com uma dieta HF, tém melhor sensibilidade a insulina/tolerancia a glicose e tém
menos células inflamatorias no TAB. Notadamente, 0 TAM nesses animais mostra aumento da
vascularizagdo, fluxo sanguineo e aumento da termogénese, e a dieta de HF ndo afeta seu peso
[147]. Esses achados sdo, portanto, consistentes com nossos resultados, uma vez que a
cotadutida aumentou a expressao génica de VEGF e HSPG2 (perlecan) em camundongos DIO.
A liraglutida, um agonista do receptor GLP1, promove maior expressdo de VEGF nas células
endoteliais via JAK2/STAT3 (Janus quinase 2/transdutor de sinal e ativador da transcri¢do 3)
[148]. Perlecan é um proteoglicano da membrana basal [149], e sua expresséo é paralela a
angiogénese [150] As expressdes aumentadas de VEGF e perlecan em animais tratados séo,
portanto, fortes, embora indiretas, evidéncias de angiogénese aumentada em TAM. Assim,
essas alteracOes induzidas por cotadutida devem contribuir para as melhorias metabdlicas
globais no TAM, incluindo a termogénese.

BMP8 regula ADAM10 no TAM, que atua centralmente para aumentar a sinalizacao
adrenérgica, iniciando o escurecimento do TAM e a termogénese. No entanto, juntamente com
IL6, BMP8 € um fator critico para a termogénese, onde ambos regulam positivamente
ADAM10 [142, 151]. Observamos que nossos camundongos DIO que receberam cotadutida
tiveram uma expressdo aumentada de 116, Bmp8 e Adam10, provando que a cotadutida é um
agente termogénico gque desencadeia a ativacdo de diferentes iniciadores da via termogénica.

E conhecido que camundongos com niveis reduzidos de BMP8 apresentam maior
suscetibilidade a obesidade induzida por dieta [152], um fenbmeno que observamos em nosso
grupo HF, mas ndo nos outros grupos. A elevacao dos niveis do gene BMP8 esta associada ao
aumento de PPARa, e o incremento de BMP8 esté correlacionado com o aumento de B3AR e
UCP1 [142, 153]. Observamos um aumento em todos esses marcadores em animais do grupo
HFC, sugerindo que a cotadutida atua por mdltiplas vias para ativar a UCP1, resultando na
termogénese como consequéncia final.

A conversdo de TAM em TAB que ocorre durante a obesidade, tanto em humanos
quanto em roedores, esta associada a diminuicdo da sinalizacdo beta-adrenérgica, perda
mitocondrial, maiores goticulas lipidicas citoplasmaticas nos adipécitos e vascularizagdo
deficiente associada a menor expresséo de VEGF [134].

O aumento da termogénese auxilia na perda de peso, aumentando o estimulo metabdlico
para a termorregulacdo e o recrutamento de genes indutores da biogénese mitocondrial, como

PGCla e TFAM [41, 154]. A biogénese mitocondrial ocorre juntamente com o aumento de



68

substratos energéticos devido a maior demanda energética, de modo que as mitocondrias podem
aumentar em tamanho ou nimero de acordo com a necessidade, promovendo maior producdo
de energia, como ocorre no processo de lipolise para geracdo de energia [41, 155]. A cotadutida
aumentou a expressdo de Pgcla e Tfam no grupo HFC em nosso estudo.

No processo de perda de peso, hd uma mobilizagdo de gordura mais significativa, com
sinalizacdo CIDEA, e da influéncia da adipocina PLIN1 que regula a lipolise [156]. Quando h&
um impacto na homeostase energética com um aumento da quantidade de acidos graxos livres
para beta-oxidacdo e producdo de energia, mitocondrias funcionais sdo necessarias para
explicar a producdo de energia a partir da alta demanda de substratos [157]. A expressdo dos
genes Cidea e Plinl mostrou que a cotadutida aumentou a mobilizacdo de acidos graxos e a
lipolise.

As incretinas tém um papel complexo na regulacdo do apetite e adiposidade [158]. O
efeito de equilibrio da cotadutida é devido a presenca de GLP1R e GCGR no eixo intestino-
cérebro [159]. Consistente com essa afirmacdo, estudos recentes demonstraram células
positivas para GLP1R e GCGR no hipotalamo de roedores [160, 161]. O GLP1R € expresso
no hipotalamo dorsomedial, PVN e ARC [162], enquanto 0 GCGR ¢ encontrado no ARC e no
hipotalamo ventromedial [161]. A cotadutida pode modular esses receptores, conforme
sugerido em nosso estudo. Uma pesquisa de curto prazo com camundongos DIO investigou
como os agonistas do GLP1R afetam a ingestdo alimentar através de vias hedonicas e
homeostaticas através de substratos neurais, demonstrando 0 acesso a areas cerebrais quando
administrados perifericamente [163]. No entanto, o0 impacto a longo prazo do tratamento nas
vias neuronais deve ser comprovado.

Hé evidéncias de que a acdo da OXM no SNC reduz o peso corporal por aumentar o
gasto energético [53]. Isso pode envolver a ativacdo do metabolismo do TAM, uma vez que a
administracdo intracerebroventricular (ICV) de OXM reduz o peso do TAM interescapular e
aumenta a temperatura corporal em roedores [164]. A contribuicdo relativa do GLP-1R e do
GCGR para esse processo nunca foi investigada; entretanto, um estudo mostrou que a
estimulagdo central do GLP-1R por injecdo de liraglutida no nucleo ventromedial hipotalamico
(VMH) levou ao aumento da perda de peso corporal independente da redugdo na ingestao de
alimentos, mostrando que a perda de peso foi causada pela estimulacdo da atividade
termogénica no TAM via AMPK no VMH [52]. Adicionalmente, sabe-se que o GCG regula a
atividade do TAM e esta pode ser, pelo menos em parte, mediada centralmente [165].

Os componentes peptidicos regulam as principais vias neuronais relacionadas com o

balanco energético. Nosso estudo demonstrou que a cotadutida diminuiu 0s neuropeptideos
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orexigenos e aumentou os neuropeptideos anorexigenos no ARC dos camundongos DIO. Os
neurbnios PVN recebem projecdes aferentes do ARC neurdnios através de MC4R, e a
sinalizacdo PVN-MC4R é bem conhecida por regular a ingestdo alimentar e o peso corporal
[166]. Entre outros nucleos hipotalamicos, o PVN tem a maior expressdo de MC4R. Em
consonancia com o papel fundamental do MC4R no balanco energético, nossos animais HFC
mostraram expressao aumentada de Mc4r.

O ARC abriga corpos celulares neuronais contendo moléculas efetoras orexigenas
(NPY/AGRP) e anorexigenas (POMC/CART) que desempenham um papel na homeostase
energética [167, 168]. A sensibilidade a insulina aumenta com a ativagdo do receptor do
horménio de crescimento (GHR) no ARC, indicando a populagdo neuronal que expressa GHR
no ARC como regulador da glicélise e da sensibilidade muscular a insulina in vivo [169]. Em
contrapartida, neurénios que expressam prepronociceptina (PNOC) podem ser considerados
uma nova populacdo GABAérgica de neurbénios no ARC ativada ap6s o consumo de alimentos
palataveis para promover hiperfagia. Os neurdnios PNOC”RC exibem uma densa ramificagio
no ARC e oferecem uma entrada sinaptica de natureza inibitoria para neurénios POMC
anorexigenos proximos [170].

A leptina modula a ingestéo alimentar de forma diferente nos neurénios POMC/CART
e NPY/AgRP [171]. Nossos resultados mostraram que a cotadutida pode atenuar a resisténcia
a leptina em camundongos DIO. Portanto, nossos animais tratados com cotadutida
apresentaram aumento da expressao do receptor de leptina. Os receptores de leptina (LepR) sdo
altamente expressos no hipotalamo, especialmente no ARC [172], e a transducdo reduzida do
sinal LepR € uma causa potencial de resisténcia a leptina [173]. Assim, nossos dados sugerem
que a cotadutida pode estimular a saciedade através da leptina com um efeito sobre os neur6nios
POMC/CART através de seu receptor, inibindo a grelina.

Como outros receptores de citocinas, a ativacdo do LepR induz uma acdo do SOCS-3,
que inibe a transducdo do sinal da leptina [167]. Consequentemente, a superexpressao de
SOCS3 no ARC pode causar resisténcia a leptina [174]. Nossos achados mostraram que a
cotadutida reduziu a expressdo génica de Socs3.

A leptina também atua através do receptor de calcitonina (CALCR) nos neuronios
hipotalamicos para controlar a alimentacéo e o balango energético. Em camundongos C57BL/6,
os neurdnios LepR®¥" desempenham um papel no balanco energético mediado pela leptina
[175], consistente com 0 aumento da expressdo de Lepr e Calcr em nossos animais tratados

com cotadutida.
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A somatostatina (SST) tem sido relatada como potencialmente inibidora da grelina, um
dos principais horménios que controlam a ingestdo alimentar e o balango energético,
destacando a importancia da SST na regulacédo do apetite [176]. Além disso, os receptores SST
em neurdnios contendo RNAmM POMC em ARC sdo uma ligagdo entre os neurénios SST do
hipotdlamo e POMC [177]. Consistente com os achados do POMC, a expresséo de Sst melhorou
em nossos animais tratados com cotadutida.

Em roedores, a grelina contribui para 0 aumento da massa gorda quando a expresséo de
taquicinina 1 (TAC1) é reduzida [178]. Nossos achados mostraram uma diminuicdo
significativa na expressdo génica de Tacl no grupo HF, mas a cotadutida melhorou essa
expressdo no HFC. Além disso, considerando que o TAC1 é regulado negativamente pela
grelina, o TAC1 promove um balango energético negativo no hipotalamo, inibindo os neurénios
AGRP/NPY.

O entendimento do controle hipotaldmico na ingestdo alimentar é fundamental para o
manejo da obesidade como uma doenga cronica. Esse controle envolve a interagdo entre sinais
do tecido adiposo e do sistema gastrointestinal, transmitindo informacg6es sobre a massa gorda
e a ingestdo de nutrientes a0 SNC [179]. Os nucleos hipotalamicos integram esses sinais e se
conectam a circuitos neurais que regulam a atividade simpatica, o gasto de energia e 0s
comportamentos alimentares [167]. Compreender esse circuito neurobioldgico permite explicar
0s comportamentos de hiperfagia em pacientes com obesidade [180], além de fornecer insights

sobre 0os mecanismos de acdo de medicamentos antiobesidade [179].
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CONCLUSAO

Em resumo, os resultados obtidos neste estudo revelam os efeitos significativamente
benéficos da cotadutida em camundongos D10, incluindo a indug&o da perda de peso, o controle
do metabolismo de glicose e melhora da resisténcia a insulina. Além disso, observou-se que a
cotadutida exerce um efeito neutralizador sobre os rearranjos celulares adaptativos patolégicos
na ilhota pancreatica de camundongos obesos, resultando em melhorias nos marcadores
relacionados a transdiferenciacdo celular, proliferacdo, apoptose e estresse do RE.

Adicionalmente, foi constatado que a cotadutida promoveu a termogénese e elevou a
temperatura corporal, enquanto reduziu marcadores pré-inflamatorios e aumentou a expressao
de fatores como o VEGF e o perlecan no TAM interescapular, sugerindo uma melhora na
angiogénese. Além disso, a cotadutida demonstrou capacidade de aprimorar a biogénese
mitocondrial.

Essas descobertas, foram complementadas pela evidéncia dos efeitos da cotadutida
sobre os neuropeptideos hipotalamicos e os receptores hormonais, destacando seu papel na
modulacéo do equilibrio energético através do eixo intestino-cérebro e suas vias de sinaliza¢do
associadas. Especificamente, a cotadutida demonstrou aumentar os neuropeptideos POMC e
CART, enquanto diminuiu os neuropeptideos NPY e AGRP. Este estudo contribui
significativamente para a compreensdo dos mecanismos subjacentes aos efeitos antiobesidade
da cotadutida, sugerindo que uma investigacdo mais aprofundada desses mecanismos pode
levar ao desenvolvimento de intervengdes terapéuticas mais eficazes e direcionadas para o

manejo da obesidade e do DM2.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Kopwande The increasing global prevalence and associated comarbidities need innovative approaches for rype 2 diabetes

Algha- 1o beta cell mellitus (T20M) preventon and treatment. Genetics contributes significantly to TZOM susceptibility, and genetic
:“":1:" | il counseling |s significant in detecting and informuing people abowt the diabetic risk. T20M is also intricately linked
nsulis seenetion

o ovemairition and obesity, and nutriional advising s beneficial to mitigate diabetic evolution. However,
manipulating pancreatic cell plasticity and cramsdifferendation could help beta cell regenemtion and ghicose
homeostasis, effectively coniributing to the antidiabetic fight. Targeted modulation of transeription factons &
highlighted for their rales in various aspects of pancreadc cell differentiation and function, inducing non-beta
cells” conversion into functional beta cells (responsive 1o glucose)l. In addition, pharmacalogical inperventions
targeting specific recepiors and pathways might facilitaee cell tramsdifferentiation aiming to malntaln or increase
beta cell mass and function. However, the mechanisms underlying cellular reprogramming are not yet well
understond. The present review highlights the primary transcripdonal factors in the endocrine pancreas, focusing
on transdifferentiation as a primary mechanism. Therefore, islet oell reprogramming, converting one cell type o
apother and transforming non-beta cells into insulin-producing cells, depends, amang others, on transcription
factars. It is a promising fact that new transcription factors are discovered every day, and their actions on
pancreatic ishet cells are revealed. Explaring thess pathways assoclated with pancreatic development and islet
endocrine cell differentiation could wnravel the moleolar intricacies underlying transdifferentiation processes,
exploring novel therapeutic strategies 1o treat diabetes. The medical use of this biotechnology is expected o be
achievable within a short time.

Coll 1ranadiferenlintion
Transcriphion faclor

1. Background

It is expected that type 2 diabetes mellites (T2DM) continue to in-
crease worldwide to 9.9 % of the population in 2045 [1]. Genetics
contributes significantly to T20M susceptibility, and genetic counseling
is significant in detecting and informing people about the diabetic risk.
T2DM ix also intricately linked to overnutrition and obesity, and mstri-
tinnal advising is beneficial to mitigate diabetic evolution.

Relative or absolute insulin insufficiency in pancreatic beta cells

causes T2DM, making these cells a critical target for reating T2DM [2].
Due to the growing number of T2DM patients who are unresponsgive to
traditional therapies and have hypoglycemic episodes when taking in-
sulin, pancreatic Elet transplantation has emerged a5 a recognized
method of beta cell replacement therapy for the treatment of insulin-.
deficient patients [Z]. Nevertheless, pancreatic islet transplantation
cannot be used as the primary therapy due to the restricted number of
danors and the requirement for immunosuppression [4]. Ths, research
on the potential for transdifferentiating pancreatic slet cells has umed
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transcription factor B; Neurod1, newronal differentiation 1; Ngn3, newrogendn 3; Nkx2 2, NK2 homeobox 2; Nkxb. 1, NES homeobox 1; Paxd, padred box 4; Paxs,
paired box & Pdxl, pancreatic and duodenal homeobox 1; PP, pancreatic polypeptide cells; Rivh, regulatory factar X &; TZOM, rype 2 diabetes mellims; Upfl, Up-

frameshift protein 1; Xbpl, factor X-box binding protein 1.
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The therapeutic arsenal for treating type 2 diabetes mellines (TZOM) bas been enmiched recently with the in.
cheion of type 1 glucagon-like pepode (GLP-1). GLP-1 recepeor agonists (RA) secondarily reduce appetite,
decrease gastric empiying, and reduce body weight. This effect bas been used to treat overweight /obesity,
especially with comarbidites associated with T208. However, the first formulations and adverse effects grad-
ually gave way o new formulatians with fewer unpleasant effects and a more extended perod of acton (weekly
subcuaneous adminisiradon and even oml administration), which improved the accepance and adberence o
the treatment. Therefore, timtion of GLP-1RA should be done gradually. Funthermore, when side effects are
consistent and iniclerable affer weeks 'monihs of tiration, a lower dose ar a combinadon of amtidiabetic ther-
apies should be implemented, avoiding trearment interruption. The effort 1o produce increasingly powerful
maolerules with fewer side effects is the driving force behind the pharmaceutical industry. The unimolecular dual
agonism GLF1RA plus gluragon recepior agonism (GRA) repressnis am updated pharmarological indication for
controlling blood glscose levels in treating T208 and is comorbidities, showing better effects with: less adverse
impact tham momo GLP-1RA. There are currently different propesals in this way by different laboratories.
Mevertheless, the experimental results are promising and show that soon, we will bave the contriburion of mew
drugs for the creatment of T20M.

1. Background [4].
In comtrast to alder antidiabetic agents, large-scale studies focusing
on cardiovascular safety, combined with the lack of potentially fatal
adverse effects such as hypoglycemia [5], have established treatments

Type 2 diabetes mellitus (TZDM) reguires long-term maintenance of
blood glucese control to reduce the risk of micro and macrovascular

complications [1]. Therefore, reducing ghycated hemoglobin (HbALc)
remxing a central focus as the benchmark used by the FDA o approve
pharmaceutical products that reduce plasma glucose concentrations.
Weight gain, cardiovascular safety, and the patential risk of hypoghy-
cemia are Bctors of concern in an attempt o safely lower plasma glooose
cancentrations in T2ZDM patients [2]. In addition, obesity goes hand in
hand with the mcreagsing prevalence of T2DM [3], having profoand
consequences on population health and life expectancy. Thus, the word
“diabesity” was coined to refer o the corrent obesity -diabetes epidemic

based an the ise of ghucsgon-like peptide type 1 receptor agonists (GLP-
1RA) as a cor in the treatment of T2DM. Weight loss promoted
by GLP-IRA is associsted with reduced mortality in T2DM patients,
improving related comorbidities, and reducing the need for medications
for hyperglycemia, hypertension, and hyperlipidemia [6]. However,
weight loss alone does not explyin the benefits of using GLP-1RA in
metabalism, especially in non-alooholic Gty lver disease [7].

An updated clinical indication is to use more than one regulatory
pathway 1o treat metabalic diseases due o synergistic drug effects.
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inhepaticis; (M, oxyntomoduling BA, receplor agoadsts; T2DM, type 2 diabeies mellines.
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Cotadutide improves brown adipose tissue thermogenesis in obese mice e
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ARTICLE INFQO ABETEACT

Fiywordi: We sindied the effect of cotadutide, a dual agonist glocagon:like peptide 1 (GLP1)/Glucagon, on mterscapular
Obesicy brown adipase tssee (IBAT) remadeling and thermogenesis of obese mice. Twelve wesk-old male CS7BL/G mice
Brown adipuie thisoe were fed a control diet (C group, o= 21 or a high-&t diet (HF group, n = 20} for ten weeks. Then, animals were:
it " rb:s redivided, adding cotadutide treatment: €, CC, HF, and HPC for four additional weeks. The multileoalar brown

adipocyte structure showed &t conversion (whitening), byperirophy, and structural disarmy in the HF group,
which was reveried in cotadutide-treated animals. Cotadutide enhances the body temperature, thermogenesis,
and sympathetic innervation (percxdisome proliferator-activated recepbor-a, (i3 adrenergic recepior, interleukin 6,
and uncoupled protein 1), reduces pro-inflammaiory markers [(disimiegrin and metallopeptidase domain,
morphogensiic protein 8a, and neuregulin 4), and improves angiogenesis (vascular endothelial growih factor A,
and perlecan). In addiiion, cotadutide enhances lipalysis {perilipin and cell death-inducing DA fragmendation
factar a), mitochandrial biogenesis (nuclear respiatory factor 1, transcription factor A mitochondrial, mito-
chondrial dymamin-like GTPase, and peroxisome proliferatoractivaied recepior gamma coactivabor 1a), and
mitochomdrial fusionfission (dynamin-related protein 1, mitochandrial fssion proteis 1, and parkin RER E3
ubiquitin protein ligase). Cotadutide reduces endoplasmic reticulum siress (activating transcription facior 4, CF
EBP homologous protein, and growth arnest and DN A-damage inducible), and extracellular matrix markers (lysyl
axidase, collagen type [al, Dnlllgm h.'pe‘u'llﬂ. matrix metallopepiidases 2 aml‘} and hyaluronan 5}1:!1]1]55 1
and Z). In luzsicn, the | evidence is pelling in o g cotadutide’s ther effect
on obese mice's {BAT, mm'n'hutmg o unraveling s aciion mﬂ:hlnmm and ﬂ'n: possible ransiational benefits.

Maoleralar bology

Abbreviations: ADAMI0, metallopeptidase domain 10; AIN, Amenican Insibtute of Muiriion; ATF4, activating transcription facior 4; BAT, brown adiposs tisue;
BETA3AR, beta-3 adrenergic recepior; BMPE, bone morphogenetic proiein & C, control group + vehicle; ©C, conirol group + cotadwiide; CHOP, C/EBF homologous
protein; CIDEA, cell death activator; O0L1al, collagen type 1 alpha 1; O06aZ, collagen type & alpha 3; DI0, distdnduced obesity; DRP1, dynamin-related protein 1;
ECM, exiracellular matrix; EDTA, Eibylenediamineietmacetic acid; ER, endoplasmic reticubumg FIRi, fasting insulin resistance index; FI51, fission mitechondrial 1;
Gadd, growth arrest and DiNA-damage-inducible protein; GLP1, glucagan-like pepiide type 1 HAS, hyaluronan synthase; HCL, Hydrochloric Acid; HF, high-fat group

+ wehicle; HFC, high-fat group + cotadutide; HSPGE, heparan sulfaie probeoglycan 2; IBAT, interscapular brown adipose ikssue; 1, mberleukin &; JAK, Janus kinase;
Lo, Iysyl oxidase; MMP, mairix metallopepiidase; Na(l, sodium chloride; Naf, sodium fluoride; NP-40, Nomidet P-40; NEF1, nuclear respiratory factar 1; NRGH,
neuregulin 4; OFA1L, optic atrophy 1; PARKIN, cytosolic E3 ubiquitin Hgase; PGCla, peroodsome profiferator-activated receptor-gamma coactivatar-1 alpha; PLINT,
perilipin 1; FMSF, Phenylmethanesalfony] fluoride; PPARa, prroxisome proliferator-activated recepior alpha; QUICKL quantitative imsulin sensitivity index; SDS,
Sodium dodecy] salie; STAT, signal transducer and activator of tmanscription; TZDM, type 2 diabetes mellitos; TEP, TATA-box binding protein; TFAM, mito-
dmdna] iramscripiion Gctor; UCP1, uncoupling protein 1; VEGFa, vascular endothelial growth facior &; WAT, white adipose tsae.
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Cotadutide (GLP-1/Glucagon dual receptor agonist) modulates

hypothalamic orexigenic and anorexigenic neuropeptides in obese mice

Renata Spezani -, Thatiany Souza Marinho ', Thiago Santos Reis ', Marcia Barbosa Aguila *,
Carlos A. Mandarim-de-Lacerda **

Laborasary of Morphomery, Mewbolisn, and Condiwascedor Dissase, Motisne of Biokgy, Biomadical Censer, Thi University of the Ssane of Rio de Joneirs, Brasil

ARTICLE INFO ABETRACT

Ky The hypothalamic neuropeptides linked to appetite and satiety were investigated in obese mice treated with
eumopepride ¥ rcotadutide (a dual receptor agonist of glucagon:like peptide 1 (GLP.1R)/Glumgon (GOGRTL Twelve week.old
Pmnpi:n-nnummnm male C5TEL/G mice were fed a control diet (C growp, o = 20) or a high-&t diet (HF growp, o = 20) for ten
Agsuil-eimed protein weeks. Each group was funtber divided, adding cotadutide treatment and forming groups C, OC, HF, and HPC for

Cocaine- el amphetamine-repalaned -
seript

four additional weeks. The hypothalamic arcuate neurans were labeled by immunoflsorescence, and protein

Cur-bewin axis expressians [Western blotting) for newnopeptide ¥ (NFY), procpiomelanocartin (FOMC), agouti-related protein

(AgRPY, amd cocaice amd amphetamineregulaied transcript (CART). Cotadutide enbanced POMC and CART
neuropeptides and depressed NPY and AGRP neuropeptides. In addition, gens sxpressioes (RT-qPCR) determdnad
that Lepr (leptin receptar) and Caler {calcitondn recepeor) were diminished in HF compared to © but enhanced in
CC eompared ta C and HFC compared to HF. Besides, SocsT {suppressor of cytokine signaling 3) was decreased in
HFC compared to HF, while S5t (somatostatin) was higher in HFC compared to HF; Tac (tachykinin 1) and Modr
[ medanocortin-4-receptor) were lower in HF compared to © but increased in HFC compared o HF. Also, Gipir
and Gogr were higher in HFC compared to HE. In conclusion, the findings are compelling, demanstrating the
effects of cotadutide on bypothalamic meuropeptides and hormone receptors of obese mice. Cotadutide modu-
lates energy balance through the gut-brain aods and its associated sigraling pathways. The study provides insights
imto the mechanisms underying cotadutide’s amti-obesity effects and its possible implications for obesity
breatment.

1. Introduction brain communication [1,2]. Therefore, new medicines under consider-

ation include peptide hormone receplor agonists, such as glucrgon-like
The next-generation anti-abesity drug capable of safely achieving peptide type 1 (GLP-1), peptide Y¥, glucagon, ghrelin, and GIP (gastric

significant and sustained body weight loss is the primary research target inhibitary peptide or glucose-dependent insulinotrapic polypeptide) [1.
1o Face the obesity pandemie, driven by the recent understanding of gut- 2], hormones that have peripheral and central receptors and act in the

Abbreviorions: AGRP, agouti-related peptide; ARC, bypothalamic arcuate nucleus; BS54, bovine serum albumirg ©, controd diet; CALCR, calcitonin recepior; CART,

cocaipe: and amphetamine-regulated transcript; OF, oomtrol group plus cotadutide; DIO, diet-induced obesity; GOGR, glucagon receptor; GHA, growth hormone
receptar; GIP, gastric inhibitory peptide or glucose-dependent insulinotropic polypeptide; GLP-1, gluagon-like peptide type 1; GLPIR, glicagon:like peptide 1
receptar; HF, high-fat diet; HFC, high-fat group plus cotadutide; LEF, Leptin; LEFR, leptin receptor; MC4H, melanoconin-4-receptor; NPY, neurcpeptide ¥, POMC,
proopiomelanccortin; PVN, parvestricoular nuclews; S0053, suppressar of cytokine signaling 3; 55T, somatostating TACL, tachykinin 1.

* Correspondence toc Instituto de Biclogia, Centro Biomedics, Universidade do Estado do Rio de Janeire, Av 28 d= Setembro 87 fds, 20551-030 Rio de Janeiro, 1L,

Brazil.
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Pancreatic islet remodeling in cotadutide-treated obese mice R

Renata Spezani, Thatiany Souza Marinho, Luiz E. Macedo Cardoso, Marcia Barbosa Aguila,
Carlos Alberto Mandarim-de-Lacerda

Lalevatory of Morphomerry, Mebelian, and C. dar Diseuse, Bi Center, bssinue of Biokgy, The University of the Ste of Rio de Jonelen, Rio de
Joneiro, Brosil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywoetic Obesity and type 2 diabetes mellitus (T2DM) canse phof | al iny islet alpha and
Beta<ell beta cells. Therefore, we hypothesize that the new GLP-1/Glucagy eptor dual agonist cotadutide may benefit
Chesity Islet cell arrangement and function. Twelve-week-old C57BL/6 male mice were fed a control diet (C, 10 % kJ far)
::uw‘_' s or a high-fat diet (HF, 50 % kJ fat) for ten weeks. Then, the animals were divided Into four groups for an
m_'l” additional 30 days and dally treated with subcutancous cotadutide (30 amol/kg) or vehicle C, OC (con-

tral 4 cotadutide), HF, and HFC (high-fat+ cotadutide). Cotadutide led 10 weight loss and reduced insulin resis.
nnmmthew‘c’wp.lmguunlmwumbnrnelnndnhnennmﬁnu!yzaeneﬂplmm

ualuzd islets. Also, dutid p I factors related to islet cell transdifferentiation,
less-related h box and increasing the patred box 4 and 6, pancreatic and duodenal bo-
b l.vmafmu-‘ P fib gene family protein A, = 3, and B!
duff 1. In additk dutide tmp ‘d)cpouh:nnguﬂnudmrnmlgm NK6 homeobox 1, Btd
leuk Aymph 2, bt | g caspase 3. Furth gated the endoplasms
(ER) stress-responsive genes, reducing ip factor 4, DNA-damage-indy Nznnscnp(:l.amlgmnﬂ:
arrest and DNA-d ductble 45. In )| our data d d signifi beneficlal actions of
mwmmmum n:h-wdshxlu&giwunk«mud and insulin pr In addi
ed the patholog! pave cellular g of the p Islket In obese mice,
proving the mark of the duff g path ,.pmll!c:mn.apopmsu.mdmm
1. Introduction and insulin resistance [1,2]. This insult might progress to relative or

absolute damage to beta.cell function and type 2 diabetes mellitus
Obesity contributes to the dysfunction of the pancreatic islets (T2DM) (3], and molecular mechanisms related to the adaptive flexi-
hrough chronic tissue infl jon and excess available nutrients that bility of beta-cell function provide improved insight into the disease

cause compensatory beta-cell hypertrophy, then beta.cell insufficdency pathogenesis of T2DM [4].

b Adipoq, adip Arx, Jess related by box; Arf4, peion factor 4; Bol2, B cell Jeukemla/lymphoma 2 BW, body weight;
€, control group; Casp3, caspase 3; OC, control + cotadutide group; Chap, DNA-&N;: Inducible transcript 3; O, calcitonin receptor; DIO, diet-induced obesity;
Ddit3, DNA damage-inducible transcript 3; !:l.enuxymakc ER, endoplasmic reticubam; F1, food intake; FIR, fasting Insulin resistance index; Gaddd5, growth arrest

and DNA-damage-inducible 45; GIP, gastric inhibitory polypeptide; GipIr, ghocag ukepepu&lmpwr&;ghﬂgu.ahlz,wlmecamﬂhnﬂyuhullw

glucase transparter), member 2; HF, hﬂ;h-blpoup HFC, high-fat - cotadutide group; KO, Knockout; lapp, islet amyloid polypep s, dewkin & Irs1, insulin
receptor substrate 1; Lep, leptin; Mafe, v-maf P fib gene family, protedn A; dl, diffy 1; Ngn3, neurogenin
3; Nk, NK6 homeobox 1; OGTT, oral ghucose tol test; OXM, oxy dulin; Paxd, puuedbmlmn.purdbar.& Pena, proliferating cell nuclear antigen;
PdxI, p and duodenal b box 1; PI3-Kinase, Phosphoinositide 3-kinase; PPP, p polypeptide; PYY, peptide YY; QUICKL, and quantitative insulin
sensitivity Index; Ramp3, mmplor(ukmun) activity modifying proteln 3; sle2a2, Solute carrier famlly 2, facllitated glucose transparter member 2; T2DM, type 2
diab TAG. iglycerol; Thp, TATA-box Nndng protein; TC, total chalesteral; Tnfa, tumor necrosis factoe alpha; Vv, volume density.
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Cotadutide effect in liver and adipose tissue in
obese mice
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Abstract

Obesity, adipose tissue Inflammation, and nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) ey Words
are associated with insulin resistance and type 2 diabetes [T2D). Cotadutide is a dual ® onflammaton
agonist GLP-1/glucagon, currently in a predlinical study phase 2 that presents an anti- * Bpogenesis
obesity effect. Diet-induced obese (D) CS7EL'E mice were treated for 4 weeks with * A stress
cotadutide (30 nmv'kg once a day at 14:00 h). The study focused on epididymal white ® MAFLD
adipose tissue [@WAT), Iver (MAFLD), Inflammation, lipid metabolizm, AMP-activated * mice

protein kinase [(AMPEWmechanistic target of rapamycin {(mTOR) pathways, and the
endoplasmic reticulum (ER) stress. As a result, cotadutide controlled welght gain,
glucase intolerance, and insulin resistance and showed beneficial effects on plasma
markers in D0 mice (triacylglycenol, total cholesterol, alanine aminotransferase, and
aspartate aminotransferase, leptin, adiponectin, monocyte chemoattractant protein-1,
resistin, interleukin-g, emor necrosis factor-alpha). Also, cotadutide lessened liver fat
accumulation, eWAT proinflammartory markers, and ER stress. In addition, cotadutide
improved lipid metabolism genes in eWAT, fatty acid synthase, peroxisome proliferator-
activated receptor gamma and mitigates adipocyte hypertrophy and apopitosis.
Furthermaore, the effects of cotadutide were related to liver AMPE/mTOR pathway and
ER stress. In conclusion, cotadutide induces weight loss and treats glucose intolerance
and insulin resistance in DO mice. In addition, cotadutide shows beneficial effects on
liver lipid metabolism, mitigating steatosis, inflammation, and ER stress. Besides, in
adipocytes, cotadutide decreases hypertrophy and reduces apoptosis. These actions
rescuing the AMPK and mTOR pathway, improving lipid metabolism, and lessening MAFLD,
inflammiation, and ER stress in both eWAT and liver of DIO mice indicate cotadutide as a
potentially new pharmacological treatment for T20D and assodated obesity.

Journa! of MowcLkar
Endocrinoiogy
[2023) T8, eZ2068

Introduction

The white adipose tissue (WAT) and liver are significant
targets in obesity-associated diseases such as dyslipidemia,
imsulin resistance, and non-alcoholic fatty liver disease
(MAFLLY), beyond what obesity is directly associated with
inflammation in WAT (Garcia-Macia et al. 2021).

WAT s stored in various places as subcutaneous
and visceral fat cushions. In rodents, the visceral fat is
divided into mesenteric, mediastinal, retroperitoneal,
perirenal, and gonadal cushions. Epididymal WAT
{eWAT) is located in the lower abdomen, connected to

fprres bmcuc mlifeca com © 2013 Socuty fur Endecrirelogy
ek org10. 1 S ME-2 207168 Pubhibred bry Beoucumstifuca Lid
Printisd in Gt Britan
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OBEeSIDADE E DOENCA PANCREATICA GORDUROSA NAO
ArcooLica (ESTEATOSE PANCREATICA)
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REesumo

Individuns com ohesidade e acimulo
de gordura no corpo, podem ter inflamagio
crémica do recido  adiposo com  risco
aumentado  de resiseéncia 4 insuline e
diabetes mellitus do tipo 2. Os adipdcitos
SETVEIT Para armazenar o excesso de cnergia
na forma de [riac:'lg“c:ml ¢ secretam
adipocinas {adiponectina ¢ leptina). Com
isso, o tecido adiposo regula outros recidos
¢ modula 0 meabolismo energérico. O
pincreas, estrumural e funcionalmente,

possul partes exocring e endécrina, sendo

que as ilhotas pancredticas representam a
parte enddcrina. O aumento da adiposidade
no pincreas leva a infilragio gordurosa
no  parénquima  pancreitico, associada
i obesidade e resisténcia 3 insulina. O
resultado ¢ 2 doenga pancreitica gordurosa
nio  aleodlica (DPGHA)L A DPGHNA
pode advir da inflragio de gordura no
parénquima pancreitico {que & reversivel
até um cereo grau) ou da morte de células
acinares & sua suh.uituiv.;:'m por ndipﬁcim:
{que é irreversivel). A inflamacio associada
i ohesidade contribui para a deposicio de
gordura no pincreas, exacerbando a expressio

de citocinas e o recrutamento de macrdfagos.

NN hsipefannedod avgd 10520 3V ETAIRE7E-AANM 2020 1 950 I pl 731
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NO ADIPOCITO MARROM
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REsumo

A prevaléncia global de obesidade e
suas comorbidades aumentam o interesse
nas fungoes do recido adiposo, sobretudo
o tecido adiposo marrom (TAM). Assim,
o TAM rtorna-se um alvo para o futuro
manejo da obesidade. O TAM pode ser
considerado um drgio endécrino capaz
de regular diversas vias metabélicas. As
“batocinas” (do acréstico em inglés “bat”
ou brown adipose tissue + citocinas)
representa produto de secrecio do TAM. O
adipécito marrom tem aspecto multilocular

em relagio ao adipdcito branco, pois
contém uma concentracio considerivel de
mirocondrias no citoplasma. Além disso, o
adipdcim Marrom apresenta termogenina
ou proteina desacopladora 1 {(UCP-1) na
membrana mitocondrial interna. Este canal
de pritons fornece a funcio termogénica
do adipdcite marrom, bloqueando a
formacio de ATE despejande Hi+) do
ciclo de Krebs na cavidade da membrana
mitocondrial e produzindo calor. Para
aumentar a producio de calor o recido
lanca mio de fazer biogénese mitocondrial,
multiplicando o niimero de mitocéndrias
ativas. O contririo, a mitofagia, serve
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