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RESUMO

BITTENCOURT, Julie de Oliveira Alves. Tirzepatida demonstra beneficios no
remodelamento do tecido adiposo marrom em camundongos ovariectomizados obesos e
diabéticos. 2025. 60 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana Experimental) — Instituto

de Biologia Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2025.

Este estudo investigou os efeitos da Tirzepatida (TZP) na termogénese do tecido adiposo
marrom (TAM) interescapular em um modelo de camundongo obeso/diabético (Od) e
menopausa induzida por ovariectomia (O). Oitenta camundongos fémeas C57BL/6, com trés
meses, foram divididos em dois grupos principais: ovariectomia bilateral (O, n=40) e
procedimento simulado (sham, n=40). Cada grupo foi subdividido e alimentado por 12 semanas
com uma dieta controle (C) ou uma dieta rica em gordura e sacarose (HFHS), para indugdo da
obesidade e diabetes (Od) (n=20/grupo). Apds o periodo de indugao, os animais foram tratados
diariamente com TZP (T) (10 nmol/kg) por quatro semanas, formando oito grupos
experimentais: C, CT, CO, COT, Od, OdT, OdO, OdOT (n=10/grupo). Na 16* semana, os
grupos Od e OdO apresentam maior massa corporal que seus controles e redugdo significativa
na temperatura interescapular em comparacdo com seus respectivos controles, enquanto o
tratamento com TZP reduziu a massa corporal e aumentou significativamente a temperatura nos
grupos OdT e OdOT. A andlise histologica do TAM interescapular mostrou sinais de
branqueamento nos grupos Od e OdO, incluindo redugdo de adipocitos marrons multiloculados
e aumento de adipocitos com caracteristicas de adipdcitos brancos. Essas alteragdes foram
revertidas nos grupos tratados com TZP. A imunomarcagdo e expressao proteica de UCP1 e
B3AR, reduzidas nos grupos Od e OdO, apresentaram aumento significativo ap6s o tratamento
com TZP. No nivel génico, os grupos Od demonstraram maior expressao dos genes associados
ao RE, enquanto os grupos tratados com TZP exibiram eleva¢do nos niveis de genes
termogénicos e de batocinas. A Andlise de Componentes Principais (PCA) destacou a distingao
dos grupos, agrupando Od e OdO em um eixo oposto ao dos grupos tratados com TZP. Em
conclusdo, a TZP sugere uma melhora na termogénese, aumento da temperatura interescapular
e redugdo do estresse do RE no TAM, demonstrando possivel eficacia no contexto de obesidade,
diabetes e menopausa.

Palavras-chave: obesidade; diabetes mellitus tipo 2; menopausa; tecido adiposo marrom;
termogeénese.



ABSTRACT

BITTENCOURT, Julie de Oliveira Alves. Tirzepatide leads to beneficial brown adipose tissue
remodeling in obese diabetic ovariectomized mice. 2025. 60 f. Dissertacao (Mestrado em
Biologia Humana Experimental) — Instituto de Biologia Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

This study investigated the effects of tirzepatide (TZP) on interscapular brown adipose
tissue (BAT) thermogenesis in an obese/diabetic (Od) and ovariectomy-induced menopause (O)
mouse model. Eighty-three-month-old female C57BL/6 mice were divided into two main
groups: bilateral ovariectomy (O, n=40) and sham (n=40). Each group was subdivided and fed
for 12 weeks with a control diet (C) or a high-fat, high-sucrose diet (HFHS) to induce obesity
and diabetes (Od) (n=20/group). After the induction period, the animals were treated daily with
TZP (T) (10 nmol/kg) for four weeks, forming eight experimental groups: C, CT, CO, COT,
0Od, OdT, OdO, OdOT (n=10/group). At week 16, the Od and OdO groups showed higher body
mass than their controls and a significant reduction in body temperature compared to their
respective controls, while TZP treatment reduced body mass and significantly increased
temperature in the OdT and OdOT groups. Histological analysis of the interscapular BAT
showed signs of whitening in the Od and OdO groups, including a reduction in multiloculated
brown adipocytes and an increase in adipocytes with characteristics of white adipocytes. These
changes were reversed in the TZP-treated groups. The immunostaining and protein expression
of UCP1 and B3AR, reduced in the Od and OdO groups, showed a significant increase after
TZP treatment. At the gene level, the Od groups demonstrated greater expression of ER-
associated genes, while the TZP-treated groups exhibited an increase in the levels of
thermogenic genes and batokines. Principal Component Analysis (PCA) highlighted the
distinction of the groups, clustering Od and OdO on an axis opposite to that of the TZP-treated
groups. In conclusion, TZP induces improved thermogenesis, increased body temperature, and
reduced ER stress in BAT, demonstrating efficacy in the context of obesity, diabetes, and
menopause.

Keywords: obesity; type 2 diabetes mellitus; menopause; brown adipose tissue;
thermogenesis.
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INTRODUCAO

A obesidade ¢ definida pelo acimulo excessivo de gordura corporal que compromete a
saude, sendo caracterizada também como uma condi¢do inflamatéria de baixo grau. Essa
doenca possui um carater multifatorial, como ilustrado na Figura 1, com fatores associados aos
habitos alimentares, predisposicdo genética, ambiente, comportamento, entre outros, que
podem contribuir para o seu desenvolvimento (1, 2). Classificada como uma doenga cronica
nao transmissivel (DCNT), a obesidade pode afetar individuos de todas as faixas etarias e ndao
possui carater contagioso (3). Dados epidemioldgicos indicam um aumento na prevaléncia de
sobrepeso e obesidade no Brasil ao longo dos anos, com percentuais mais elevados entre as
mulheres(4). Em 2023, a prevaléncia de obesidade (IMC > 30 kg/m?) foi de 24 % entre homens
e 25 % entre mulheres no Brasil, evidenciando seu status como um problema de satide publica
tanto a nivel nacional quanto globalmente (5). Para 2025, as projecdes globais indicam que 2,3
bilhdes de pessoas estardo acima do peso, das quais 700 milhdes estardo obesas (6).

Essa condicao patoldgica acarreta uma série de consequéncias adversas para a saude
(7). O actimulo excessivo de tecido adiposo contribui para a deterioracdo do estado de satde,
sendo um fator precursor no desenvolvimento de diversas doencas metabodlicas, como diabetes
mellitus do tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial sistémica, dislipidemias e doenga hepatica
esteatotica associada a disfuncdo metabdlica (ou MASLD, do termo em inglés “metabolic
dysfunction-associated steatotic liver disease”), entre outras comorbidades amplamente
documentadas na literatura (8). Nesse contexto, estudos focados no tratamento da obesidade
tornam-se cada vez mais urgentes.

Entre as doencas associadas a obesidade, o DM2 destaca-se como uma condi¢ao cronica
também classificada como DCNT. Seu desenvolvimento esta intimamente relacionado ao estilo
de vida, assim como a fatores genéticos e ambientais (9). A disfun¢do pancreatica, em um

primeiro momento, faz com esse 6rgao
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Figura 1 - Obesidade: resultado da interagdo entre fatores genéticos, hormonais,
comportamentais e sociais.

Eh —
& o
Alimentacido & w
desequilibrada « .
se 8 Hormonios
Fatores =
genéticos

Fatores Ties
comportamentais

Sono Ciclo social

Legenda: A obesidade ¢ uma doenga multifatorial, influenciada por uma combinagdo de fatores genéticos,
comportamentais, hormonais, emocionais e sociais. A imagem ilustra alguns dos principais fatores que contribuem
para o desenvolvimento dessa condig@o. Fatores genéticos podem aumentar a predisposi¢do individual a obesidade
ao longo dos anos. Comportamentos alimentares disfuncionais e uma dieta desequilibrada podem intensificar o
ambiente obesogénico. Disfun¢des hormonais em glandulas importantes no controle energético, como o pancreas
e a tireoide, também podem agravar o quadro de obesidade. Além disso, aspectos emocionais, relagdes sociais €
qualidade do sono sdo fatores cruciais, tanto para o desenvolvimento quanto para a progressao da obesidade.
Fonte: Autora, 2025.

apresente secrecdo desbalanceada, hiperinsulinemia, e configura com hiperglicemia cronica,
com isso, a longo prazo resulta em resisténcia a insulina (10). Esse quadro clinico dificulta a
captacdo adequada de glicose pelas células, geralmente associado ao aumento de gordura
visceral (11).

Os habitos alimentares desempenham um papel crucial tanto no desenvolvimento
quanto na manutencao e tratamento do DM2, sendo que dietas ricas em aglcares simples e
gorduras saturadas, comumente presentes em alimentos ultraprocessados, estdo associadas a
progressao dessa doenca (12).

Além dos fatores externos mencionados, que intensificam as condigdes de individuos
com obesidade, fatores fisiologicos também podem agravar tanto o quadro de obesidade quanto

o de DM2. A menopausa, uma condic¢do natural nas mulheres, ocorre geralmente entre 45 e 55
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anos e marca o fim da menstruacdo e da fertilidade (13). A transi¢do para essa nova fase na
saude da mulher envolve alteragdes significativas na secre¢do de hormoénios sexuais,
especialmente a queda acentuada do estrogénio pelos ovarios. A reducdo desse hormdnio
primariamente pelo eixo hipotdlamo-hipofise, faz com que haja reducao dos receptores do
estrogénio e diminuicdo da foliculogénese, essas mudangas estdo associadas a mudancas
fisiologicas, emocionais, comportamentais e fisicas (14). Esse fenomeno contribui para o
agravamento do cendrio obesogénico e aumenta a suscetibilidade ao desenvolvimento de
doencgas cardiovasculares, osteoporose e outras alteragdes metabolicas (15). Além disso, a
redistribuicdo de gordura para a regido abdominal intensifica ainda mais essa condigdo,
tornando essa populacdo uma prioridade para intervengdes terapéuticas (13).

O tecido adiposo ¢ caracterizado principalmente como um o6rgao de reserva energética,
mas também desempenha um papel fundamental como 6rgao enddcrino (16). Os adipécitos, as
células principais que constituem esse tecido, além da fragdo vascular estromal, apresentam trés
fenotipos distintos: adipocito branco, adipocito bege e adipdcito marrom (17). O tecido adiposo
branco (TAB) ¢ responsavel pelo armazenamento energético e exerce uma fun¢do endocrina ao
secretar adipocinas importantes, como adiponectina e leptina. Os adipdcitos brancos
apresentam uma morfologia unilocular, nas quais as inclusdes de gordura sdo volumosas,
deslocando os nucleos para a periferia da célula e apresentando um nimero reduzido de
mitocondrias (18). O adipdcito bege, considerado intermedidrio entre os adipocitos
mencionados, possui a mesma linhagem genética do TAB, mas quando estimulado, exibe
caracteristicas funcionais do tecido adiposo marrom (TAM) (19). Em contraste, o TAM ¢
caracterizado pela termogénese e pela secrecdao de moléculas conhecidas como batocinas, como
Vegta, Bmp8b e Fgf21 (20). A morfologia do adipdcito marrom ¢ multilocular, com goticulas
de gordura menos volumosas, um elevado nimero de mitocondrias e nicleos centralizados,
favorecendo sua fungdo termogénica (21). Essas diferengas estao ilustradas na Figura 2.

No contexto da obesidade, observa-se um processo antagénico em que o TAM pode
passar por um remodelamento desfavoravel, denominado whitening, do portugués,
branqueamento (22). Esse fenomeno resulta em alteracdes significativas na conformacao
histologica do TAM, que, originalmente, apresenta adipdcitos multiloculares, tornando-se
predominantemente unilocular e apresentando uma reducdo no numero de mitocondrias. Essas
modificagdes comprometem substancialmente as fungdes termogénicas do TAM, impactando
diretamente o metabolismo do individuo (23). A termogénese ¢ um processo metabolico de
producdo de calor endogeno, podendo ser também induzia por alimentos, exercicio fisico ou

medicamentos (24). Essas altera¢des sao ilustradas na Figura 3. Em camundongos, o TAM
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localiza-se predominantemente na regido interescapular, embora também apresente depodsitos
nas regioes subescapular, cervical, periadrtica e perirrenal (25, 26).

Nesse contexto, as pesquisas voltadas para o tratamento da obesidade e do DM2 tornam-
se essenciais, especialmente diante do aumento alarmante de casos de sobrepeso e obesidade
em nivel global. Embora mudancas no estilo de vida sejam consideradas a base para a melhoria
no cenario obesogénico e diabetogénico, muitas vezes essas intervencdes isoladas ndo se
mostram suficientes (27). Portanto, ¢ urgente considerar a inclusdao de tratamentos

farmacologicos concomitantes.
Figura 2 - Esquema histologico dos trés tipos de adipocitos e suas principais caracteristicas.
Ntcleo

Goticula de gordura
Mitocdndria

Adipdcito branco Adipdcito bege Adipdcito marrom

Goticula de gordura

Unilocular

Multilocular

Multilocular

Nucleo

Periferia da célula

Mais centralizado

Mais centralizado

Mitocédndrias Baixo Médio Alto
Expressdo de UCP-1 -—— + + + +
Papel primario Estoque de energia Termogénese Termogénese

Legenda: Adipécito branco: Caracteriza-se pela presenga de uma goticula de gordura unilocular, com o nucleo
deslocado para a periferia da célula e um baixo numero de mitocondrias. Sua fungdo primaria é o armazenamento
de energia. Adipdcito bege: Este tipo de adipdcito é considerado intermediario entre o adip6cito branco e o marrom.
Sob estimulos especificos, pode desenvolver caracteristicas funcionais do tecido adiposo marrom. Apresenta
goticulas de gordura multiloculares, nicleo centralizado e um ntimero médio de mitocondrias, com expressdo
positiva de UCP-1, desempenhando papel na termogénese. Adipdcito marrom: Composta por células
multiloculares, este adipdcito € fundamental para a termogénese. Possui multiplas goticulas lipidicas menores, um
elevado numero de mitocondrias e nicleos centralizados. A expressao positiva de UCP-1 favorece a produgio de
calor.

Fonte: a autora, 2025.
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Figura 3 - Remodelamento do tecido adiposo marrom (TAM) no processo de branqueamento.

Tecido adiposo marrom

Remodelamento
Fenomeno whitening

Termogénese Batocinas
* UCP1 * Vegfa
* B3-AR * Bmp8b
* Ppara * Fgf2l
Nucleo
Goticula de gordura
> Mitocdndria

Legenda: Remodelamento do TAM no fendmeno de "branqueamento", onde adipocitos multiloculares se
transformam em uniloculares, comprometendo as fungdes termogénicas. Esse processo é comum em contextos
obesogénicos, nos quais o TAM perde suas caracteristicas tipicas, como multilocularidade dos lipidios e alta
concentragdo mitocondrial, responsaveis pela sua coloracdo marrom e elevada capacidade termogénica, com
expressdo aumentada de UCP1, B3-AR e Ppara, além das batocinas (adipocinas marrons). Com a progressao da
obesidade, o tecido passa a apresentar gordura em goticulas uniloculares, menor densidade mitocondrial e reducao
na expressdo de UCP1, B3-AR, Ppara e batocinas, tornando-o similar ao tecido adiposo branco.

Fonte: Autora, 2025.

Os analogos do peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) sdo os principais farmacos
utilizados no manejo dessas condigdes, com destaque para a liraglutida e a semaglutida (28).
Esses farmacos atuam ativando os receptores do GLP-1, resultando em efeitos benéficos no
controle glicémico, na perda de peso e na reducao do apetite (29). A tirzepatida, um novo duplo
agonista dos receptores de GLP-1 e do polipeptideo insulinotropico dependente de glicose
(GIP), surge como uma inovac¢do importante na induastria farmacéutica; essas duas incretinas
sao produzidas pelas células L e K intestinais, respectivamente (30). Essas moléculas
desempenham funcdes em diversos Orgdos, como o pancreas, o encéfalo e o trato
gastrointestinal. Isoladamente, o GLP-1 demonstra efeitos cardioprotetores, enquanto o GIP
contribui para a modulagdo da homeostase dssea e influencia o tecido adiposo branco (TAB),
conforme ilustrado na Figura 4 (31). A sinergia entre essas moléculas desempenha um papel
crucial na regulacao do metabolismo glicidico e lipidico, e a agao simultanea dos dois agonistas
proporciona um impacto mais significativo na perda de peso, no metabolismo glicémico e em
outros Orgados afetados pelas consequéncias da obesidade. Isso sugere a necessidade de uma

abordagem terapéutica multifacetada utilizando esses farmacos (32, 33).
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Nesse contexto, a investigacdo do uso da tirzepatida no tratamento da obesidade
associada ao DM2 e a menopausa apresenta-se como uma abordagem promissora na literatura
cientifica. A hipdtese central deste estudo € que a tirzepatida nao apenas atua na reducao do
peso corporal, mas também pode potencializar a atividade termogénica do tecido adiposo
marrom, mitigando assim as consequéncias adversas decorrentes da obesidade, DM2 e
menopausa. Essa acdo sinérgica pode resultar em melhorias significativas na homeostase
metabolica e mulheres afetadas, abrindo novas perspectivas para o manejo clinico dessas
condicdes inter-relacionadas.

Figura 4 - Interagdes das incretinas GLP-1 (peptideo semelhante ao glucagon tipo 1) e GIP

(polipeptideo inibidor géstrico) no metabolismo
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Legenda: O GLP-1 e o GIP atuam em orgdos comuns ¢ distintos, desempenhando fungdes essenciais para o
metabolismo energético e a homeostase glicidica. O GLP-1, secretado pelas células L do intestino em resposta a
ingestdo alimentar, age no sistema nervoso central reduzindo a ingestdo de alimentos e estimulando a memoria;
no pancreas, promove a secre¢ao de insulina e proliferacdo de células beta, além de inibir a secre¢do de glucagon
e a apoptose das células beta; no estomago, retarda o esvaziamento gastrico; e, no coracdo, aumenta o débito
cardiaco e contribui para a cardioprotecdo. O GIP, secretado pelas células K do intestino em resposta a alimentos
ricos em lipidios e carboidratos, também estimula a memoria no sistema nervoso central; no pancreas, aumenta a
secre¢do de insulina, a proliferagdo de células beta e a liberagdo de glucagon, além de reduzir a apoptose das
células beta; no estdbmago, diminui a secre¢do gastrica; no tecido adiposo, estimula o armazenamento de gordura;
e no tecido 6sseo, reduz a reabsorgdo 6ssea, favorecendo a satide Ossea.

Fonte: Autora, 2025.



| OBJETIVOS

1.1 Geral
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Investigar os efeitos do tratamento com tirzepatida na morfologia e na via termogénica

dos adipocitos marrons em um modelo de camundongos que apresenta obesidade, DM2 e

menopausa.

1.2 Especificos

a)

b)

g)

Avaliar a evolug¢ao da massa corporal, a ingestao alimentar e a eficiéncia
alimentar ao longo do tratamento com tirzepatida;

Analisar o metabolismo de carboidratos, com énfase nos niveis de
glicose e insulina;

Investigar a concentracdo de adipocinas, como adiponectina e leptina,
em resposta ao tratamento;

Descrever a multilocularidade dos adipécitos no TAM interescapular,
refletindo a atividade termogénica e avaliar a imunomarcacdo de
anticorpos relacionados a termogénese;

Monitorar a temperatura interescapular dos animais para avaliar o efeito
termogénico associado ao tratamento;

Analisar a expressdo proteica de marcadores-chave envolvidos na
termogénese;

Avaliar os efeitos da tirzepatida no TAM, avaliando a expressao de
genes relacionados a termogénese, batocinas e estresse do reticulo

endoplasmatico.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho experimental - animais e protocolo experimental

Os procedimentos experimentais seguiram as diretrizes estabelecidas para uso de
animais em pesquisa cientifica, conforme estabelecido pelo National Institutes of Health (Pu.
n° 85-23, revisado em 1996) e pelo National Academies Press (8 edigao, Washington, DC,
2011), bem como as recomendagdes ARRIVE 2.0. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica em Uso de Animais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (protocolo CEUA
018/2022).

Camundongos fémeas C57BL/6 com trés meses de idade (n=80) foram mantidas em
estantes ventiladas (212 °C, 60+10 % umidade, ciclo claro-escuro de 12 horas), com livre
acesso a dgua e racao (sistema NexGen, Allentown Inc., PA, EUA). Metade dos animais sofreu
ovariectomia (O) com remogao bilateral dos ovarios, conforme metodologia descrita (34). A
outra metade dos animais foi submetida ao mesmo estresse cirurgico (anestesia e abertura da
parede abdominal), porém os ovarios foram mantidos intactos (grupo sham).

A indugdo anestésica foi realizada com isoflurano a 3-4 %, sendo mantida a 1-2 % por
um cone nasal, enquanto os animais foram acomodados em plataforma aquecida (39 °C) durante
todo o procedimento. Apds a cirurgia, os animais foram mantidos em caixas individuais por 72
horas para recuperacgao (Figura 5). Ap6s uma semana, os camundongos foram alocados em dois
grupos principais, alimentados com dieta controle (C) ou dieta hiperlipidica rica em sacarose
(HFHS)

Nos grupos ovariectomizados (O), os ovarios foram cauterizados e removidos, enquanto
nos grupos sham, os ovarios foram identificados sem que ocorresse ligadura do pediculo
ovariano. Apds a cirurgia, os animais foram alojados individualmente por 72 horas para
recuperagdo pods-operatoria. Uma semana apds o procedimento, os camundongos foram
distribuidos em grupos alimentados com dieta controle ou com dieta hiperlipidica e rica em
sacarose. A composicdo detalhada das dietas esta apresentada na Tabela 1, sendo ambas
formuladas conforme as diretrizes do American Institute of Nutrition para manutengdo de
roedores adultos (AIN93M) (35) e produzidas pela Pragsolugdes (Jau, Sao Paulo, Brasil), nesse
primeiro momento do experimento haviam quatro grupos (n=60/grupo). Ao término da 12°
semana, os grupos foram novamente subdivididos para o inicio do periodo de tratamento,
resultando em oito subgrupos (n=30/grupo), dos quais quatro eram grupos controle (C) e quatro

grupos obeso-diabéticos (Od). O desenho experimental completo ¢ apresentado na Figura 6.
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Figura 5 - Procedimento cirirgico de ovariectomia (Ovx)

ﬂ
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Legenda: Cronograma detalhado do procedimento cirargico, com as etapas principais, incluindo as datas
da cirurgia, tricotomia pré-operatoria realizada algumas horas antes da intervencdo, anestesia com
isoflurano e execugdo das cirurgias Ovx ou Sham. Ap0s a cirurgia, os animais foram alocados em caixas
individuais para a recuperagdo pds-operatoria.

Fonte: Autora, 2025.



Tabela 1 - Composicdo e conteudo energético das dietas experimentais

Dietas por
Ingredientes (g/kg) grupos
C Ood
Caseina (85%
oroteina) 140,0 160,0
Amido de milho 620,692 62,684
Sacarose 100.0 400,0
Oleo de soja 40,0 40,0
Banha de porco 0,0 238,0
Fibra dietética 50,0 50,0
Mix de vitaminas 10,0 10,0
Mix de minerais 35,0 35,0
Cisteina 1.8 1.8
Colina 2,5 2,5
Antioxidante 0,008 0,016
Total (g) 1000 1000
Energia (kJ/Kg) 16000 21000
Carboidrato (%) 76 36
Sacarose (%) 10 32
Proteina (%4) 14 14
Lipidios (%) 10 50

Legenda: controle (C) e obeso-diabéticos (Od)

Fonte: a autora, 2025.
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As abreviagdes dos grupos experimentais foram as seguintes: C (controle), CT (controle
+ tirzepatida), CO (controle + ovariectomia), COT (controle + ovariectomia + tirzepatida), Od
(obeso-diabético), OdT (obeso-diabético + tirzepatida), OdO (obeso-diabético + ovariectomia)
e OdOT (obeso-diabético + ovariectomia + tirzepatida). A tirzepatida, na forma de cloridrato
(MCE, HY-P1731B/C-0107005, Med Chem Express, Monmouth Junction, NJ, EUA) foi
administrado subcutaneamente em uma dose de 10 nmol/kg diariamente, diluida em um veiculo
(tampao Tris-HCI, pH 8,0, 40,0 mM). Nos grupos controle, os animais receberam apenas o
veiculo, uma vez ao dia, conforme protocolo estabelecido em estudo prévio com camundongos

(36).

Figura 6 - Desenho e disposi¢ao dos grupos experimentais
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Fonte: a autora, 2025.
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2.2 Peso Corporal (PC), Ganho Ponderal (GP), Ingestao Alimentar (IA) e Eficiéncia
Alimentar (EA)

O peso corporal (PC) dos camundongos foi medido semanalmente usando uma balanga
digital de precisao, e o ganho ponderal (GP) foi calculado ao longo do periodo de tratamento,
sendo feito a subtracdo do peso da semana 16 pelo peso da semana 12. A ingestdo alimentar
(IA) foi monitorada diariamente as 12 horas a.m., com base na diferenca entre a quantidade
inicial de ragdo fornecida e a quantidade remanescente na gaiola. A eficiéncia alimentar (EA)
foi determinada pela razdo entre ganho de PC em gramas e o consumo de ragdo, multiplicada

por 100.

2.3 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) e Glicose em Jejum

O TOTG foi realizado em dois momentos experimentais: apds 12 semanas de inducao
de obesidade e DM2 (fase pré-tratamento) e apos 4 semanas de tratamento com tirzepatida (fase
pos-tratamento). Apds um jejum de 6 horas, a glicemia basal foi medida no tempo 0. Em
seguida, uma solucdo de glicose (2g/kg) foi administrada por gavagem orogastrica, e as
medicoes de glicemia foram repetidas nos tempos 15, 30, 60 e 120 minutos, utilizando um
glicosimetro Roche Accu Check. A Area Sob a Curva (ASC) foi calculada para comparagio
entre grupos, sendo todas as andlises realizadas no software GraphPad Prism v.9.4.1 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Apdés o segundo momento do
experimento, foram calculados o indice de resisténcia a insulina em jejum (FIR1), definido por
{25 =+ Insulina (ui/ml) x (Glicemia -3,5), para avaliacdo da resisténcia insulina (37), e o indice
quantitativo de sensibilidade a insulina (QUICKi), definido por 1 / (Log insulina +Log

glicemia), para andlise da sensibilidade a insulina (38).

2.4 Termografia

A temperatura interescapular foi medida na regido interescapular de animais conscientes
nas semanas 12 e 16, em temperatura ambiente, utilizando uma camera termografica FLIR C2
com sistema infravermelho (FLIR Systems, Wilsonville, Oregon, USA). As fotos foram tiradas
a partir de 12h, para respeitar o ciclo dos animais, todos foram alocados em uma caixa de
acrilico para garantir a mesma distancia em todos e foram usados 5 animais por grupo com 10

fotos cada. Esse método permite a avaliagio ndo invasiva e precisa da temperatura
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interescapular, fornecendo informagdes importantes sobre a atividade termogénica na regido de

interesse.

2.5 Sacrificio dos Animais e Extracao dos Tecidos

Ao final das 16 semanas, os animais, apds um periodo de jejum de 6 horas, foram
submetidos a anestesia inalatoria com isoflurano (3-4 %) e, posteriormente, eutanasiados por
pungdo cardiaca, com administragdo prévia de Dalteparina sédica (Fragmin, 134 Pfizer, SP,
Brasil) para heparinizagdo. Amostras de sangue foram coletadas do ventriculo direito,
centrifugadas a temperatura ambiente (712 xg, 15 minutos) e armazenadas para analises
bioquimicas subsequentes. O TAM foi cuidadosamente dissecado, pesado e dividido em
aliquotas, com armazenamento a -80°C para futuras andlises moleculares. Fragmentos
adicionais do TAM foram fixados em formaldeido recém-preparado a 4 % (tampao fosfato 0,1
M, pH 7,2) por 48 horas em temperatura ambiente, visando andlises histoldgicas e imuno-

histoquimicas.

2.6 Analises Plasmaticas

Os niveis de GIP, GLPI, leptina, insulina e estradiol plasmaticas foram quantificados
utilizando imunoensaios multiplex para biomarcadores com tecnologia XMAP Luminex
(Millipore, Billerica, MA, EUA, cat. #fMMHMAG-44K). Para a determinagdo dos niveis de
adiponectina, foi realizado um ensaio imunoenzimatico especifico (kit de adiponectina ELISA

de rato #EZMADP-60K, Millipore, Missouri, EUA).

2.7 Imunohistoquimica do Tecido Adiposo Marrom (TAM)

O TAM passou pelo processamento histologico fixado em formaldeido e incluido em
Paraplast, posteriormente, foram feitos cortes com 5 pum de espessura e corados com
hematoxilina e eosina (HE), os demais cortes foram incubados com anticorpos. As se¢des
histologicas de TAM foram imunomarcadas para UCP1 e B3AR. Para tanto, as amostras foram
submetidas a recuperagao de antigeno (pH 6,0, 60 °C, por 20 minutos), seguidas de bloqueio
de peroxidase e proteinas. Em seguida, foram incubadas overnight com anticorpos primarios
especificos para UCP1 (CSB141 PA025554ESR2HU, Cusabio; 1:100) e B3AR (SC1473, Santa

Cruz; 1:100). Apos o bloqueio pos-primario, a detecgdo foi realizada com o sistema de polimero
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Novolink e diaminobenzidina (Novolink Polymer Detection Systems, RE7280-K, Leica
Biosystems, Vista, CA, EUA), seguido de contracoloracio com hematoxilina. As imagens
digitalizadas das se¢des foram obtidas utilizando o microscopio Nikon 80i e a cdmera DS-Ril

(Nikon Instruments, Inc., Melville, Nova York, EUA) e objetiva 40x.

2.8 Western Blotting

As proteinas foram extraidas dos tecidos com esferas de vidro em tampao de lise,
contendo coquetéis de inibidores de protease e fosfatase (P8340 e P0044, Sigma-Aldrich, St.
Loui s, MO, EUA). Quantidades iguais de proteina total foram tratadas com tampao de amostra
contendo SDS (Laemmli, Bio-Rad; Azul de Bromofenol e Beta Mercaptoetanol, Sigma-
Aldrich) a 100 °C por 5 minutos, e entdo separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE). As proteinas foram transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) por eletroblotting (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA), e as membranas
bloqueadas em 5 % de BSA. A incubagao foi realizada com os anticorpos primarios: beta-actina
(anti-mouse, SC81178, 1:500, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA), B3-AR (anti-goat,
SC-1473, 1:500, Santa Cruz Biotechnology) e UCP1 (anti-rabbit, CSB-PA025554ESR2HU,
1:500, Cusabio, Houston, TX, EUA). A beta-actina serviu como proteina de referéncia para
controle de carga. A deteccdo das proteinas foi realizada por eletroquimioluminescéncia,
utilizando o sistema de imagem molecular ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e

quantificada com o software Imagel, versdo 1.54f (NIH, EUA: imagej.nih.gov/ij).

2.9 Extracao e Analise de RNA do Tecido Adiposo Marrom (TAM)

O RNA total do TAM foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, CA, EUA),
seguido pelo tratamento de 1 pg de mRNA com DNAse I (Invitrogen) para remover qualquer
contaminante de DNA gendmico. A integridade e pureza do RNA foram avaliadas com um
espectrofotometro Nanovue (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, EUA). A sintese do
cDNA foi realizada a partir do mRNA extraido, utilizando Oligo d(T) para a transcrigao reversa.
Para a quantifica¢do da expressao génica, o cDNA foi combinado com primers especificos para
cada gene alvo e o SYBR Green Mix (Invitrogen, CA, EUA), e submetido a reagdo de PCR
quantitativa (QPCR).


http://imagej.nih.gov/ij
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A expressao do gene da proteina de ligacdo TATA-box (Tbp) foi mensurada como gene
de referéncia para a normalizagdo do mRNA. Controles negativos foram incluidos substituindo
o cDNA por agua deionizada em pocgos especificos para garantir a especificidade das reagoes.
O gPCR foi conduzido no sistema CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), e a amplificacao dos
sinais foi quantificada pelo método 2-AACt, permitindo estimar as diferengas relativas de
expressao entre os genes alvo e o controle endogeno. As sequéncias de primers para os genes
de interesse (Glplr, Fgf21, Vegtfa, Ucpl, Adrb3, Bmp8b, Ppara, Cidea, Atf4, Ddit3, Gadd45a)

foram projetadas com o software Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (Tabela 2).



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

Tabela 2 - Sequéncia de iniciadores senso (forward) e antisenso (reverse) utilizados para quantificar a expressdo de RNAm e suas vias

correspondentes
Gene Senso Antisenso Funcao
Adrb3 ACAGGAATGCCACTCCAATC TTAGCCACAACGAACACTCG  Ativacao da termogénese e estimulo de lipdlise
Atf4 CCGAGATGAGCTTCCTGAAC ACCCATGAGGTTTCAAGTGC Fator de transcricdo associado ao estresse do reticulo
Bmp8b CTATGCAGGCCCTGGTACAT AGGCCTGGACTACCATGTTG  Regulacao da homeostase energética
Cidea TGGTGGACACAGAGGAGTTC GTGACTCTGGCTATTCCCGA Termogénese e adaptacdo metabdlica
Chop CTGCCTTTCACCTTGGAGAC CGTTTCCTGGGGATGAGATA  Via da apoptose durante o estresse do reticulo
Fgf21 CTGGGGGTCTACCAAGCATA ATCCTCCCTGATCTCCAGGT Aumenta gasto energético
Gadd45 GCGAGAACGACATCAACATC GTTCGTCACCAGCACACAGT  Estresse do reticulo
Glpir ATACACACTGCTGGCCTTCT ATAACGAACAGCAGCGGAAC  Receptor do Glp1
Ppara TCGGACTCGGTCTTCTTGAT TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA Receptor envolvido com termogénese
Tbp CAAACTCTGACCACTGCACC CTGCGGTACAATTCCAGAGC Controle enddgeno para extracdo do PCR
Ucp1 TCTCAGCCGGCTTAATGACT TGCATTCTGACCTTCACGAC Regula termogénese adaptativa
Vefga CACGACAGAAGGAGAGCAGA CACAGGACGGCTTGAAGATG  Angiogénese e resposta inflammatdria
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Legenda: Atf4, fator de transcri¢ao ativador 4; Adrb3, receptor adrenérgico beta-3; Bmp8b, proteina morfogenética 6ssea 8B; Cidea, efetor indutor de morte celular associado

a fragmentacgdo de dna, similar a subunidade alfa A; Chop, proteina homologa C/EBP; Fgf21, fator de crescimento de fibroblastos 21; Gadd45, gene da proteina de parada de

crescimento induzida por dano ao DNA; Glplr, receptor de peptideo semelhante ao glucagon-1; Ppar-alfa, receptor alfa do ativador da proliferacdo de peroxissomos; TBP,

proteina de ligagdo a caixa TATA; UCPI1, proteina desacopladora 1; VEGFa, fator de crescimento endotelial vascular A.

Fonte: a autora, 2025.
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2.10 Analise dos Dados

Os dados foram avaliados utilizando o teste de Shapiro-Wilk para verificar a
normalidade das distribui¢des, método indicado para amostras de menor tamanho, € o teste de
Bartlett para avaliar a homocedasticidade. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo. As diferencgas entre grupos foram analisadas por ANOVA bidirecional, com os fatores
sendo ovariectomia (Ovx) e tratamento com Tirzepatida (Tzp), seguido do teste post hoc de
Tukey para comparagdes multiplas. Considerou-se um valor de P < 0,05 como estatisticamente
significativo (GraphPad Prism v.10.4.0 para Windows, GraphPad Software, Boston, MA,
EUA).

Para examinar associa¢des entre termogénese, estresse do reticulo endoplasmatico (RE)
e genes relacionados a batocina, foi realizada uma matriz de correlagdo. Adicionalmente, a
Analise de Componentes Principais (PCA) foi aplicada para identificar padrdoes nos dados;
componentes com autovalores > 1,0 foram retidos de acordo com o critério de Kaiser-Guttman,
0 que permitiu capturar a variagdo mais expressiva nos dados. Esta abordagem foi empregada
para agrupar perfis semelhantes e diferenciar distintos grupos com base em condi¢des de
obesidade, DM2, Ovx e tratamento com Tzp, utilizando dados de expressdo génica (GraphPad

Prism v.10.4.0 para Windows, GraphPad Software, Boston, MA, EUA).
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3 RESULTADOS

3.1 Peso corporal, ingestao alimentar e energética e eficiéncia alimentar

No inicio do experimento (semana 0), ndo foram observadas diferencas significativas
no peso corporal (PC) entre os grupos (Figura 7A). Entretanto, ao final da inducdo da obesidade
(12* semana), os grupos obesos/diabéticos mostraram um aumento significativo no PC em
comparag¢do aos respectivos grupos controle: C vs. Od (+25 %) e CO vs. OdO (+35 %). Além
disso, o grupo OdO apresentou um PC superior ao do grupo Od (+11 %), indicando um efeito
da ovariectomia sobre o PC (Figura 7B). Ao término do tratamento (16* semana), todos os
grupos tratados com tirzepatida apresentaram redu¢ao no PC em comparagdo aos grupos nao
tratados: C vs. CT (-9 %), CO vs. COT (-14 %), Od vs. OdT (-25 %), OdO vs. OdOT (-27 %).
Por outro lado, os grupos obesos/diabéticos e ovariectomizados, mantiveram um PC elevado
em relacdo aos grupos controle: C vs. Od (+31,5 %), CO vs. OdO (+34 %), COT vs. OdOT
(+14 %) (Figura 7C). Para corroborar esses resultados, observou-se que o tratamento com
tirzepatida durante as semanas 12 a 16, resultou em uma perda ponderal significativa: C vs. CT
(-317 %), CO vs. COT (-266 %), Od vs. OdT (-408 %) e OdO vs. OdOT (-3616 %). E relevante
destacar que, nos grupos obesos/diabéticos e ovariectomizados, a perda de peso foi mais
acentuada em comparagdo com os grupos controle: CT vs. OdT (-144 %), COT vs. OdOT (-
222 %), OdT vs. OdOT (+26 %) (Figura 7D). Esta andlise dos resultados sugere que o
tratamento com tirzepatida foi eficaz na redugdo do PC, especialmente em animais
obesos/diabéticos e ovariectomizados. Esses achados ressaltam o potencial da tirzepatida como
uma intervengdo promissora para o controle do PC em condigdes associadas a obesidade e suas

complicacdes metabolicas.
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Figura 7 - Peso corporal e ganho ponderal dos grupos experiementais
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Legenda: (A) Peso corporal na semana 0, (B) Peso corporal na 12* semana, (C) Peso corporal na 16 semana; (D)
ganho ponderal durante o periodo de tratamento. Os grupos experimentais sdo definidos como segue: C,
Controle; Od, Obeso e diabético; O, Ovariectomia; T, Tirzepatida. Os dados sdo apresentados como média +
desvio padrdo. As diferengas estatisticamente significativas entre os grupos sdo indicadas por *P < 0,05; **P <
0,01; ***P <0,001.

Fonte: a autora, 2025.

Na 12* semana, a ingestdo alimentar, expressa em gramas, foi menor nos grupos
obesos/diabéticos: C vs. Od (-4 %), OdO vs. CO (-4 %) (Figura 8A). No entanto, esses grupos
apresentaram uma maior ingestdo de energia devido a maior densidade energética da dieta
HFHS em comparacdo com a dieta controle: C vs. Od (+26 %) e CO vs. OdO (+25 %) (Figura
8C). Os dados sobre ingestdo energética demonstraram que os grupos obesos/diabéticos e
ovariectomizados consumiram mais energia, refletindo a natureza calorica da dieta HFHS.

Na 16 semana, os grupos tratados com tirzepatida mostraram uma reducdo na ingestao
alimentar em relag@o aos grupos controle ndo tratados: C vs. CT (-24 %), CO vs. COT (-26 %),
Od vs. OdT (-18 %), OdO vs. OdOT (-18 %). De maneira geral, os animais submetidos a dieta
HFHS consumiram menos ragdo em comparacao aos seus grupos controle: C vs. Od (-4 %),
CO vs. OdO (-15 %), embora os animais do grupo CO tenham ingerido mais do que os do grupo
C (+5 %) (Figura 8B). Em relacdo a ingestdo energética, observou-se uma diminui¢ao

significativa nos animais tratados com tirzepatida: C vs. CT (-24 %), CO vs. COT (-25 %), Od
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vs. OdT (-18 %) e OdO vs. OdOT (-18 %). Em contrapartida, a ingestdo energética aumentou
nos animais que receberam a dieta HFHS: C vs. Od (+21 %), CO vs. OdO (+12 %), CT vs. OdT
(+31 %) e COT vs. OdOT (+23 %) (Figura 8D). Além disso, a eficiéncia alimentar apresentou
uma queda acentuada nos grupos tratados com tirzepatida em comparagdo com 0s grupos
controle: C vs. CT (-390 %), CO vs. COT (-328 %), Od vs. OdT (-475 %) e OdO vs. OdOT (-
4316 %) (Figura 8E). Esses resultados indicam que o tratamento com tirzepatida influenciou
tanto a ingestdo alimentar quanto a eficiéncia alimentar, resultando em uma redugdo
significativa no consumo de alimentos.

Figura 8 - Ingestdo alimentar, ingestdo energética e eficiéncia alimentar dos grupos

experimentais.
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Legenda: (A) Ingestao alimentar na 12* semana; (B) Ingestdo alimentar na 16* semana; (C) Ingestdo energética na
12* semana; (D) Ingestdo energética na 16® semana; (E) Eficiéncia alimentar durante o periodo de tratamento. Os
grupos experimentais sdo definidos como segue: C, Controle; Od, Obeso e diabético; O, Ovariectomia; T,
Tirzepatida. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. As diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos sdo indicadas por *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

Fonte: a autora, 2025.
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3.2 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

Na 12% semana, a area sob a curva (ASC) do TOTG revelou que o grupo Od apresentou
intolerancia a glicose em comparagao ao grupo controle: C vs. Od (+38,4). O grupo OdO
demonstrou uma ASC significativamente maior em relagdo ao grupo Od (+12 %) (Figuras 9A-
B). Esses resultados sugerem que a ovariectomia e a obesidade desempenha, papéis importantes
na deterioragdo da resposta glicémica.

Na 16* semana, os animais obesos/diabéticos (OdT) e obesos/diabéticos e
ovariectomizados (OdOT) tratados com tirzepatida mostraram uma reducdo na intolerancia a
glicose em comparagdo com os grupos nao tratados: Od vs. OdT (-28 %) e OdO vs. OdOT (-39
%). Contudo, as ASC dos grupos continuaram elevadas: C vs. Od (+59 %), CO vs. OdO (+70)
e CT vs. OdT (+37 %), evidenciando que a ingestdo da dieta HFHS teve um impacto
significativo na resposta glicémica (Figura 9C-D). Esses resultados enfatizam que o tratamento
com tirzepatida melhorou a resposta a glicose nos grupos obesos/diabéticos e ovariectomizados.
No entanto, a dieta HFHS ainda teve um impacto significativo na resposta glicémica,
evidenciando a complexidade das interagdes entre tratamento farmacologico e dieta na
regulacdo metabodlica dessas condigdes. Assim, ¢ fundamental considerar ndo apenas o
tratamento farmacoldgico, mas também fatores dietéticos ao avaliar a resposta glicémica em
condicdes relacionadas a obesidade e DM2.

Os dados de insulina plasmatica dos animais submetidos a dieta HFHS corroboram com
os resultados do TOTG (Figura 10A), mostrando hiperinsulinemia em comparagdo aos
controles: C vs. Od (+78,8 %) e CO vs. OdO (+142 %). Ao comparar Od vs. OdO, observou-
se que a ovariectomia possivelmente contribuiu para um aumento na secre¢ao de insulina,
resultando em um aumento de 52 %. Os animais obesos/diabéticos tratados com tirzepatida

também apresentaram melhora nesse parametro: Od vs. OdT (-54 %) e OdO vs. OdOT (-47 %).
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Figura 9 - Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) pré e pos-tratamento dos grupos

experimentais
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Legenda: (A) Curva glicémica do TOTG na 12* semana; (B) Area Sob a Curva (ASC) total na 12* semana; (C)
Curva glicémica do TOTG na 16 semana; (D) ASC total na 16* semana. Os grupos experimentais sdo designados
como segue: C, Controle; Od, Obeso e diabético; O, Ovariectomia; T, Tirzepatida. Os dados sdo apresentados
como média = desvio padrio. As diferengas estatisticamente significativas sdo indicadas por *P <0,05 **P < 0,01;
***p < 0,001.

Fonte: a autora, 2025.

Ao analisar o FIRi, constatou-se que os grupos Od e OdO apresentam resisténcia a
insulina em comparagdo aos seus respectivos controles: C vs. Od (+94,2 %), CO vs. OdO (+202
%) O padrao observado ¢ semelhante ao da insulina ao comparar Od vs. OdO (+78 %),
ressaltando a influéncia da ovariectomia e a melhora observada com o tratamento com
tirzepatida: Od vs. OdT (-66 %) e OdO vs. OdOT (-62 %) (Figura 10B).

Em relacdo a sensibilidade a insulina, o QUICKi apresentou resultados semelhantes ao
FIRi, com as seguintes comparagdes: C vs. Od (-8,16 %) e CO vs. OdO (-6 %). Observou-se
uma melhoria neste parametro com a administragdo de tirzepatida: C vs. CT (+6 %) e Od vs.

OdT (+15 %) (Figura 10C).
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Figura 10 - Insulina plasmética, indice de Resisténcia a Insulina (FIRi) e Indice de

Sensibilidade a Insulina (QUICKI1) dos grupos experimentais
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Legenda: (A) Insulina plasmatica; (B) FIRi; (C) QUICKIi. Os grupos experimentais sdo designados como segue:
C, Controle; Od, Obeso ¢ diabético; O, Ovariectomia; T, Tirzepatida. Os dados estdo apresentados como média +
desvio padrdo. As diferencas estatisticamente significativas sdo indicadas por *P <0,05 **P < 0,01; ***P <
0,001.

Fonte: a autora, 2025.

3.3 Termografia

Na 12* semana, a analise termografica ndo mostrou diferencas significativas entre os
grupos. No entanto, na 16* semana, houve uma reducdo na temperatura interescapular nos
grupos Od e OdO em comparagdo com seus respectivos grupos controle: C vs. Od (-4 %) e CO
vs. OdO (-3 %) (Figura 11A-B). Por outro lado, os animais tratados com tirzepatida
apresentaram um aumento na temperatura interescapular em relagdo aos grupos controle nao
tratados: Od vs. OdT (+6 %), OdO vs. OdOT (+6 %) e entre os grupos COT vs. OdOT (+3 %)
(Figura 11C-D).

Esses resultados sugerem que o tratamento com tirzepatida influenciou positivamente a
temperatura interescapular nos grupos obesos/diabéticos e ovariectomizados. No entanto, a
redugdo na temperatura observada nos grupos Od e OdO pode indicar uma resposta metabolica
diferenciada associada a ovariectomia e a obesidade, a qual pode ser atenuada pelo tratamento

com tirzepatida.
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Figura 11 - Termografia nas semanas 12 e 16: imagens e fotos representativas dos grupos
experimentais

Legenda: (A) Termografia na 12* semana; (B) Fotos representativas da termografia dos grupos na 12° semana; (C)
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Termografia 16* semana; (D) Fotos representativas da termografia dos grupos na 16" semana. Os grupos
experimentais sdo designados como segue: C, Controle; Od, Obeso e diabético; O, Ovariectomia; T, Tirzepatida.
Os dados estdo apresentados como média = desvio padrdo. As diferencas estatisticamente significativas sdo
indicadas por *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

Fonte: a autora, 2025.
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3.4 Relacio da massa de tecido adiposo marrom (TAM) pelo peso corporal

A relagdo da massa do TAM pelo peso corporal foi significativamente menor nos grupos
tratados com tirzepatida: Od vs. OdT (-22 %) e OdO vs. OdOT (-25 %) (Figura 12). Esse
resultado sugere que o aumento da massa do TAM ndo esta diretamente relacionado ao aumento
da termogénese, uma vez que o grupo Od apresenta um peso corporal maior. E possivel que o
TAM esteja passando por um processo de remodelamento, indicando um possivel
branqueamento, enquanto nos grupos tratados com tirzepatida, pode estar ocorrendo uma
ativacdo do TAM. Esse fenomeno estd alinhado com as observacdes feitas nas Figuras 11C e
11D, onde a temperatura interescapular do TAM parece estar intrinsicamente relacionada ao
aumento da termogénese.

Essa interpretagdao dos dados sugere que a tirzepatida pode estar influenciando nao
apenas na reducdo do peso corporal, mas também na ativacdo do TAM, o que pode contribuir
para um aumento na termogénese e, consequente, para a perda de peso. Esses achados sdo
relevantes para compreender os mecanismos pelos quais a tirzepatida exerce seus efeitos
metabolicos e podem fornecer insights importantes para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas voltadas ao controle da obesidade e suas complicagdes.

Figura 12 - Relagdo entre o tecido adiposo marrom (TAM) e o peso corporal dos grupos
experimentais.
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Fonte: a autora, 2025.

3.5 Analises plasmaticas

Os niveis plasmaticos de Estradiol estavam significativamente reduzidos nos grupos que

foram ovariectomizados (CO vs. C, -83%; OdO vs. Od, -84%; OdOT vs. OdT, -86%; COT vs.



37

CT, -84%) corroborando a eficacia da cirurgia para induzir a menopausa, inclusive os animais
obesos diabéticos ndo ovariectomizados apresentaram redu¢do quando comparados ao controle
(Od vs. C, -26%), o que sugere mais um efeito deletério da obesidade e DM2.

Os niveis plasmaticos de GIP mostraram diferencas significativas entre os grupos: CT
vs. OdT (-71 %), CO vs. COT (+86 %) e COT vs. OdOT (-72 %) (Figura 13B). Essas variagdes
nos niveis plasmaticos de GIP entre os grupos indicam que a tirzepatida pode ter efeitos
regulatérios complexos sobre a secrecdo de hormoénios gastrointestinais, ressaltando a
importancia de compreender seus mecanismos de acdo e seu potencial terapéutico em diversas
condi¢des metabolicas.

Em relagdo as concentragcdes de GLP-1, todos os grupos tratados com tirzepatida
tiveram maiores concentracdes de GLP-1 em comparagdo com seus respectivos grupos controle
ndo tratados: C vs. CT (+141 %), CO vs. COT (+86 %), Od vs. OdT (+167 %), OdO vs. OdOT
(+224 %) (Figura 13C).

Os niveis plasmaticos de adiponectina foram menores nos animais que apresentavam
pelo menos um insulto, como obesidade/DM2 e/ou ovariectomia, em comparagdo com seus
grupos controles: C vs. CO (-23 %), C vs. Od (-18 %), CO vs. OdO (-28 %), Od vs. OdO (-33
%). No entanto, o tratamento com tirzepatida aumentou os niveis de adiponectina nos grupos
tratados: CO vs. COT (+20 %), Od vs. OdT (+21 %), OdO vs. OdOT (+80 %) (Figura 13D).

Quanto a leptina, os animais obesos/diabéticos e ovariectomizados apresentaram
hiperleptinemia em comparagdo com seus grupos controle: C vs Od (+388 %) e CO vs. OdO
(+199 %). No entanto, o tratamento com tirzepatida foi capaz de reduzir significativamente a

concentracao plasmatica de leptina: Od vs. OdT (-85 %) e OdO vs. OdOT (-77 %) (Figura 13E).
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Figura 13 - Niveis plasmaticos de Estradiol, GIP, GLP-1, adiponectina e leptina dos grupos
experimentais
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Legenda: Os grupos experimentais sdo designados como segue: C, Controle; Od, Obeso e diabético; O,
Ovariectomia; T, Tirzepatida. Os valores estdo apresentados como média + desvio padrdo. As diferengas

estatisticamente significativas sdo indicadas por *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
Fonte: a autora, 2025.

3.6 Avaliacao Histologica e imunomarcac¢io de UCP1 e B3AR

A andlise das fotomicrografias de cortes do TAM corados com hematoxilina e eosina
(HE) (Figura 14A) revelou diferencas marcantes entre os grupos estudados. Nos animais dos
grupos Od e OdO, houve um aumento pronunciado de goticulas de gordura, indicando um
fenotipo de adipdcito branco, um fendmeno conhecido como branqueamento. Esse fendmeno
representa a transformag¢do do TAM em tecido adiposo branco.

Por outro lado, nos animais tratados com tirzepatida, especificamente nos grupos OdT
e OdOT, a morfologia dos adipdcitos foi preservada, apresentando goticulas de gordura marrom
multiloculares semelhante ao grupo controle. Esses achados sugerem um efeito protetor da
tirzepatida na preservagao do TAM em animais obesos/diabéticos ovariectomizados, impedindo
o processo de branqueamento e mantendo a estrutura do TAM (Figura 14B).

Esses dados foram corroborados pela imunomarcacdo de anticorpos fundamentais para
a termogénese, como B3-AR e UCPI. Os animais submetidos a dieta HFHS apresentaram
menor imunomarcagao desses anticorpos em comparagao aos animais controles, enquanto os

tratados com tirzepatida mostraram maior imunomarcagdo, destacando a importancia desses
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anticorpos na termogénese. Em relacdo a fotomicrografia e imunomarcagao (UCP1 e B3AR)
também foram feitos nos grupos C, CT, CO e COT porém foram dados ndo apresentados neste
trabalho, pois o enfoque ¢ o tratamento com tirzepatida dos grupos obesos e diabéticos.

A quantifica¢dao da expressao proteica dos mesmos anticorpos revelou que os animais
tratados com tirzepatida, mesmo sob dieta HFHS, apresentaram maior expressdo desses
marcadores associados a termogénese. Para UCP1, as diferengas foram: Od vs. OdT (+81 %)
e 0dO vs. OdOT (+66 %) (Figura 14B). De forma semelhante, para B3-AR, as diferencas
foram: Od vs. OdT (+101 %) e OdO vs. OdOT (+84 %) (Figura 14C). As bandas

representativas estdo ilustradas na (Figura 14D).
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Figura 14 - Fotomicrografias representativas do tecido adiposo marrom (TAM) e expressdo proteica de UCP-1 e B3-AR
dos grupos experimentais

A od odT 0do B ™ «

”ﬁ 5 :a:f,gsu{ PR T
"

Seth)

.. . .Q
,Q‘

UCP1
(proteina relativa)

E oo By 0 A e,
"‘:1-. ,{ ‘"ﬁ"""'(‘ e 13
3 'Q‘.'S"-&i lu:-" j'f % AT

c cr CO COT 0d 0dT 0dO OdoT

-
& oA
e Rl
C f " 1
o e
] [ — [ —

UCP1

B3AR
(proteina relativa)

I‘—':v i'/ V h}(‘ .
/ ""‘E,‘:.: y,‘&ﬁﬁdg x;
AR T S 'L\‘“?‘;-, Loa g Y
" &‘é@ (SO ﬁfvﬁ’x‘ .
) Q?ﬁqxi’) 251 e (5] vossion L e TN
3"’ "-’(C’)ﬂ.{. BRI ‘&’j pARUL I SR e W S B e
adre Tt A sactivaon W 8 . S L B S &

Legenda: (A) Fotomicrografias representativas, com a mesma ampliagdo, coradas por Hematoxilina e Eosina (HE), do TAM. Nos grupos Od e OdOT, observa-se o aumento das
infusdes lipidicas do TAM (setas abertas) e imunomarcagdo dos anticorpos analisados (setas fechadas). O tratamento com tizerpatida preservou o TAM, apresentando goticulas
de gordura marrom multiloculares nos grupos OdT e OdOT, com preservacdo da morfologia dos adipécitos. (B) Expressdo proteica de UCP1; (C) Expressdo proteica de B3-
AR; (D) Bandas Western blot (WB) para UCP1, B3-AR ¢ Beta-actina. Grupos: C, Controle; Od, Obeso e diabético; O, Ovariectomia; T, Tirzepatida. Os valores estdo
apresentados como média + desvio padrdo. As diferencas estatisticamente significativas sdo indicadas por *P < 0,05; **P < 0,01; ***P <0,001.

Fonte: a autora, 2025.

B3AR
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3.7 Expressiao génica de marcadores termogénicos, batocinas e estresse do Reticulo

Endoplasmatico

A ovariectomia (Ovx) reduziu a expressao do receptor de GLP-1 (Glp1r) nos grupos CO
em comparagdo ao grupo C (-51 %). No entanto, os grupos tratados com tirzepatida
apresentaram um aumento na expressao de Glplr em relag@o aos grupos ndo tratados: COT vs.
CO (+85 %), OdT vs. Od (+201 %) e OdOT vs. OdO (+203 %) (Figura 15A).

A expressao das batocinas foi geralmente menor nos grupos Od em comparagdo aos
grupos C. Especificamente, o grupo Od mostrou redugdes significativas em Bmp8b (—100 %),
Vegfa (—73 %) e Fgf21 (-100 %) em relag@o ao grupo C, além de uma diminui¢ao de Cidea (—
79 %). No entanto, a administracdo de tirzepatida resultou em um aumento nos niveis de
batocinas em comparacdo com os grupos ndo tratados: para Bmp8b, os aumentos foram: COT
vs. CO (+277 %), OdT vs. Od (+143 %) e OdOT vs. OdO (+128 %); para Vegfa, os aumentos
foram: OdT vs. Od (+300 %) e OdOT vs. OdO (+450 %); e para Fgf21, os aumentos foram:
OdT vs. Od (+390 %) e OdOT vs. OdO (+266 %). Da mesma forma, Cidea apresentou um
aumento com tratamento de tirzepatida: CT vs. C (+54 %) e OdOT vs. OdO (+141 %) (Figuras
15B-E).
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Figura 15 - Expressao génica no tecido adiposo marrom (TAM): Glplr, Cidea e batocinas dos

grupos experimentais
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Legenda: A — Expressao do receptor de peptideo semelhante ao glucagon tipo 1 (Glplr); B — Expressao da proteina
morfogenética 6ssea 8 (Bmp8b); C - Expressdo do fator de crescimento endotelial vascular A (Vegfa); D -
Expressdo do fator de crescimento de fibroblastos 21 (Fgf21); E — Expressdo do fator de fragmentagdo de DNA
indutor de morte celular, efetor semelhante a subunidade alfa A (Cidea). Abrevia¢des dos grupos: C, controle; O,
ovariectomia; Od, diabético obeso; T, tirzepatida. Os dados representam média + desvio padrdo. As diferengas
estatisticamente significativas sdo indicadas por *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Fonte: a autora, 2025.

A expressao do gene termogénico Adrb3 foi significativamente menor nos grupos Od
vs. C (<73 %) e OdO vs. CO (-84 %). Além disso, os genes Ppara (-76 %) e Ucpl (20 %)
também foram menos expressos no grupo OdO vs. CO. O tratamento com tirzepatida resultou
em um aumento na expressao desses genes em comparagao com suas contrapartes nao tratadas:
para Adrb3, os aumentos foram: OdT vs. Od (+270 %) e OdOT vs. OdO (+415 %); para Ppara,
os aumentos foram: CT vs. C (+91 %), COT vs. CO (+302 %), OdT vs. Od (+257 %) e OdOT
vs. OdO (+98 %); e para Ucpl, os aumentos foram: OdT vs. Od (+370 %) e OdOT vs. OdO
(+61 %) (Figuras 16A-C).

Os genes relacionados ao estresse do RE apresentaram, em geral, regulagdo positiva nos grupos
Od em comparagdo aos grupos C: Atf4 (+100 %), Ddit3 (+83 %) e Gadd45a (+146 %). O

tratamento com tirzepatida resultou na redu¢@o da expressdao desses genes em comparacao aos
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grupos nao tratados: Atf4, COT vs. CO (-56 %), OdT vs. Od (-66 %), OdOT vs. OdO (-60 %),
Ddit3 (todas as comparagdes) e Gadd45a (OdT vs. Od, OdOT vs. OdO). Esses resultados

sugerem que o tirzepatida atenua o estresse do ER (Figuras 16D-F).

Figura 16 - Expressdes génicas no tecido adiposo marrom (TAM): indicadores de termogénese
e estresse do reticulo endoplasmatico (RE) dos grupos  experimentais
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Legenda: A — Expressdo do receptor adrenérgico beta 3 (Adrb3); B — Expressdo do receptor alfa ativado do
proliferador de peroxissoma 576 (Ppara); C — Expressdo da proteina desacopladora 1 (Ucpl); D — Expressao do
fator de transcri¢do ativador 4 (Atf4) 4; E — Express@o do transcrito induzivel por dano ao DNA 3 (Ddit3); F —
Expressdo da proteina alfa 45 associadas a dano ao DNA e parada de crescimento (Gadd45a). Abreviagdes dos
grupos: C, controle; O, ovariectomia; Od, diabético obeso; T, tirzepatida. Os dados representam média + desvio
padrdo. As diferengas estatisticamente significativas sdo indicadas por *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Fonte: a autora, 2025.
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3.8 Efeito e interacio de Ovx e Tzp nos resultados

A Tabela 3 fornece um resumo quantitativo da analise. O efeito mais pronunciado da
ovariectomia (Ovx) foi observado no peso corporal (PC) na semana 16. O tratamento com
tirzepatida influenciou significativamente a razdo TAM/PC, o peso corporal na semana 16 e os
resultados da termografia na mesma semana.

A interagdo entre Ovx e tirzepatida foi minima para o peso corporal na semana 16, mas mais
pronunciada na termografia.

Em relagdo aos genes de batocinas, a Ovx ndo afetou a expressao de Bmp8b. No entanto,
a tirzepatida impactou significativamente todos os genes de batocina analisados, com interagdes
entre Ovx e tirzepatida observadas para a maioria dos genes, exceto para Fgf21. O gene Cidea
nao demonstrou interac¢do entre Ovx e tirzepatida.

Quantos aos genes relacionados ao estresse de RE, a Ovx nao afetou a expressao de
Atf4, mas influenciou Ddit3 e Gadd45a. O tratamento com tirzepatida teve um impacto
significativo em todos os trés genes de estresse do RE e interagiu com a Ovx para esses genes.
Em relacdo aos genes relacionados a termogénese, a Ovx nao afetou Ucpl, mas a tirzepatida
influenciou significativamente a expressao de Ucpl e interagiu com a Ovx na regulacdo da

termogeénese.
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Tabela 3 - Analise de variancia bidirecional analisando os efeitos e a interagdo da

ovariectomia (Ovx) e da tirzepatida (Tzp)

Dieta Ovx Tzp Tzp x Ovx Tzp x Dieta Ovx x Dieta Tzp x Ovx x Dieta
Dados % P % P % P % P % P % P % P
Biometria
Peso TAM/PC 3,049 ns 0,5470 ns 40,2 <0,001 4,330 0,04 0,020 ns 3,46 ns 0,07 ns
BC (sem 16) 0.?{:0 ns 33.26 <0,001 52,98 <0,001 0,3772 0,008 0,025 ns 1,166  <0,001 0,036 ns
Expressao génica
Atfd 0,105 ns 2,38 ns 38,20 <0,001 14,21 <0,001 3,620 ns 0,012 ns 1,688 0,01
Bmpéb 6,306 0,03 0,0057 ns 21,28 <0,001 9,006 0,010 7,108 0,02 7,951 0,01 9,969 0,007
Cidea 0,137 ns 57,51 <0,001 12,61 <0,001 0,025 ns 0,116 ns 10,47 <0,001 3,793 0,008
Fgf21 8,013 0,008 4,897 0,03 38,68 <0,001 2,940 ns 0,422 ns 12,95 0,001 0,1339 0,72
Vegfa 3,926 0,02 41,38 <0,001 30,10 <0,001 3,866 0,02 0,018 ns 0,555 ns 0,91 ns
Ddit3 5,591 0,004 0,0139 ns 58,34 <0,001 0,094 ns 0,728 ns 13,94  <0,001 3,032 0,03
Gadddsa 1,030 ns 13,40 <0,001 25,66 <0,001 28,50 <0,001 2,047 ns 0,774 ns 0,1810 ns

3

Adrb3 3,926 0,02 41,38 <0,001 30,10 <0,001 3,866 0,02 0,018 ns 0,55 ns 0,91 ns
Bpara 0.?05 ns 25,51 <0,001 48,82 <0,001 5,429 <0,001 0,7007 ns 5474  <0,001 1,237 ns
Uep1 1,004 ns 0,1035 ns 2801 <0,001 35,26 <0,001 6,457 0,007 4,277 0,02 0,4071 ns
Expressdo proteica
B3-AR 8,91 <0,001 18,79 <0,001 19,49 <0,001 25,05 <0,001 3,294 0,01 9,579  <0,001 0,4692 ns
ucet 2,570 ns 1.9 <0,001 36,98 <0,001 5,131 0,0 0,310 ns 12,76 <0,001 6,561 0,006

Legenda: Adrb3, receptor adrenérgico B3; Atf4, Fator de transcri¢do ativador 4; Bmp8b, Proteina morfogenética
ossea 8B; Cidea, Fator de fragmentacdo de DNA indutor de morte celular, efetor semelhante a subunidade alfa A;
Ddit3, Proteina homologa C/EBP; Fgf21, Fator de crescimento de fibroblastos 21; Gadd45a, Gene de proteina de
parada de crescimento induzivel por dano ao DNA; GlpIr, receptor de peptideo semelhante ao glucagon-1; Ppara,
Receptor alfa ativado por proliferador de peroxissomo; PC, peso corporal; TAM, tecido adiposo marrom; Ucpl,
proteina desacoploadora 1; Vegfa, fator de crescimento endotelial vascular A.

Fonte: a autora, 2025.
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3.9 Analise dos Componentes Principais

A matriz de correlagdo foi usada na analise dos componentes principais (ACP) e
revelou as relagdes entre os dados, com genes de agdes semelhantes apresentando correlagdes
mais fortes em comparagao aos genes com fungdes distintas (Fig. 17A).

A variancia cumulativa dos dois primeiros componentes principais (PCs) foi de 74,5
%, justificando a retencdo de PC1 e PC2 para a andlise (Fig. 17B). No biplot PCA, os vetores
associados aos genes de estresse do RE - Atf4, Ddit3 e Gadd45 — mostraram-se direcionados
aos grupos Od, OdO e CO, indicando uma associagdo com obesidade, DM?2 e estresse de RE
exacerbado por Ovx. Por outro lado, os vetores relacionados as batocinas (Bmp8b, Vefga,
Cidea e Fgf21) e a termogénese (B3-ar, Ucp1 e Ppara) concentraram-se nos grupos controle e
tratados com tirzepatida, sugerindo que o tratamento com tirzepatida promoveu a termogénese
e estimulou as batocinas (Figura 17C).

Os escores dos PCs corroboraram a posicao relativa dos grupos, com o grupo CO
distanciado dos demais controles e dos grupos tratados, mas proximo aos grupos Od e OdO,
que apresentaram sobreposi¢do (Figura 17D).

Essa analise multivariada refletiu os efeitos adversos da obesidade e DM2, além do
impacto agravante da combina¢do com Ovx sobre os genes analisados. Importante, o

tratamento com a tirzepatida mostrou-se eficaz em mitigar esses efeitos negativos.
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Figura 17 - Anélise multivariada de expressao génica no tecido adiposo marrom (TAM) dos
grupos experimentais
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Legenda: (A) Mapa de calor da matriz de correlagdo de Pearson (r); (B) Variagdo cumulativa dos componentes
principais, mostrando que os dois primeiros componentes explicam 74,5 % da variagdo total. As abreviagdes dos
genes estdo listadas na Tabela 2. (C) Grafico de cargas dos componentes principais (CP), onde as linhas azuis
indicam a diregdo da expressdo génica (circulos vermelhos); (D) Grafico de pontuagdes dos CP, com cores
diferentes para representar os grupos. Os grupos Od, OdO e CO se agrupam de um lado, sendo influenciados
principalmente por genes de estresse do RE. Os demais grupos, incluindo aqueles tratados com tirzepatida, se
agrupam do lado oposto, sendo influenciados por genes relacionados a termogénese, como Cidea e batocinas.
Abreviagoes dos grupos: C, controle; O, ovariectomia; Od, diabético obeso; T, tirzepatida.

Fonte: a autora, 2025.
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4. DISCUSSAO

Em nosso modelo de camundongo, observamos que os adipdcitos marrons
interescapulares apresentaram um clareamento nos animais obesos diabéticos, com ou sem
ovariectomia (Ovx) o que resultou em uma redugao na expressao de Ucpl e B3ar, prejudicando
a termogénese. Concomitantemente, esses animais exibiram uma diminui¢do nas batocinas e
um aumento no estresse do reticulo endoplasmatico (RE). Entretanto, a administragao de
tirzepatida reverteu de forma significativa esses efeitos negativos induzidos pela dieta
obesogénica, reduzindo o peso corporal e controlando a glicemia. Esses achados sugerem que
a tirzepatida é uma alternativa terapéutica promissora para o tratamento da obesidade, seja
isolada ou associada ao DM2 (39, 40), mostrando-se até mais eficaz do que outros andlogos do
GLPI, como a semaglutida (41, 42).

A literatura mostra os beneficios dos analogos do receptor GLP-1 (GLPIR), como a
semaglutida e a liraglutida (43). Além disso, outros andlogos, como a cotadutida, que atua tanto
nos receptores GLP1 quanto de glucagon, tém sido amplamente estudados em nosso
laboratério, com resultados que corroboram nossos achados ao estimular a termogénese e
remodelar o TAM interescapular em camundongos obesos (44). Esses dados reforcam a eficacia
dessa estratégia no tratamento da obesidade.

Um estudo recente demonstrou que camundongos obesos tratados com succinato
exogeno e liraglutida, tanto isoladamente quanto em combinagdo, apresentaram efeitos
benéficos no TAM. O succinato, um intermediario do ciclo do acido tricarboxilico, tem sido
apontado por promover o aumento do gasto energético, sobretudo no TAM, ao estimular a
ativacdo da UCPI1. A liraglutida, um andlogo do GLP1 amplamente usado no tratamento da
obesidade, também contribuiu para essa agdo. O tratamento com essas moléculas resultou em
reducdo da massa corporal, melhora na eficiéncia alimentar e aumento da temperatura
interescapular — um indicativo de termogénese. Observou-se ainda maior expressdao de Ucpl no
grupo tratado com succinato exogeno, com efeitos potencializados quando combinado com
liraglutida, sugerindo um efeito sinérgico entre os compostos (45).

De fato, os andlogos do GLP-1 sdo amplamente utilizados nos tratamentos atuais;
entretanto, a tirzepatida com seu duplo agonismo envolvendo o GIP, tem mostrado resultados
ainda mais promissores em estudos pré-clinicos (46, 47) e em ensaios clinicos (48). Esse efeito
superior pode ser explicado, possivelmente, pelo sinergismo proporcionado pelo GIP (49, 50).
Embora esse sinergismo possa ser responsavel pelo impacto significativo do tratamento com

tirzepatida, hd uma diferenca importante entre as espécies: enquanto o GLP-1 se mantém
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constante entre elas, o GIP varia. Isso sugere limitagdes em estudos com camundongos, onde o
GLPI tende a predominar em relagdo ao GIP, tornando a propor¢do GLP-1/GIP mais vantajosa
(51).

O receptor GIP (GIPR) ¢ amplamente expresso no tecido adiposo branco (TAB) (52), o
que ¢ relevante, considerando que o receptor do GLP-1 (GLP-1R) ndo ¢ encontrado nesse
tecido. Essa diferenca indica que o GIPR pode exercer efeitos tinicos sobre o metabolismo da
gordura branca, efeitos esses que os agonistas do GLP-1R nao influenciam diretamente (36). A
acdo do GIPR esta ligada a processos metabolicos como lipdlise, captagao de glicose e lipidios
e aumento do fluxo sanguineo no tecido adiposo (53). Essas a¢des contribuem para a redugao
do peso corporal e massa gorda, fatores essenciais no controle da obesidade e de distirbios
metabolicos (54). Além disso, os agonistas do GIPR podem mitigar alguns efeitos adversos dos
agonistas do GLP-1R, como o aumento dos niveis de acidos graxos livres (AGL), sugerindo
que o GIPR pode auxiliar na manuten¢do de um perfil metabolico mais favoravel quando
combinado com terapias de GLP-1R. Sabe-se que o TAB possui receptores GIP, enquanto o
TAM nio apresenta tais receptores (55). Ainda que o TAM ndo expresse GIPR, os efeitos
observados no estudo focado nesse tecido foram significativos.

A principal fungdo do TAM ¢é a termogénese, o que se reflete em adipocitos
multiloculares e aumento na expressao de Adrb3 e UCP-1, devido a maior quantidade de
mitocondrias, estimuladas pelo sistema nervoso simpatico (SNS) (56, 57) A ativacdo do TAM
pode ser crucial para a regulacdo de fatores de risco cardiovascular, incluindo niveis de
lipoproteinas, colesterol e o metabolismo da glicose. Em modelos animais, a ativagdo do TAM
induzida pelo frio demonstrou capacidade de reduzir triacilglicerdis plasmaticos (19), com
potencial para mitigar a hipercolesterolemia e a formacao de placas ateroscleroticas (58). Além
disso, essa ativagdo estd associada a uma maior captagao de glicose e melhoria na sensibilidade
a insulina (59), indicando um impacto benéfico positivo no metabolismo tanto sistémico quanto
local.

Nos camundongos, o TAM interage com tecidos como musculo esquelético, coragdo e
rins regulando o gasto energético e o metabolismo de lipidios via mecanismos enddcrinos ou
parécrinos (60). Esse tecido apresenta um alto tonus simpatico essencial para sua ativacao e
funcdo. A extensa inervacdo do TAM permite uma resposta rapida ao estimulo pelo SNS (61),
onde a liberagdo de catecolaminas, como a norepinefrina, ativa receptores 3-adrenérgicos nos
adipdcitos marrons maduros, promovendo a termogénese e o catabolismo lipidico (62). Esses
achados indicam que a ativagdo do TAM depende fortemente da sinalizagdo do SNS, em vez

de ocorrer de forma autonoma nas células (63, 64).
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Estudos com adipdcitos marrons primdrios indicam que, embora esses adipdcitos
marrons possuam capacidades termogénicas intrinsecas, sua ativacdo completa e resposta
funcional in vivo sdo rigidamente reguladas por estimulos simpaticos e interagdes com outras
células, como células endoteliais e nervosas (65). Essas interagdes sao essenciais para processos
como angiogénese ¢ vascularizagdo, os quais sustentam a fungdo do TAM. Assim, embora o
TAM tenha algumas propriedades autonomas, sua atividade ¢ predominantemente
impulsionada por estimulos secundarios mediados pelo sistema nervoso simpatico e interagdes
intercelulares (26).

A obesidade pode alterar as caracteristicas morfofuncionais do TAM, levando ao
fenomeno de branqueamento, no qual o tecido adquire um feno6tipo semelhante ao do TAB (22).
Esse processo de branqueamento resulta em um tecido disfuncional, apresentando adipdcitos
uniloculares, menor quantidade de mitocondrias e vascularizagdo reduzida, comprometendo a
funcao termogénica do TAM (66).

Nas andlises histoldgicas do TAM dos animais dos grupos Od e OdO, observou-se um
aspecto semelhante ao do TAB, corroborando o impacto negativo da obesidade sobre esse
tecido. Em contraste, os animais dos grupos controles exibiram as caracteristicas histologicas
esperadas para o TAM. Nos grupos tratados com Tzp, especialmente aqueles alimentados com
dieta HFHS, notou-se uma reversdao do branqueamento do TAM, com recuperacdo das
caracteristicas tipicas de um TAM saudavel. Essa andlise histoldgica sugere que o tratamento
com tirzepatida foi efetivo na mitigagdo desse efeito adverso da obesidade. Além disso, a
alteracdo na conformagdo dos adipdcitos resultou em um aumento do peso do TAM nos grupos
tratados com tirzepatida em comparagao aos grupos nao tratados, o que indica que a atividade
termogénica do TAM nao esta diretamente relacionada ao seu peso, refor¢gando a importancia
da qualidade funcional do tecido.

Um estudo anterior com ratos (67) também demonstrou aumento no peso do TAM em
animais submetidos a uma dieta rica em gordura em comparagdo aos controles. Esse aumento
de peso foi associado a uma redugdo na atividade termogénica devido ao branqueamento dos
adipdcitos marrons, que comprometeu a expressao de marcadores essenciais da termogénese,
como Ucpl e B3ar (22). No presente estudo, os animais dos grupos Od e OdO exibiram essa
conformagdo alterada, acompanhada por uma menor atividade de Ucpl e B3ar. Observou-se
que a razao TAM/PC aumentou simultaneamente a perda da aparéncia multiloculada nos
animais ndo tratados com tirzepatida. No entanto, a administracdo de tirzepatida reduziu essa

razao e restaurou a aparéncia multiloculada do TAM.
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Esse resultado ¢ consistente com a imunomarcagdo de proteinas fundamentais para a
termogénese (UCP-1 e B3-AR) e com os resultados de expressdo proteica obtidos por western
blotting. Nos animais tratados com tirzepatida, o parénquima do TAM mostrou-se semelhante
ao dos controles, exibindo as caracteristicas esperadas de um tecido termogénico saudavel, com
maior imunomarcagao das proteinas estudadas. Em contraste, os animais dos grupos Od e OdO
apresentaram menor imunomarcagdo e expressao proteica desses marcadores. Além disso, as
expressoes génicas relacionadas a termogénese foram reduzidas nos camundongos dos grupos
Od e OdO, enquanto os animais tratados com tirzepatida mostraram um aumento na expressao
desses genes, em concordancia com a literatura (68). Outro efeito positivo do tratamento com
tirzepatida foi o aumento na expressao de batocinas, que se encontrava reduzida nos grupos Od
e 0dO. Esse aumento na secre¢ao de batocinas pelo TAM reflete o papel emergente desse tecido
como um regulador metabdlico, cujos fatores secretados influenciam outros 6rgaos e tecidos
(69). Esses achados sugerem novos alvos terapéuticos no combate a obesidade em mulheres
pOs-menopausicas.

Investigar obesidade, DM2 e menopausa em modelos de roedores contribui para a
compreensdo da complexa interagdao entre essas condi¢des e pode ter implicacdes relevantes
para a saude das mulheres. J4 evidenciamos que a combinagao de obesidade, DM2 e menopausa
agrava a saude de mulheres maduras e eleva o risco de eventos cardiovasculares e metabdlicos
(70), o que enfatiza a necessidade de estudos mais aprofundados sobre o tema (71). Estima-se
que a maioria das mulheres passard mais de um terco de suas vidas em estado pds-menopausa
(72). Durante a transi¢do para a menopausa, hd uma tendéncia de aumento no peso corporal e
mudangas na composi¢ado e distribui¢do de gordura, o que eleva o risco de obesidade (57, 73).

Além disso, a menopausa parece estar associada a um risco aproximadamente 2,4 vezes
maior de desenvolver doenga hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MASLD) (74-76).
Muitas mulheres também relatam comprometimento da fungdo cognitiva durante a
perimenopausa (77), principalmente em casos de menopausa precoce (78). Ha ainda indicios
de que sintomas vasomotores durante a menopausa possam ser um marcador de risco para
doenca de Alzheimer (79). A relagdo entre obesidade e o cancer de mama pds-menopausa
também tem sido amplamente discutida (80, 81). Esses fatores destacam a necessidade de
estudos mais detalhados sobre a vida pds-menopausa, incluindo abordagens experimentais, para
aprofundar a compreensdo dos riscos e dos mecanismos envolvidos, permitindo o
desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas voltadas a satide das mulheres nessa

fase da vida.
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Um modelo de camundongos fémeas mais velhas podem ser mais adequados do que a
ovariectomia para reproduzir condigdes de menopausa de forma experimental (82).
Alternativamente, o uso de 4-vinilciclohexeno-diepoxido para induzir deplecao folicular
ovariana em roedores € uma opgao, embora resulte em outras consequéncias adversas (83, 84).
A menopausa ¢ um processo fisioldgico gradual, enquanto a ovariectomia bilateral causa uma
queda hormonal abrupta. Além disso, ratos e camundongos ndo apresentam perda completa dos
foliculos, dificultando a simulagdo do declinio hormonal observado em humanos (85). Investir
no desenvolvimento e testes de novas abordagens preventivas direcionadas a mulheres na pos-
menopausa pode ajudar a reduzir o risco de comorbidades associadas (86, 87).

Nossa hipotese ao testar a administracao de tirzepatida em animais levou em conta suas
principais indicacdes médicas para DM2 e obesidade. Como efeito adicional, observamos
aumento na temperatura interescapular em animais obesos/diabéticos, com ou sem
ovariectomia, possivelmente associado a diminuicdo do peso corporal e aumento da
termogénese. A ativagdo do TAM surge como uma estratégia valida para mulheres na
menopausa, ainda que o papel do TAM no controle de peso em humanos precise de mais
comprovagao. No entanto, 0 TAM pode melhorar a sensibilidade a insulina em humanos (88).

O estresse do reticulo endoplasmatico (RE), que resulta do desdobramento excessivo ou
incorreto de proteinas, ¢ frequentemente observado em doengas metabolicas, como DM?2 e
MASLD. Esse estresse promove a adiposidade ao reduzir o gasto energético, tornando-o um
alvo terapéutico promissor para o tratamento da obesidade (89). Em nossos camundongos Od
e OdO, os genes relacionados ao estresse do RE estavam mais expressos, € a administragdo de
tirzepatida reduziu essa expressdao de forma significativa. De forma similar, a cotadutida (um
agonista duplo de GLP1 e glucagon) demonstrou beneficios na reducao da inflamacao e do
estresse do RE tanto no tecido adiposo quanto no figado de camundongos obesos (90).

A anédlise de componentes principais (PCA) foi fundamental para interpretar melhor os
resultados dos genes, utilizando uma técnica estatistica multivariada que avalia todos os genes
simultaneamente (91). Nossos achados mostraram que os grupos Od e OdO ficaram proximos
ao grupo CO, indicando que os genes associados a esses grupos estavam relacionados ao
estresse do RE. Assim, DM2 e ovariectomia influenciaram de maneira semelhante a expressao
de genes de estresse do RE. Em contraste, o tratamento com tirzepatida posicionou esses grupos

em dire¢do oposta, evidenciando uma influéncia dominante dos genes de termogénese.
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CONCLUSAO

O tratamento com tirzepatida demonstrou efeitos benéficos em camundongos fémeas
obesos e diabéticos, tanto aqueles que passaram por ovariectomia quanto os que nao passaram.
A administracdo de tirzepatida resultou na redugdo do peso corporal, aumento da temperatura
interescapular e termogénese, além de diminuir o estresse do reticulo endoplasmatico no tecido
adiposo marrom. A combinagdo de obesidade, DM2 e menopausa configura um modelo
experimental valioso para o estudo da saude feminina. O tratamento com tirzepatida nesse

contexto nao foi explorado, representando uma area promissora para futuras investigagoes.
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ANEXO A — Comité de ética em pesquisa

Comissao de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais (CEUA)

UE'R J BRAG
%-ﬂh}m'@ HOREATO ALEARTARS GOMEL
CERTIFICADO

Certificamns que o projeto intilnlado *Agonismo de receplores duplos glp-1/gip
(tirzepatida ¢ obesidade indurida por dieta em camundongoes® registrado com o o®
0182022, sob a responsabilidade de Carlos Alberto Mandarim de Lacerda - que envolve a
produgio, manutengio ou wilizacio de animais pertencentes ao file Chordata, subfilo
Werlebrata (exceta humanas), para fins de pesquisa cientifica (ou ensing) - encontra-se de
arordo com os preceitos da Lei n* 11.784, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.8949, de
15 de julho de 2009 e com as normas editadas pelo Conselbe Nacional de Controle da
Experimentiacio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA PARA O
CUIDADD E USO DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS (CEUA) / IBRAG ¢/ UER], em
reuniao de 0032022,

Finalidade [ ) Ensino { X)) Pesguisa Cientifica
Vipencia da autorizacio D9NSE 2026

Espécie  linhagem § raca Camundongos da linhagem CETBLIG.
M* de animais 360

Peso ! Idade 20 gramas ! 4 meses

Sexo Fémeas

Oripem Biodério selorial

Fio de Janeir, 09 de agosto de 2022,

.{/ ﬁf}; o ’,-'r
; ’.u' ""u;‘ff-c’f/ =1 r.r,- fh;u._-.. ufh’/’tf-l'"_
{ | / I
Dr. Claudio C. Filgueiras Dra. Yael A. Villaga
Frofessor Associado Prafessora Associada
Matr, 33080-3 Matr. 35065-0
Coordenador Vice Coordenadora
CEUAIBRAGIUER CEUAMBRAGUER.

hupiwenm biologiauerj. com bricomite-de-etica
ceud.ibrag@yahoo.com.br



ANEXO B - Submissao artigo

M Gmail Carlos Mandarim <mandarim.ca@gmail.com>

Manuscript submitted to Fundamental & Clinical Pharmacology

1 mensagem

Fundamental & Clinical Pharmacology <no-reply@atyponrex.com= 17 de dezembro de 2024 as 10:06
Para: Carlos Mandarim-de-Lacerda <mandarim@uerj.br>

Dear Carlos Mandarim-de-Lacerda,

Your manuscript "Brown Adipose Tissue in Menopausal Diabetic Obese Mice Treated with Tirzepatide (GIP/GLP-1
Agonist)" has been successfully submitted and is being delivered to the Editorial Office of Fundamental & Clinical
Pharmacology for consideration.

You will receive a follow-up email with further instructions from the journal editorial office, typically within one business
day. That message will confirm that the editorial office has received your submission and will provide your manuscript
ID.

Thank you for submitting your manuscript to Fundamental & Clinical Pharmacology.

Sincerely,
The Editorial Staff at Fundamental & Clinical Pharmacology

60



