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RESUMO

CORREIA, Byanca Ramos de Oliveira. Efeitos da linagliptina no tecido adiposo
branco subcutaneo de camundongos obesos: browning e termogénese associada.
68f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2019.

Objetivo: O presente estudo buscou investigar o remodelamento do tecido
adiposo branco subcutaneo (TABs) em modelo experimental de inducdo ao
sobrepeso apds o tratamento com linagliptina (DPP-4i), com énfase na atividade
termogénica e inducao do fendmeno do browning. Métodos: Quarenta camundongos
machos (C57BL/6) foram aleatoriamente divididos para receber dieta controle (C,
10% da energia sob a forma de lipidios, n=20) ou dieta hiperlipidica (HF, 50% da
energia sob a forma de lipidios, n=20), por dez semanas. Em seguida, 0s grupos
foram redivididos em quatro novos grupos, para iniciar as cinco semanas de
tratamento: C, C-L (controle com linagliptina), HF e HF-L (hiperlipidica com
linagliptina). O medicamento foi adicionado a dieta, na dosagem de 30mg/kg de
massa corporal (MC) dos animais. Foram colhidos dados de comportamento
alimentar, calorimetria indireta, termograficos, e foram feitos ensaios de tolerancia
oral a glicose, dosagem de insulina plasmatica, microscopia de luz e
imunofluorescéncia e expressao génica. Resultados: Animais HF apresentaram
sobrepeso, intolerancia oral a glicose e maior area seccional média dos adipdcitos.
O tratamento com linagliptina foi capaz de normalizar a MC, restaurar a tolerancia a
glicose e o didametro dos adipdcitos. Os resultados combinam com a observacao de
adipécitos multiloculares positivos para UCP1 no TABs de animais tratados. Ambos
0s grupos tratados (C-L e HF-L) apresentaram expressdo elevada de genes
termogénicos, que se relacionam com o aumento da temperatura corporal (TC). O
menor quociente respiratdrio encontrado indica que a termogénese ocorrida utilizou
lipidios como fonte de energia. Conclusao: A reducdo de MC, o aumento da TC e a
presenca de células beges positivas para UCP1 indicam ativacdo da cascata de
browning no TABs dos animais tratados com linagliptina, que entéo, pode ativar a via
termogénica como efeito pleiotropico e pode ter potencial translacional.

Palavras-chave: Linagliptina. Tecido adiposo branco subcutaneo. Browning.

Obesidade. Termogénese.



ABSTRACT

CORREIA, Byanca Ramos de Oliveira. Linagliptin effects on subcutaneous white
adipose tissue of diet-induced obese mice: browning and associated thermogenesis.
68f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2019.

Aim: The present study aimed to investigate linagliptin (DPP-4i) remodeling
effects on subcutaneous white adipose tissue (SWAT), regarding thermogenesis and
browning induction, on a murine diet-induced obesity model. Methods: Forty adult
animals (C57BL/6) were randomly assigned to receive a control diet (C, 10% lipids as
energy, n=20) or a high-fat diet (HF, 50% lipids as energy, n=20) for ten weeks. After,
each group was re-divided to begin the five-week treatment, totalizing four
experimental groups: C, C-L (C plus linagliptin, 30mg/kg body mass), HF and HF-L
(HF plus linagliptin 30mg/kg BM). The drug was mixed with diet. Data from food
behavior, indirect calorimetry and termography were colected and oral glucose
tolerance test, plasmatic levels of insulin, light and immunofluorescence microscopy
and gene expression were evaluated. Results: HF animals showed overweight,
glucose intolerance, and greater cross-sectional area of adipocytes. The treatment
with linagliptin was able to normalize the body mass (BM), restore the glucose
tolerance and the cross-sectional area of adipocytes. These observations comply
with the observation of UCP1 positive multilocular adipocytes in the subcutaneous
white adipose tissue (SWAT) of treated animals. Both treated groups (C-L and HF-L)
showed high expression of thermogenic genes, which agree with the enhanced body
temperature (BT) and the lower respiratory exchange ratio (RER), implying enhanced
thermogenesis with the use of lipids as fuel. Conclusion: The reduced BM, the
enhanced BT and the presence of positive UCP1 beige cells in the SWAT point to the
activation of the browning cascade on the sWAT of linagliptin-treated mice, and
hence, linagliptin could induce the thermogenic pathway as a pleiotropic effect that
can have translational potential.

Keywords: Linagliptin. Subcutaneous white adipose tissue. Browning. Obesity.

Thermogenesis.
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INTRODUCAO

A obesidade atingiu propor¢cdes epidémicas a nivel mundial, principalmente
em funcéo da alta oferta de alimentos com alta densidade energética, combinados
com habitos mais sedentarios da populacédo (Hruby e Hu, 2015). O tecido adiposo
branco (TAB) passa a sofrer hipertrofia e hiperplasia no periodo cronico de balanco
energético (BE) positivo, o que favorece o estabelecimento da resisténcia a insulina
(RD) e inflamacdo (Gustafson et al., 2015). Essas mudancas tornam o individuo
obeso mais suscetivel a quadros cronicos e silenciosos a longo prazo, como o
diabetes mellitus do tipo 2 (DMT2) (Gustafson e Smith, 2015).

O conceito de que o TAB funciona apenas como um reservatorio lipidico, e
portanto energético, sofreu alteracao recente (Ahima, 2006). J& se sabe que ele atua
como um 0Orgdo enddcrino, capaz de secretar adipocinas envolvidas em diversas
vias metabdlicas de forma autdcrina, paracrina ou enddécrina (Rodriguez et al.,
2015). Além disso, a plasticidade do TAB em relacdo a um terceiro tipo de adipdcito,
o adipdcito bege, o tornou um alvo viavel para o controle da obesidade por meio da
termogénese aumentada (Wu et al., 2013).

Adipdcitos beges exibem um citoplasma abundante, rico em mitocondrias,
onde a termogénese ocorre e produz calor ao invés de gerar adenosina trifosfato
(ATP), resultando num BE negativo (Nedergaard e Cannon, 2014). O fenbmeno do
browning (inducdo de células beges) é mais frequente no TAB subcutaneo (TABSs) e
se estima que a presenca de 63g de tecido adiposo bege é capaz de evitar o
armazenamento de 4kg de gordura, por ano, em humanos (Virtanen et al., 2009).
Alguns indutores do browning sdo medicamentos que ativam os receptores ativados
por proliferadores de peroxissoma alfa (PPAR-a) (Rachid et al., 2015; Rachid et al.,
2018), o bloqueador do receptor de angiotensina Losartana (Graus-Nunes et al.,
2017), nutracéuticos que estimulam a via termogénica, como a canela (Kwan et al.,
2017) e a crisina (Choi e Yun, 2016), além de baixas temperaturas e exercicio fisico
(Ricquier et al., 2000; Spiegelman, 2013).

A enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-4) vem sendo descrita como uma
adipocina, com producgao excessiva em quadros de obesidade, caracterizando a Rl
em um tecido altamente hipertrofiado (Lamers et al., 2011; Sell et al., 2013). Logo, o

uso frequente de inibidores da DPP-4 (DPP-4i) como hipoglicemiantes orais pode
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resultar em efeitos pleiotrépicos benéficos quando o assunto sdo as comorbidades
associadas a obesidade.

Em camundongos induzidos a obesidade, o tratamento com sitagliptina
(DPP-4i) reduziu a esteatose hepatica, resultando na preservacdo do pancreas
enddcrino e em adipdcitos brancos de menor didmetro e sensiveis a insulina (Souza-
Mello et al., 2010). Ademais, a linagliptina (DPP-4i) foi recentemente ligada ao
aumento da expressao do co-ativador 1 alfa do receptor ativado por proliferador de
peroxissoma gama (PGC1-a) devido a polarizacdo de macréfagos no estado de
ativacdo M2 (Zhuge et al., 2016). Considerando que o PGC1-alfa € o fator chave da
biogénese mitocondrial, um evento fundamental no fenébmeno do browning (Jeremic
et al., 2017), o estudo foi conduzido no intuito de investigar a agédo da linagliptina
sobre a inducdo do browning e a termogénese num modelo murino de inducdo ao

sobrepeso atraves de dieta.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Obesidade

A obesidade é uma doenca inflamatéria cronica que vem apresentando
prevaléncia crescente na populacdo mundial, tanto em paises desenvolvidos quanto
em paises subdesenvolvidos, afetando adultos e criancas (Swinburn et al., 2011). O
sobrepeso e a obesidade possuem carater multifatorial, podendo estar relacionados
a fatores enddgenos, como a hereditariedade, ou exdgenos, como fatores
ambientais, habitos alimentares inadequados e sedentarismo (Hruby e Hu, 2015).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) entre 2015 e 2016,
aproximadamente dois bilhdes de individuos adultos possuiam sobrepeso, sendo um
terco desse grupo portador de obesidade - esse valor representa cerca de 13% da
populacdo mundial acima de 18 anos (Seidell e Halberstadt, 2015). No Brasil,
segundo levantamento feito em 2017 pelo Ministério da Saude (Brasil, 2017),
aproximadamente um quinto da populacao brasileira (18,5%) esta obesa, e 54% da
populacao residente das capitais apresenta sobrepeso.

O indice de massa corporal (IMC) € usado como critério classificatorio para
estabelecimento da obesidade, e € calculado pela razao entre massa corporal (kg) e
estatura ao quadrado (m?), sem considerar a composi¢ao corporal. Segundo a OMS,
em humanos adultos (maiores de 20 anos), quando o IMC esta entre 18,50 e 24,99
kg/m2 o individuo encontra-se dentro da faixa de normalidade; entre 25,00 e 29,99
kg/m2 apresenta sobrepeso e quando a razdo estd acima de 30,00 kg/mz2 ja se
considera o quadro de obesidade estabelecido, ainda sendo subdividido nos graus |
(30,00 — 34,99 kg/m?), 1l (35,00 — 39,99 kg/m?) e Il (= 40,00 kg/m?) (2000). A medida
da circunferéncia abdominal também é considerada um parametro importante, uma
vez que indica o acumulo de gordura visceral (adjacente aos 6rgdos abdominais), e
estd associada a desregulacbes metabolicas e a predisposicdo ao risco
cardiovascular (Hu, 2007; Alberti et al., 2009). O valor de referéncia para a
circunferéncia abdominal varia de acordo com as diferentes etnias e géneros sendo
considerada ideal, por exemplo, abaixo de 94cm em homens e de 80cm em

mulheres da Europa e abaixo de 102 e 88cm, respectivamente, para homens e
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mulheres, de acordo com a ATP Ill (National Cholesterol Education Adult Treatment
Panel IIl) (Hruby e Hu, 2015; Rodriguez-Ortiz et al., 2016) .

A doenca tem seu inicio a partir do estabelecimento de um BE positivo
cronico, caracterizado por um aumento na quantidade de energia ingerida frente a
guantidade de energia gasta (2000). Dessa forma, o excesso de energia ingerida
tende a ser armazenado pelo organismo sob a forma de triacilgliceréis (TAG). Dentre
as principais causas para o fendbmeno ter quase triplicado nas Ultimas quatro
décadas, estdo a grande oferta e disponibilidade de alimentos com alta densidade
energética (ricos em gordura, ultraprocessados, cada vez mais palataveis e
financeiramente mais acessiveis) e o estilo de vida moderno, que aumentou 0s
niveis de sedentarismo de forma geral (nas diversas formas de trabalho, nas
mudancas em meios de transporte e atividades de lazer, em todos os fenbmenos de
urbanizacao) (Swinburn et al., 2011; Hruby e Hu, 2015).

O acumulo de gordura durante o balanco energético positivo cursa com a
hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos do TAB, que é acompanhada por uma
desregulacdo da homeostase sistémica, visto que o TAB apresenta, além da
capacidade de armazenamento, funcdo enddcrina ativa (Rodriguez et al.,, 2015;
Jeremic et al., 2017). A inflamacdo crénica de baixo grau que o tecido adiposo
hipertrofiado apresenta favorece o estabelecimento da Rl e, consequentemente, de
diversas outras comorbidades silenciosas, como doencas cardiovasculares
(associadas ao aumento da infiltracdo de fatores da coagulacdo no TAB) e diabetes
mellitus do tipo 2 (DMTZ2), dentre outras que alteram a qualidade de vida, reduzem a
expectativa de vida, podem incapacitar o individuo ou até levar a morte (Ahima,
2006; Swinburn et al., 2011; Grover et al., 2015; Gustafson et al., 2015).

A associacdo das desordens relacionadas a obesidade e a RI caracteriza a
Sindrome metabdlica (SM) (Yudkin, 2007), combinando intolerdncia a glicose,
hipertensédo arterial, DMT2 e/ou dislipidemia. A SM representa uma questdao de
saude publica importante, dada sua alta prevaléncia e altos custos envolvidos no
tratamento por parte dos governos (Schmidt et al., 2011).

Para o tratamento da obesidade, e consequente reducdo dos riscos de
doencas associadas, € importante que se reduza a massa corporal. As variaveis da
alimentacdo, com a reducédo do aporte calorico, e introducdo da pratica de atividade
fisica, para aumento do gasto energético, sdo importantes no processo (Stanford et

al., 2015), como esquematiza a Figura 1. Ainda nesse contexto, alguns farmacos e
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nutracéuticos podem ser alternativas para o estimulo ao proprio tecido adiposo
branco para reducdo do acumulo lipidico, através do fendbmeno da termogénese
(Rachid et al., 2015; Choi e Yun, 2016; Bargut et al., 2017; Graus-Nunes et al., 2017,
Kwan et al., 2017) .

O modelo experimental mais adequado para estudos em obesidade e
sindrome metabdlica em geral é dos camundongos da linhagem C57BL/6, que
guando alimentados com dieta hiperenergética (que mimetiza as dietas ocidentais),
desenvolvem obesidade central, hiperinsulinemia, hiperglicemia e hipertensdo

semelhante a de humanos (Collins et al., 2004).

Figura 1 — Obesidade: causas e consequéncias
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Legenda: Esquema representativo de fatores que podem causar a obesidade, fatores que podem
atuenud-la e comorbidades associadas ao acumulo excessivo de gordura corporal, que
guando associadas, constituem a sindrome metabdlica (SM).

Fonte: A autora, 2019.

1.2 Tecido adiposo

O tecido adiposo branco, descrito antes da descoberta da leptina (Zhang et
al., 1994) apenas como reservatorio energético, participa de diversas reacdes de
regulacdo sistémica. Sua capacidade enddcrina permite que seja possivel atuar em
vias metabdlicas, de forma paracrina, autocrina ou enddcrina, respondendo a

sinalizacbes neurais, nutricionais e hormonais e controlando, através das
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adipocinas, fungdes neuroenddcrinas, ingestdo alimentar, termogénese e
relacionadas a imunidade (Ahima, 2006; Rodriguez et al., 2015).

O arranjo estrutural do TAB consiste em adipdcitos circundados por tecido
conjuntivo frouxo altamente vascularizado e inervado, contendo macrofagos,
fibroblastos, adipdcitos precursores, dentre outros tipos celulares. Os adipdcitos
brancos em si possuem uma Unica gota lipidica ocupando maior parte do volume
celular, com baixa densidade mitocondrial e nucleo achatado e periférico. Os
maiores depdsitos de TAB estdo no compartimento subcutédneo e ao redor de
orgdos. Cada célula suporta o limite de 1,0 ug de TAGs aproximadamente; caso 0
acumulo seja acima do suportado pela célula, hA um recrutamento de novos
adipécitos ou o depésito ectépico dos TAGs em outros 6rgaos, como figado, coracdo
e musculos (Ahima, 2006; Gustafson e Smith, 2015; Bargut et al., 2017).

O aumento da massa de TAB na obesidade é associado com profundas
alteracfes histologicas (hipertrofia e hiperplasia) e bioquimicas, caracteristicas da
inflamacéo, relacionadas a ativacdo de macrofagos que secretam citocinas pro-
inflamatorias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 6 (IL-6),
em roedores e humanos (Gustafson et al., 2015).

O tecido adiposo marrom (TAM), por sua vez, é especializado no gasto
energético (atividade termogénica). Foi inicialmente descrito pela sua fungdo em
mamiferos hibernantes e criancas, dada sua capacidade de liberacdo de calor para
manutencdo da temperatura corporal em resposta ao frio (Cannon e Nedergaard,
2004; Wu et al., 2013).

Adipdcitos marrons séo células poligonais contendo varias goticulas lipidicas,
gue caracterizam seu armazenamento como multilocular; possuem nucleo central,
citoplasma claro e uma grande quantidade de mitocéndrias - responsaveis pelo
aspecto marrom do tecido. O tecido também é altamente vascularizado e inervado
pelo sistema nervoso simpatico (SNS). A localizacao classica do TAM em humanos
€ na regido interescapular, sendo mais facilmente localizavel em criancas, e
podendo ser encontrado em sitios cervicais, paravertebrais e perirrenais em menor
guantidade (Wu et al., 2012; Wu et al., 2013; Betz e Enerback, 2015; Bargut et al.,
2017).

Adipdcitos beges, ja descritos como um novo tipo celular, foram descobertos
no tecido adiposo branco subcutaneo e possuem as propriedades e caracteristicas

oxidativas do tecido marrom. S&o, portanto, células que constituem um tecido
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especializado no gasto energético, mediante variados estimulos. Se originam frente
a estimulo adrenérgico, através de transdiferenciacdo de pré-adipdcitos brancos ou
da diferenciacdo a partir de pré-adipdcitos beges, ndo possuindo precursor comum
com os adipécitos marrons, que se originam de linhagem miogénica (Wu et al.,
2013; Smith, 2015).

armazenamento multilocular e alta densidade mitocondrial, que permite a realizac&o

Gustafson e Apresentam citoplasma abundante,
da atividade termogénica. A tabela a seguir (Tabela 1) resume as principais
caracteristicas dos diferentes tipos de adipdcitos, e Figura 2 esquematiza os tecidos

adiposos branco, marrom e bege.

Tabela 1 — Diferencas entre adipécitos brancos, marrons e beges

Adipécito Branco

Adipdécito Marrom

Adipécito Bege

Origem

Células tronco
mesenquimais do TAB

Linhagem miogénica

(Myf5")

Transdiferenciacao de
células tronco
mesenquimais do TAB

Localizagdo em

Subcutanea ou

Interescapular,
cervical, paravertebral,

Supraclavicular e

humanos ectdpica ) subcutanea
perirenal
Funcao Armazenamento Dissipacio de eneraia Termogénese
¢ lipidico bag 9 adaptativa
Goticula lipidica Unilocular Multilocular Multilocular
E?en3|dad.e Baixa ou hao Alta Alta apoés indugéo
mitocondrial detectavel
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Figura 2 — Representacdo esquematica dos tecidos adiposos
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Legenda: Esquema representativo dos respectivos tecidos adiposos, e suas configuracdes
estruturais. A seta verde indica a potencial transdiferenciacdo do tecido adiposo branco no
tecido adiposo bege, frente a um estimulo, no processo de termogénese adaptativa.

Fonte: A autora, 2019.

1.3 Termogénese adaptativa no TABs

A termogénese, em mamiferos, € um processo que resulta na liberacdo de
energia quimica (ATP) sob a forma de energia térmica (calor). Sua principal funcéo é
a de permitir o controle da temperatura corporal em torno dos 37°C em ambientes
frios. Podemos dividir a termogénese em obrigatéria (como no aumento de
temperatura corporal causado pelo combate a um agente infeccioso na febre) ou
adaptativa, que é passivel de inducéo. Dentre fatores que estimulam a termogénese
adaptativa temos: o frio, capaz de exigir a regulagéo da temperatura corporal e em
casos mais extremos, induzir o tremor e favorecer a liberacdo de calor (shivering
thermogenesis) (Bargut et al., 2017); a dieta, que quando hipercalérica pode
estimular o TAM no objetivo da manutencdo da temperatura corporal (Rothwell e
Stock, 1997; Wu et al.,, 2013); agentes farmacologicos e nutracéuticos, como
agonistas do PPAR-alfa (Rachid et al., 2015; Rachid et al., 2018), bloqueadores do
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receptor de angiotensina (AT1) (Graus-Nunes et al., 2017), a canela (Kwan et al.,
2017) e a crisina (Choi e Yun, 2016), que através de diversas vias estimulam a via
termogénica; e o exercicio fisico (Ricquier et al., 2000; Spiegelman, 2013).

A termogénese acontece através de estimulos a receptores adrenérgicos
constantes (especialmente dos receptores beta-3 e beta-1). Inicia-se entdo a
cascata de reacdes que se seguem com o0 aumento de AMPc (monofosfato ciclico
de adenosina) , ativacdo da PKA (proteina cinase A dependente de AMPc) e
inducao da lipdlise. Os acidos graxos livres (AGL), por sua vez, ativam uma série de
marcadores que levam a ativacdo da proteina efetora da termogénese, a proteina
desacopladora mitocondrial 1 (UCP1). Conhecida também como termogenina, a
UCPL1, encontra-se localizada na membrana mitocondrial interna e permite o retorno
de protons H* & luz mitocondrial; dessa forma é capaz de impedir seu
armazenamento sob a forma de ATP, e permitir a dissipacédo da energia resultante
em forma de calor. A transcricdo de UCP1 esta ligada a todas as isoformas de
PPARs (Ricquier et al., 2000; Li et al., 2005; Spiegelman, 2013; Bargut et al., 2017;
Ricquier, 2017).

O processo acontece no TAM e pode se processar no TAB, desde que haja
uma mudanca fenotipica de seus adipocitos. A descoberta de que o TAB possuia
plasticidade aconteceu nas décadas de 80 e 90, com a descricdo da alta
potencialidade na expressdo da UCP1l e outros marcadores termogénicos
caracteristicos do TAM no TABs de roedores (Loncar et al., 1988; Cousin et al.,
1992), como PGCl-alfa e PRDM16 (proteina 16 contendo o dominio PR). O
fenbmeno de inducado de células beges, que apresentam caracteristicas metabdlicas
similares aos adipocitos marrons, no TAB, é denominado browning.

A participacdo do PPAR-alfa na via termogénica passa pelo direcionamento
dos acidos graxos livres, gerados apos estimulo adrenérgico, para a via de beta-
oxidacao, ao invés do direcionamento ao efluxo celular. Sob condigdes normais, a
maioria dos AGLs mobilizados através do estimulo beta-adrenérgico acaba sendo
liberado da célula, e acredita-se que essa mobilizacéo tenha relacdo com a resposta
inflamatoria e com a reducéo da funcao celular a longo prazo. O estimulo crénico ao
receptor beta-3-adrenérgico (RB-3A) regula positivamente a expressao de PPAR-
alfa, resultando numa capacidade de oxidacdo expandida no interior dos adipocitos.
Adicionalmente, o PPAR-alfa é capaz de inibir a expressao génica de agentes pro-
inflamatorios, através da supressdao do NF-kB (fator nuclear kappa B) (Li et al.,
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2005). O PRDM16 emerge com um fator de manutencdo do fenétipo marrom: sem a
presenca desse marcador, células beges retornam ao fendétipo branco, assim como
células marrons reduzem suas caracteristicas termogénicas e podem ser induzidas a
diferenciacdo em células musculares (Seale et al., 2008). O estimulo adrenérgico
também ativa a p38 MAPK (proteina cinase ativada por mitégeno), que estimula o
ATF-2 (fator de ativacao transcricional), leva a expressao de PGC1l-alfa. PGC1l-alfa é
um fator chave da regulacao da biogénese mitocondrial (Spiegelman, 2013), ativador
da transcricio de PPARs e da UCPl. Através da ativacdo de NRF1 (Fator
respiratério nuclear), e por conseguinte, de TFAM (fator transcricional mitocondrial
A), ocorre a replicagdo mitocondrial. O esquema da Figura 3 ilustra algumas vias de
ativacdo da cascata termogénica.

Estima-se que 63g de tecido adiposo bege possam evitar o0 armazenamento
de aproximadamente 4kg de gordura por ano, em humanos (Virtanen et al., 2009), e
portanto, o estudo do fendmeno emerge com grande importancia para mais

prospeccdes acerca do tratamento da obesidade e suas comorbidades.
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Figura 3 — Cascata termogénica
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Legenda: Representac@o esquematica resumida de algumas vias da cascata termogénica, ativada
por estimulos como exercicio fisico, medicamentos/nutracéuticos, dieta ou por baixas
temperaturas.

Abreviacdes: Receptor beta-3 adrenérgico (RB-3A); Monofosfato ciclico de adenosina (AMPCc);
Proteina cinase A dependente de AMPc (PKA); Proteina cinase ativada por mitégeno
(p38MAPK); Acidos graxos livres (AGL); Co-ativador 1 alfa do receptor ativado por
proliferador deperoxissoma gama (PGC1-alfa); Receptor ativado por proliferacdo de
peroxissoma alfa (PPAR-alfa) e Proteina desacopladora mitocondrial 1 (UCPL1).

Fonte: A autora, 2019.

1.4 Inibidores da DPP-4

1.4.1 |Incretinas intestinais e DPP-4

As incretinas sdo horménios produzidos pelo intestino, e apresentam niveis
plasmaticos basais durante o estado ndo alimentado. Apds a ingestdo alimentar,
elas séo liberadas e agem potencializando a liberacdo de insulina pos-prandial;

agem portanto, de forma glicose-dependente, sem nenhum efeito em baixas
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glicemias. (Nauck e Meier, 2016). Dentre os hormonios dessa classe mais estudados
temos GIP (peptideo insulinotropico dependente de glicose) e GLP1 (peptideo 1
semelhante ao glucagon), que exercem sua acao através de receptores, que sdo
altamente expressos pela ilhota pancreatica. A meia-vida das incretinas intestinais €
curta, pois sdo rapidamente inativadas pela enzima dipeptidil peptidase-4 (DPP-4)
(Campbell e Drucker, 2013).

Recentemente descoberta como adipocina, a DPP-4 é uma protease que cliva
e inativa a por¢ao terminal da cadeia das incretinas. Sua alta expressdo vem sendo
associada a quadros de obesidade, e sua inibicdo configura uma alternativa
terapéutica para pacientes portadores de desequilibrios na homeostase glicémica,
como resistentes a insulina e portadores de DMT2, visto que possibilita um maior
tempo de sinalizacdo pancreatica para liberacdo de insulina pos-prandial (Lamers et
al., 2011; Sell et al., 2013) (Figura 4). E possivel que a ac¢do da DPP-4 ndo se
atenha apenas a regulacéo do efeito incretina, levando em consideragéo seu padréao
de expresséo e multiplicidade de fungdes e alvos (Zhuge et al., 2016).

Terapias baseadas no controle das incretinas apresentam boa preservacao
das células beta pancreaticas, e bom desempenho para melhora perfil lipidico e
hipertensao arterial sistémica (Campbell e Drucker, 2013).
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Figura 4 — Incretinas intestinais
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Legenda: Esquema representativo da producédo, acdo e inibicdo pela DPP-4 das incretinas intestinais.

Abreviacdes: Dipeptidil peptidase 4 (DPP-4); Peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP1) e Peptideo
insulinotrépico dependente de glicose (GIP).

Fonte: A autora, 2019

1.4.2 Linagliptina

A linagliptina é uma droga hipoglicemiante oral que age através da inibicdo da
adipocina DPP-4 (DPP-4i). E uma molécula sintetizada a partir do arcabougo da
xantina, altamente potente e seletiva para DPP-4 e de longa duracao. Por agir sobre
o inibidor das incretinas intestinais, a droga tem acéo glicose-dependente, o que a
torna segura do ponto de vista de episodios de hipoglicemia (Eckhardt et al., 2007).

E excretada majoritariamente por via enterohepatica, a diferenciando das
demais drogas da familia das gliptinas, e permitindo seu uso sem ajuste de dosagem
para pacientes com comprometimento renal e hepatico. Esta associada a melhoras
significativas na hemoglobina glicosilada, glicemia de jejum e pGs-prandial em
pacientes portadores de DMT2 (McGill, 2012). Um possivel mecanismo para que a
linagliptina melhore o metabolismo glicidico esta vinculado a reducdo de gordura

hepética, avaliado em modelos experimentais de inducdo a esteatose e RI, 0 que
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candidataria a droga a prescricdo em pacientes com quadros de esteatose hepatica
estabelecidos (Kern et al., 2012).

Pode ser administrada em monoterapia ou combinada com outras drogas
como: pioglitazona, reduzindo o ganho de massa corporal associado a pioglitazona,
e sem mudancas nos marcadores de risco cardiovascular (Gomis et al.,, 2011;
McGill, 2012); metformina, apresentando melhores dados de massa corporal e
menos eventos de hipoglicemia que na associacdo metformina e glimepirida (Forst
et al., 2010); empagliflozina, ja testada e modelos experimentais de diabetes e em
humanos, com potenciais beneficios cardio-renais (Kern et al., 2016; Kawamori et
al., 2018); dentre outras drogas.

O tratamento experimental com linagliptina, em camundongos obesos
conduziu a reducdo da RI, reducdo da esteatose hepdtica e polarizacdo de
macréfagos do tipo M2, os quais favorecem secrec¢éo de adipocinas antiinflamatorias
e a adiponectina, além de ativar fatores de transcricdo envolvidos no metabolismo
oxidativo de lipidios, como os PPARs (Kern et al.,, 2012; Zhuge et al., 2016).
Macrofagos no estado de ativacdo M2 estao relacionados ao aumento da biogénese
mitocondrial pela inibicdo do NF-kB e a consequente indu¢éo do PGC1-alfa (Lumeng
et al., 2007; Namgaladze et al., 2014), fator chave da biogénese mitocondrial, um

evento fundamental no fenémeno do browning.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do DPP-4i linagliptina sobre o remodelamento do tecido
adiposo branco num modelo experimental de inducdo ao sobrepeso com dieta
hiperlipidica, com énfase na biogénese mitocondrial, termogénese adaptativa e um

possivel efeito na indugéo de células adiposas beges (browning).

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar os efeitos do tratamento com linagliptina sobre a massa corporal e
indice de adiposidade de animais induzidos ao sobrepeso;

b) Estudar efeitos da medicacdo sobre a tolerancia oral a glicose e niveis
plasmaticos de insulina;

c) Determinar a expressdo génica de fatores implicados na termogénese e
marcadores de adipdcitos beges no tecido adiposo branco subcutaneo dos
animais tratados com linagliptina, avaliando seu remodelamento;

d) Utilizar a microscopia confocal a fim de caracterizar o adipdcito bege ou

focos de termogénese ativada no tecido adiposo branco subcuténeo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e Dieta

No presente estudo foram utilizados 40 camundongos machos da linhagem
C57BL/6, provenientes do biotério central da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). Os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Morfometria,
Metabolismo e Doengas Cardiovasculares (LMMC) da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (UERJ) e sob condicbes controladas de temperatura (21+£2°C),
umidade (60+£10%) e luminosidade (ciclos de 12/12h de claro-escuro), com livre
acesso a agua e dieta, em caixas pathogen-free durante todo o experimento
(sistema Nexgen, Allentown Inc., PA, EUA).

ApoOs atingirem trés meses de idade, iniciou-se o protocolo de inducdo da
obesidade, com duracdo de 10 semanas, com a divisdo aleatoria dos animais em
dois grupos experimentais: grupo controle (C, n=20), alimentado com dieta padrao
para roedores (14% da energia advinda de proteinas, 10% de lipidios e 76% de
carboidratos; energia total de 15.884 kJ/kg) e o grupo high-fat (HF, n=20),
alimentado com dieta hiperlipidica (14% da energia advinda de proteinas; 50% de
lipidios e 36% de carboidratos; energia total de 20.900 kJ/kg).

Ao término do protocolo inicial, os grupos C e HF foram subdivididos em

quatro grupos experimentais, para cinco semanas de tratamento:

a) C (n=10), dieta controle, ndo tratado;

b) C-L (n=10), dieta controle, tratado com linagliptina;

¢) HF (n=10) dieta hiperlipidica, ndo tratado;

d) HF-L (n=10), dieta hiperlipidica, tratado com linagliptina.

O farmaco foi adicionado as dietas na dose de 30mg/Kg de massa corporal
(MC), (Kern et al., 2012) sob a forma comercial da linagliptina no mercado brasileiro
(Trayenta® - Linagliptina 5mg, Boehringer Ingelheim). As dietas seguiram o0s
padrées recomendados pela AIN-93M para roedores (Reeves et al., 1993) e foram

manipuladas por empresa especializada (PragSolucgdes, Jau, Sdo Paulo). O tempo
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total de duracdo do protocolo experimental foi de 15 semanas, e segue ilustrado na
Figura 5. O n amostral foi calculado para suprir as demandas das diferentes técnicas
laboratoriais.

E fundamental ressaltar que o protocolo de estudo foi submetido ao Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(CEUA 022/2018) e conduzido de acordo com o guia convencional para

experimentacdo em animais (publicacdo N°. 85-23 do NIH, revisada em 1996).

Figura 5 — Desenho experimental
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Legenda: Esquema representativo dos grupos experimentais. Abrevia¢des: Controle (C); Controle
com Linagliptina (C-L); High-fat (HF) e High-fat com Linagliptina (HF-L).
Fonte: A autora, 2019.
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3.2 Comportamento alimentar e Massa Corporal (MC)

A ingestdo alimentar foi aferida diariamente durante as 15 semanas de
protocolo experimental, através da subtracdo entre as quantidades de racao ofertada
e racdo nao consumida apds 24 horas (em gramas). O calculo da ingestédo
energética foi feito através da multiplicacdo da ingestdo alimentar pela energia
ofertada por cada grama de dieta (em KJ). A massa corporal (MC) foi aferida

semanalmente em balanca digital modelo BL-3200H (preciséo 0,019).

3.3 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Uma semana antes da eutandasia foi realizado o Teste Oral de Tolerancia a
Glicose (TOTG). Apés seis horas de jejum dos animais (6AM — 12PM), foi
administrada solucdo glicosada (25%), via gavagem orogastrica, na dose de 1g de
glicose por kg de massa corporal de cada animal. Foram medidas as glicemias no
tempo O (jejum), 15, 30, 60 e 120 minutos, através de glicosimetro manual (Accu-
Chek, Roche, Sédo Paulo, SP, Brasil), em amostras de sangue coletadas da veia

caudal.

3.4 Calorimetria Indireta

Também na 142 semana de protocolo, animais de todos os grupos foram
colocados em gaiolas metabdlicas ligadas em um sistema de modulos de
calorimetria (Oxylet System, Panlab Havard Apparatus), durante trés dias, com livre
acesso a comida e a agua. Este sistema é programado para monitorar simultanea e
continuamente o consumo de oxigénio (O,), a producao de gas carbbnico (CO,), a
taxa de troca respiratoria e a temperatura dos animais. Os dados sédo coletados a

cada trés minutos durante 72 horas, com as primeiras 24 horas consideradas um
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periodo de climatizacdo. O consumo de oxigénio foi calculado por grama de peso

corporal metabélico (PC)%™.

3.5 Termografia

Com auxilio da camera termogréafica FLIR C2 com sistema infravermelho
(FLIR Systems, Wilsonville, Oregon, USA), foi possivel aferir a temperatura corporal
dos animais. As imagens foram captadas em temperatura ambiente, com animais

conscientes (sem utilizacdo de sedativos), na 142 semana de experimento.

3.6 Eutanasia

Ao fim das 15 semanas de protocolo experimental os camundongos foram
submetidos a jejum de seis horas (6AM — 12PM), e apds administracao de heparina,
foram anestesiados para o sacrificio - injecao intraperiotoneal de ketamina (240
mg/Kg) e xilazina (30 mg/Kg). Em seguida, o térax foi aberto por incisdo mediana
ventral, e o sangue pbde ser coletado por puncédo cardiaca (atrio direito); foi
destinado a centrifugacéo (3.500rpm, por 15 minutos) e congelamento (-80°C) para
futuras andlises bioquimicas; o TABs (considerado como a gordura encontrada na
parte proximal do membro inferior) foi cuidadosamente dissecado, pesado e fixado
em formalina de Millonig (para técnicas de microscopia) ou congelado (-80°C, para
analises moleculares). As gorduras retroperitoneal (ligada a parede posterior do
abddémen e aos rins e ureteres), epididimaria (ligada ao epididimo, na porcgéo inferior
do abdébmen) e marrom (na regido interescapular) foram cuidadosamente
dissecadas e pesadas para o célculo do indice de adiposidade (razdo entre a soma
das gorduras marrom, subcutanea, epididimaria e retroperitoneal pela MC dos
animais) (Rachid et al., 2015) e distribuicdo de gordura, considerando apenas o
tecido adiposo branco, entre os compartimentos intra-abdominal/visceral (gorduras

epididimaria e retroperitoneal) e compartimento subcutaneo.
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3.7 Insulina plasmatica

O plasma sanguineo estocado sob congelamento (-80°C) apds a disseccao
foi utilizado para o ensaio bioguimico da dosagem de insulina plasmatica. Através do
kit comercial Millipore (Rat/Mouse Insulin ELISA kit #EZRMI-13K, Millipore, Missouri,
USA), e da utilizacdo o Thermoplate TP-READER para leitura os resultados (Bio Tek
Instruments, Inc Highland Park, EUA), foi possivel a obter a concentracdo sérica do

hormonio.

3.8 Microscopia de Luz e Estereologia

Apos disseccao, o TABs dos animais foi fixado durante 48 horas em formalina
de Millonig, para posterior processamento e inclusdo em Paraplast Plus (Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, MO, USA). Os fragmentos de tecido foram cortados com 5um
de espessura e corados com hematoxilina-eosina, seguindo protocolos previamente
estabelecidos para o tecido em questdo. Foram realizadas imagens digitais em
campos microscopicos aleatérios e ndo consecutivos, com microscopio Olympus
BX51 e camera acoplada (Infinity 1-5¢, Lumenera Co., Ottawa, ON, Canada),
através do software Image-Pro Plus (versdo 7.0 - Media Cybernetics, Silver Spring,
MD, USA), sendo representativas de todos o0s grupos experimentais. As
fotomicrografias foram obtidas no formato TIFF, cor de 36 bits, 1280 x 1024 pixels,
em aumento de 40x.

As analises estereoldgicas do TABs foram feitas com auxilio do software
STEPanizer (version 1 -subver 0.22 offline -compilation 1-8-0-74) (Tschanz et al.,
2011). Para tal, a densidade de volume de adipdcitos (Vv) foi estimada por
contagem de pontos (em area teste de 16 pontos gerada pelo programa) e o perfil
de adipdcitos por area (Qa) foi obtido pela divisdo do numero de adipocitos (a
excecdo dos que tocavam a linha proibida) pela area teste (em umz2, também gerada
pelo programa apds calibracdo prévia). Ambos os resultados foram utilizados para a
determinacdo da éarea seccional média dos adipdcitos através da meédia da
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densidade de volume dividida por duas vezes a densidade numérica dos adipdécitos
(férmula: Vv / (2 x Qa)) (Mandarim-de-Lacerda, 2003).

3.9 Imunofluorescéncia

Para o ensaio de imunofluorescéncia, seccdes desparafinizadas e hidratadas
de tecido (espessura de 5um) foram preparadas com as etapas de recuperagao
antigénica (tampéo citrato, pH 6,0, a 60° C por 20 min) e bloqueios (glicina 2% e
tampao PBS/5%BSA). As secc¢Oes foram incubadas overnight a 4°C com o anticorpo
UCP1 (anti-goat, SC-6529, Santa Cruz Biotechnology; diluicdo 1:50 em
PBS/1%BSA); em seguida, foram incubadas por uma hora, em temperatura
ambiente, com anticorpos secundarios conjugados com fluorocromo,(anti-goat Alexa
Fluor 488; diluicdo 1:50 em PBS/1%BSA). Apo6s incubacdes e lavagens adequadas,
as laminas foram montadas com Slow Fade Antifade (Invitrogen, Molecular Probes,
Carlsbad, CA, EUA) e as imagens digitais captadas através de microscépio de
fluorescéncia (Nikon Confocal Laser Scanning Microscopy — Model C2; Nikon
Instruments, Inc., New York, EUA) com lente planacromética e camera DP71

(aumento 40x).

3.10 PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR)

Foi realizada a reacdo em cadeia de polimerase e transcriptase reversa em
tempo real (RT-gPCR) para avaliar a expressdo de RNAm dos genes relacionados a
biogénese mitocondrial e cascata do browning no TABs dos camundongos. O RNA
do tecido total foi extraido utilizando uma solucdo de lise (Trizol, Invitrogen, CA,
EUA) para extrair e isolar o RNAm. A concentracdo de RNA foi determinada por
espectroscopia usando o equipamento Nanovue (GE Life Sciences) usando 1 pg de
RNA e DNAse | (Invitrogen). O cDNA (DNA complementar) foi sintetizado utilizando
oligonucledtideos Oligo (dT) para RNAmM e transcriptase-reversa Superscript |l

(Invitrogen, CA, EUA). O PCR em tempo real foi realizado utilizando o termociclador
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StepOne Plus Cycler e a mistura SYBR Green (Invitrogen, CA, EUA). Os iniciadores
foram projetados usando o software on-line Primer 3web versdo 4.0. O gene beta-
actina foi utilizado como um controle endégeno para corrigir a expressao dos genes
alvo. A eficiencia da corrida dos genes alvo e do gene enddégeno foi
aproximadamente igual, sendo calculada por diluicbes em série do cDNA. As
reacoes de PCR foram realizadas seguindo um programa de desnaturacdo e
ativacdo da polimerase (4min a 95° C), com 44 ciclos, cada um consistindo de 95° C
para 10s e 60° C por 15s, seguido de uma curva de fusdo (60 a 95° C, com
aguecimento taxa de 0,1°C/s). Os controles negativos consistiam em po¢os em que
o cDNA foi substituido por agua deionizada. A razdo de expressao relativa do RNAm
foi calculada pela equacdo 22!, onde AAC, expressou a diferenca entre o nimero
de ciclos (C, dos genes alvo e o controle endégeno. As sequéncias de primers

sensiveis e anti-sentido utilizadas para amplificacdo estao descritas na Tabela 2 .

3.11 Analise de dados

Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade da distribuicdo e
homocedasticidade das variancias e analisados por Teste T de Student (quando
comparados apenas dois grupos experimentais, nas 10 primeiras semanas) e por
ANOVA de uma via, seguido do poés-teste de Holm-Sidak (quando quatro grupos
experimentais foram comparados, na fase de tratamento). Interagbes entre dieta e
tratamento, e efeitos individuais desses fatores sobre as variaveis estudadas, foram
avaliadas através da ANOVA de duas vias. As analises foram feitas através do
software GraphPad Prism, (v7.03 for Windows, GraphPad Software, La Jolla CA,

USA), e em todos os casos o indice de significancia com P<0,05 foi adotado.
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4 RESULTADOS

4.1 Comportamento alimentar e Massa corporal (MC)

A diferenca na ingestdo energética entre as ra¢des dos grupos C e HF
refletiu na MC e no indice de adiposidade dos animais. Os grupos C (média =
25,42g) e HF (média = 25,56q) iniciaram o experimento sem diferenca com
relacdo a MC. Contudo, apdés a segunda semana de consumo de suas
respectivas dietas verificou-se aumento da MC significativo no grupo HF em
relacdo ao grupo C (+7%, P=0,0396); essa diferenca perdurou até a 152
semana (+17%, P=0,0037).

O tratamento comecou a mostrar diferengcas entre os grupos na 132
semana, a terceira com a administracado da linagliptina. A partir de entéo, e
seguindo até o final do experimento, o grupo HF-L teve reducdo da MC
significativa em relagdo a sua contraparte nado tratada (-9%, P=0,0356),
conforme exibido na Figura 6.

Como nao houve diferenca estatistica significativa entre as ingestbes
alimentares das racdes, em gramatura, entre todos 0s grupos experimentais, é
possivel dizer que as alteracbes na MC tenham sido influenciadas diretamente

pela ingestdo da droga, como mostra tabela a seguir (Tabela 3).

Tabela 3 — Comportamento alimentar

DADOS C C-L HF HF-L

Ingestéo energética

, _ 39,450+0,711  39,650+0,196 51,470+ 0,705%" 51,740 + 0,807 *°
(KJ/dia/animal)

Ingestéo alimentar

_ _ 2,484 + 0,045 2,493 + 0,020 2,447 + 0,050 2,443 £ 0,064
(g/dia/animal)

Legenda: Valores representados como Média + Desvio Padrdo, n=10. Diferencas significativas
(P<0,05) entre os grupos estao indicadas com os simbolos: a # C; b# C-L; ¢ # HF,
conforme determinado pelo One-way ANOVA e pos-teste de Holm-Sidak.
Abreviacdes: Controle (C); Controle com Linagliptina (C-L); High-fat (HF) e High-fat
com Linagliptina (HF-L).
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Figura 6 — Evolucdo da Massa corporal dos animais nos periodos pré e pos-

tratamento
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Legenda: Valores representados como Média + Desvio Padréo, n=20 até a 102 semana e n=10
apos inicio do tratamento. Diferencas significativas (PP<0,05) entre os grupos estédo
indicadas com os simbolos: a # C; b# C-L; ¢ # HF, conforme determinado pelo One-
way ANOVA e pés-teste de Holm-Sidak.

Abreviacdes: Controle (C); Controle com Linagliptina (C-L); High-fat (HF) e High-fat com

Linagliptina (HF-L).

4.2 indice de adiposidade e distribuic&o de gordura

O indice de adiposidade mostrou que o grupo HF teve um aumento
significativo em seu percentual de gordura quando comparado a todos os
grupos (+33%, +31% e +37% em relacdo aos grupos HF-L, C e C-L,
respectivamente; P<0,05; Tabela 4).

A distribuicdo de gordura branca entre os compartimentos subcutaneo e
intra-abdominal mostrou que o grupo HF apresentou maior acumulo de TABs
gue o grupo C (+30%, P<0,02), C-L (+69%, P<0,0001) e HF-L (+30%, P<0,02;
Figura 7 e Tabela 4), comprovando a indugcéo ao sobrepeso e mostrando que a
medicacéao foi capaz de reduzir esse depdsito no grupo HF-L.

No caso da gordura intra-abdominal, os grupos C e C-L néo

apresentaram diferenca entre si, mas foram menores que o grupo HF (-27%
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para o grupo C, P<0.001 e -39% para o grupo C-L, P<0,0001). Os grupos HF e
HF-L n&o apresentaram diferenca entre si em relagdo a massa desse
compartimento adiposo, embora o grupo HF-L tenha apresentado resultado
numericamente intermediario (mas nao significativo) entre os grupos HF e C

(Figura 7 e Tabela 4).

Figura 7 — Distribuicéo de tecido adiposo branco
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Legenda: Valores representados como Média + Desvio Padrdo, n=5. Diferencas significativas
(P<0,05) entre os grupos estao indicadas com os simbolos: a # C; b # C-L; ¢ # HF,
conforme determinado pelo One-way ANOVA e pds-teste de Holm-Sidak.

Abreviacdes: Controle (C); Controle com Linagliptina (C-L); High-fat (HF) e High-fat com

Linagliptina (HF-L).

Tabela 4 — Gordura Corporal

DADOS C C-L HF HF-L

indice de adiposidade (%) 3,454 + 0,270 3,297 + 0,495 4,528 + 0,809 > 3,403 + 0,144 °

Gordura intra-abdominal (g) 0,518 + 0,068 0,434+ 0,056 0,714 +0,082 %" 0,611 +0,029°

Gordura subcutanea TABs

(9) 0,293+0,033 0,226 +0,026 0,381 + 0,070 > 0,293 + 0,008 °

Legenda: Valores representados como Média + Desvio Padréo, n=5. Diferen¢as significativas
(P<0,05) entre os grupos estdo indicadas com os simbolos: a # C; b# C-L; ¢ # HF,
conforme determinado pelo One-way ANOVA e pos-teste de Holm-Sidak.
Abreviacdes: Controle (C); Controle com Linagliptina (C-L); High-fat (HF); High-fat
com Linagliptina (HF-L) e Tecido adiposo branco subcutédneo (TABS).
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4.3 Morfologia do TABs e Estereologia

A analise das imagens histolégicas corrobora os achados anteriores.
Fotomicrografias do grupo C mostraram uma configuracdo padrdo de tecido
adiposo branco: células uniloculares com ndcleos periféricos e de tamanho
normal. O grupo HF, por sua vez, apresentou hipertrofia consideravel das
células (Figura 8). Ambos o0s grupos tratados apresentaram adipocitos
comparaveis aos do grupo C; apresentaram também focos de células
multiloculares tipicas do tecido adiposo bege, sendo mais evidenciados no
grupo C-L do que no grupo HF-L.

Figura 8 — Fotomicrografias do TABs

Legenda: Fotomicrografias do TABs corado com hematoxilina-eosina. Fotos de mesmo
aumento e representativas dos grupos experimentais. Barra de calibracdo = 50 pm.
Abreviacdes: Controle (C); Controle com Linagliptina (C-L); High-fat (HF) e High-fat com
Linagliptina (HF-L).
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A andlise estereol6gica mostrou que a area seccional média dos
adipdcitos do TABs foi de fato significativamente maior no grupo HF quando
comparado aos grupos C e C-L (+38% e +51%, respectivamente; P<0,0001),
confirmando a hipertrofia dos adipécitos, e portanto, a correta inducdo do
sobrepeso. O grupo HF-L apresentou reducdo expressiva nesse quesito
guando comparado aos grupos HF (-52,5%, P<0,0001) e C (-24%, P=0,038),
indicando uma consideravel diminuicdo no acumulo lipidico no interior das
células, e que pode estar relacionada com o aumento da capacidade

termogénica do tecido (Tabela 5).

Tabela 5 — Area seccional média dos adipocitos do TABs

DADOS C C-L HF HF-L

Area seccional média
dos adip6citos TABs 60,600 + 20,220 48,060 + 12,020 97,390 + 28,150 ab 46,260 + 7,334 2°¢
(um2)

Legenda: Valores representados como Média + Desvio Padréo, n=22. Diferencas significativas
(P<0,05) entre os grupos estdo indicadas com os simbolos: a # C; b# C-L; ¢ # HF,
conforme determinado pelo One-way ANOVA e pés-teste de Holm-Sidak.
Abreviacdes: Controle (C); Controle com Linagliptina (C-L); High-fat (HF); High-fat
com Linagliptina (HF-L) e Tecido adiposo branco subcutaneo (TABs).

4.4 Metabolismo de carboidratos

No que se refere ao TOTG (Figura 9), todos os grupos apresentaram
pico de glicemia aos 15 minutos apos a administracdo da solugdo glicosada.
Os grupos tratados reestabeleceram a glicemia inicial (TO) apoés
aproximadamente 30 minutos decorridos; o grupo C se aproximou do
parametro inicial por volta de 60 minutos e o grupo HF n&o conseguiu
reestabelecer a glicemia inicial durante o tempo do experimento. A analise da
area sob a curva (ASC) (Tabela 6) demonstrou que o grupo HF apresentou
intolerancia oral a glicose e, portanto, uma ASC maior em relacdo a todos os

grupos (+27%, +23% e +30% que os grupos HF-L, C e C-L, respectivamente; P
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<0,001). Esse fato sugere que a linagliptina foi capaz de reduzir a intolerancia
no grupo HF-L.

Os niveis de insulina plasmética estdo de acordo com a intolerancia
oral a glicose encontrada do grupo HF: +57% (P=0,0139) em compara¢do ao
grupo C e +91% (P=0,0016) em comparacdo ao grupo C-L. O grupo HF-L teve
insulinemia menor que sua contraparte nao tratada, mas néao foi significativo, e
isso pode ser explicado pelo proprio mecanismo de ag¢do dos inibidores da
DPP-4 (Tabela 6).

Figura 9 — Curva glicémica do TOTG na fase de tratamento

16+

Teste Oralde Toleranciaa Glicose
(Glicemia mmol/L)

o 15 30 60 120
Tempo (minutos)

Legenda: Valores representados como Média + Desvio Padrdo, n=5 por grupo. Diferencas
significativas (P<0,05) entre os grupos estéo indicadas com os simbolos: a # C; b#
C-L; ¢ # HF, conforme determinado pelo One-way ANOVA e pos-teste de Holm-
Sidak.
Abreviacdes: Controle (C); Controle com Linagliptina (C-L); High-fat (HF) e High-fat com
Linagliptina (HF-L).
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Tabela 6 — ASC do TOTG e Insulina plasmatica

DADOS C C-L HF HF-L

ASC TOTG

. 754,000 + 15,760 714,700 + 59,570 928,800 + 47,400 ** 732,600 + 67,220 ©
(mmol/L/min)

Insulina plasmaética

1.409 + 290,5 1.155 + 243,4 2.210 + 395,1 ab 1.922 + 464,3 b
(pg/mL)

Legenda: Valores representados como Média + Desvio Padréo, n=5. Diferencas significativas
(P<0,05) entre os grupos estdo indicadas com os simbolos: a # C; b# C-L; ¢ # HF,
conforme determinado pelo One-way ANOVA e pos-teste de Holm-Sidak. Abreviagdes:
Controle (C); Controle com Linagliptina (C-L); High-fat (HF); High-fat com Linagliptina
(HF-L); Area sob a curva do teste oral de tolerancia a glicose (ASC TOTG).

4.5 Calorimetria indireta, termografia e Imunofluorescéncia

O ensaio de calorimetria indireta foi utilizado para o célculo do Quociente
respiratorio (QR)/ taxa de troca respiratoria, estimado pela razdo entre a
producéo de gas carbbnico (VCO,) e o consumo de oxigénio (VO,), e pode ser
um indicador do principal combustivel para a manutencdo do metabolismo
basal dos animais. O grupo C atingiu um maior quociente respiratério em
comparacdo a todos 0s grupos; o grupo HF-L apresentou a menor taxa,
enquanto os grupos C-L e HF apresentaram resultados intermediarios. HF-L foi
31% menor que C, 25% menor que C-L e 24% menor que HF (P<0,0001;
Tabela 7).

A temperatura corporal média dos animais tratados com a linagliptina se
mostrou mais elevada em comparacéo aos respectivos grupos nao tratados: C-
L aumentou em comparacdo ao C (+4%; P<0,0001) e HF-L aumentou em
comparacao ao HF (+2%; P=0,0221; Tabela 7 e Figura 10).

A imunomarcacdo para UCP1, a proteina termogenina, efetora da
termogénese, revelou ativacdo positiva em ambos os grupos submetidos ao

tratamento, corroborando os achados iniciais (Figura 10).
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Tabela 7 — Parametros metabdlicos

DADOS C C-L HF HF-L

Quociente respiratério

(QR) 0,981+ 0,001 0,900+ 0,040°% 0,898 +0,030* 0,678 + 0,040 *"°

Temperatura corporal

°C) 33,81+0,716 35,04+0,503°% 34,32+0,522° 35,04 + 0,455 *°

Legenda: Valores representados como Média + Desvio Padrdo, n=5. Diferencas significativas
(P<0,05) entre os grupos estdo indicadas com os simbolos: a # C; b# C-L; ¢ # HF,
conforme determinado pelo One-way ANOVA e pos-teste de Holm-Sidak.
Abreviacdes: Controle (C); Controle com Linagliptina (C-L); High-fat (HF) e High-fat
com Linagliptina (HF-L).
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4.6 RT-qPCR

Os resultados do ensaio de RT-gPCR mostraram que a expressao
relativa de RNA mensageiro (RNAm) para PPAR-alfa, um importante fator
transcricional que possui marcadores termogénicos como genes alvo, foi mais
elevado no grupo HF-L que em todos os demais: +45% que o grupo HF,
P=0,0451, +133% que o grupo C-L, P=0,0004 e +155% que o grupo C,
P=0,0002; Figura 11).

Figura 11 — Niveis de RNA mensageiro para PPAR-alfa
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Legenda: Valores representados como Média + Desvio Padrdo, n=5 por grupo. Os genes foram
normalizados pela expressdo génica da proteina constitutiva beta-actina. Diferencas
significativas (P<0,05) entre os grupos estéo indicadas com os simbolos: a # C; b# C-
L; ¢ # HF, conforme determinado pelo One-way ANOVA e pds-teste de Holm-Sidak.
Abreviacdes: Controle (C); Controle com Linagliptina (C-L); High-fat (HF); High-fat
com Linagliptina (HF-L) e Tecido adiposo branco subcuténeo (TABS).

O marcador termogénico e fator chave da biogénese mitocondrial PGC1-
alfa apresentou aumento significativo de 51% (P=0,0331) no grupo HF-L
guando comparado ao HF, enquanto os grupos C e C-L ndo apresentaram

diferencas entre si (Figura 12).
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Figura 12 — Niveis de RNA mensageiro para PGCl-alfa
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Legenda: Valores representados como Média + Desvio Padréo, n=5 por grupo. Os genes foram
normalizados pela expressédo génica da proteina constitutiva beta-actina. Diferencas
significativas (P<0,05) entre os grupos estdo indicadas com os simbolos: a # C; b#
C-L; ¢ # HF, conforme determinado pelo One-way ANOVA e pos-teste de Holm-
Sidak. Abreviacfes: Controle (C); Controle com Linagliptina (C-L); High-fat (HF);
High-fat com Linagliptina (HF-L) e Tecido adiposo branco subcutéaneo (TABS).

O gene essencial relacionado a manutencéo do fenétipo bege do tecido
adiposo, PRDM16, apresentou expressao elevada em ambos 0s grupos
tratados: C-L foi 68% maior que o grupo C (P=0,0212) e HF-L foi 118% maior
que HF (P=0,0034). Quando comparado ao grupo C, o grupo HF-L teve um
aumento de 63% na expressdo de PRDM16 (P=0,0249; Figura 13).
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Figura 13 — Niveis de RNA mensageiro para PRDM16
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Legenda: Valores representados como Média = Desvio Padrdo, n=5 por grupo. Os genes foram
normalizados pela expressdo génica da proteina constitutiva beta-actina. Diferencas
significativas (P<0,05) entre os grupos estéo indicadas com os simbolos: a # C; b# C-
L; ¢ # HF, conforme determinado pelo One-way ANOVA e pds-teste de Holm-
Sidak.Abreviac¢des: Controle (C); Controle com Linagliptina (C-L); High-fat (HF); High-
fat com Linagliptina (HF-L) e Tecido adiposo branco subcuténeo (TABS).

De forma similar, a expressao relativa do RNAm para o receptor beta-3-
adrenérgico (RB-3A) também foi maior nos grupos tratados, indicando que a
medicacdo pode ter ativado a via termogénica. HF-L teve 177% mais
expressdo que HF (P=0,0198) e C-L teve mais 85% de expressédo que C

(P=0,0050), como mostra a Figura 14.
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Figura 14 — Niveis de RNA mensageiro para Receptor beta-3 adrenérgico

Expressao relativa RNAm Rp 3A - TABs
(u.a. corrigida pela p -actina)
N
L

Legenda: Valores representados como Média + Desvio Padrdo, n=5 por grupo. Os genes foram
normalizados pela expressdo génica da proteina constitutiva beta-actina. Diferencas
significativas (P<0,05) entre os grupos estao indicadas com os simbolos: a # C; b# C-
L; ¢ # HF, conforme determinado pelo One-way ANOVA e pds-teste de Holm-
Sidak.Abreviagfes: Controle (C); Controle com Linagliptina (C-L); High-fat (HF); High-
fat com Linagliptina (HF-L) e Tecido adiposo branco subcutaneo (TABS).

Finalmente, a expressdo génica para UCP1 (figura 15) revelou que
ambos os grupos tratados, HF-L e C-L, apresentaram maiores niveis de
expressdo que suas contrapartes nao tratadas, mas apenas o HF-L teve
aumento significativo comparado a HF (+80%, P=0,0032). HF-L também
apresentou niveis significativamente diferentes em relacédo ao grupo C (+112%,
P<0,0008).
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Figura 15 — Niveis de RNA mensageiro para UCP1
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Legenda: Valores representados como Média + Desvio Padréo, n=5 por grupo. Os genes foram
normalizados pela expressdo génica da proteina constitutiva beta-actina. Diferencas
significativas (P<0,05) entre os grupos estéo indicadas com os simbolos: a # C; b# C-
L; ¢ # HF, conforme determinado pelo One-way ANOVA e pds-teste de Holm-
Sidak.Abreviac¢des: Controle (C); Controle com Linagliptina (C-L); High-fat (HF); High-
fat com Linagliptina (HF-L) e Tecido adiposo branco subcuténeo (TABS).

4.7 ANOVA de duas vias

A dieta, como unico fator, exerceu maior influéncia sobre os resultados
de MC (P<0,0001, 47% da variancia total), ingestao energética (P<0,0001, 98%
da variancia total), gordura intra-abdominal (P<0,0001, 62% da variancia total),
niveis plasmaticos de insulina (P=0,0002, 56% da variancia total) e nas
expressbes génicas de PPAR-alfa e PGC1l-alfa (P<0,0001, 62% da variancia
total para ambos os genes).

O tratamento com linagliptina, como fator independente, teve maior
influéncia sobre os dados de indice de adiposidade (P=0,0110, 23% da
variancia total), area seccional média dos adipécitos (P=0,0016, 36% da
variancia total), ASC do TOTG (P<0.0001, 37% da variancia total), temperatura
corporal (P<0.0001, 43% da variancia total), e nas expressdes génicas de
PRDM16 (P<0.0001, 61% da variancia total), RB-3A (P<0.0001, 49% da
variancia total) e UCP1 (P<0.0001, 50% da variancia total).
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Dieta e tratamento, separadamente, influenciaram da mesma forma o
parametro de gordura subcutanea (P=0.000, 34% da variancia total atribuida a
cada fator).

Dieta e tratamento interagiram significativamente sobre o indice de
adiposidade (P=0,0453), &rea seccional média dos adipécitos (P=0,0348), ASC
do TOTG (P=0,0036) e QR (P=0,0002). Todos os resultados seguem

detalhados na tabela 8.
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5 DISCUSSAO

A linagliptina administrada na dosagem proposta pelo presente estudo,
em camundongos induzidos a obesidade através de dieta, foi capaz de
restaurar a MC, indice de adiposidade e RI & valores similares aos do grupo C.
E possivel atribuir esses resultados metabolicos significativos as evidéncias de
browning do TABs ap0s o tratamento, amparado na expressdo aumentada de
genes marcadores da termogénese, marcacdes de UCP1 positivas e aumento
de temperatura corporal nos animais obesos e tratados com a linagliptina.

A reducdo da MC entre os grupos HF-L e HF comecou a se mostrar
significativa ap0s trés semanas da administracdo da droga, e pbde ser
confirmada pela reducéo do indice de adiposidade e pela mudanca estrutural
do TABs — a reducdo da &rea seccional média dos adipdcitos gera menor
acumulo lipidico. J& que ndo houve diferenca na ingestdo alimentar (ndo
apontando a necessidade de acrescentar grupo pair-feeding ao estudo), e
houve similaridade na ingestdo energética entre os grupos HF e HF-L, a
reducdo da massa corporal observada pode ser atribuida ao uso da
medicacdo. Os resultados encontrados foram compativeis com a literatura
pregressa, onde nao houve mudanca no comportamento alimentar
(normofagia) durante o tratamento com a droga (Kern et al., 2012).

A linagliptina age sobre o metabolismo de carboidratos, sendo indicada
para o tratamento de pacientes com diabetes Mellitus do tipo 2 (DMT2). O
mecanismo de acdo se da a partir da inibicdo da enzima e adipocina DPP-4,
gue inativa as incretinas intestinais (como GIP e GLP1). Sendo assim, ha um
aumento da secrecao pancreatica de insulina pés-prandial, gracas ao tempo de
acao prolongado das incretinas (Eckhardt et al., 2007). Dessa forma, o controle
glicémico de pacientes resistentes a insulina fica melhorado (McGill, 2012).
Como a acédo da linagliptina é glicose-dependente, é uma droga segura do
ponto de vista de episddios de hipoglicemia (Eckhardt et al., 2007; Del Prato et
al., 2011; McGill, 2012).

A andlise do TOTG e a respectiva ASC mostrou que animais insultados
inicialmente pela dieta hiperlipidica tiveram dificuldade de reestabelecer a

glicemia inicial ao longo do intervalo de tempo avaliado no ensaio; tal achado
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esta de acordo com a hiperinsulinemia encontrada nos mesmos animais. A
linagliptina promoveu melhora na tolerancia oral a glicose no grupo HF-L, que
nao apresentou diferenca estatistica para o grupo C. Ja os niveis plasmaticos
de insulina ndo apresentaram diferencas significativas nos grupos tratados em
comparacdo as contrapartes nao tratadas. Isso pode ser explicado pelo
aumento da meia-vida das incretinas intestinais promovido pela inibicdo da
DPP-4, que permitiu uma maior liberacdo de insulina e, consequentemente,
maiores niveis séricos — a droga € capaz de manter inibicdo de
aproximadamente 80% da DPP-4 durante as 24h de intervalo entre as doses
em humanos (Kern et al., 2012).

A microscopia de luz revelou focos de browning no TABs dos animais
tratados. As fotomicrografias mostram adipdcitos multiloculares entremeados
aos adipécitos brancos, sendo esses focos muito mais evidentes nas laminas
do grupo C-L. Mesmo que o mecanismo de acdo de droga na homeostase
glicémica seja glicose-dependente, € provavel que os efeitos pleiotropicos ndo
tenham a mesma relacédo, visto que animais mais magros € menos intolerantes
a glicose apresentaram também mudancas no TABs. Ambos o0s grupos
tratados apresentaram alteragOes estruturais no TABs, mas com diferentes
intensidades nesse recorte temporal do estudo. Esses resultados estdo de
acordo com a reducdo da MC nos animais tratados, ja que a gordura ingerida
em excesso pode ter sido utilizada com combustivel para a atividade
termogénica ao invés de ser armazenado (Wu et al., 2013).

O QR indica a principal fonte energética na manutencao do metabolismo
basal dos animais. HF-L teve a menor razao entre VCO; e VO, (préxima de
0,7) e isso aponta para consumo de lipidios como primeira fonte energética;
animais controle, por sua vez, apresentaram QR que indica consumo primario
de carboidratos (Arch et al., 2006). O aumento da temperatura corporal nos
grupos tratados, somados aos dados de QR, sugerem que a reducdo da MC
tenha se processado através da perda de energia em forma de calor,
configurando a atividade termogénica, e utilizando lipidios como combustivel.

Os ensaios de imunofluorescéncia e RT-gPCR confirmaram os achados
prévios. A imunomarcacao para UCP1, localizada na membrana mitocondrial
interna, apresentou marcagdo positiva para a proteina, que é a efetora da

termogénese.
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A cascata termogénica se inicia com o estimulo adrenérgico (Bargut et
al., 2017), que é o gatilho para o aumento de AMPc e ativacdo da PKA, que por
sua vez, induz a lipdlise. Os acidos graxos livres ativam a UCP1, que permite
que protons H* retornem do espaco intermembranas para a luz mitocondrial,
evitando a formacgao de ATP e seu consequente armazenamento, e permitindo
que a energia seja liberada em forma de calor (Ricquier et al.,, 2000;
Spiegelman, 2013; Ricquier, 2017).

Na temperatura em que o estudo foi conduzido, a expressdao aumentada
de UCP1 no TABs indica o fenbmeno do browning, visto que apenas baixas
temperaturas (4°C) poderiam induzir o mesmo fené6meno. A evidéncia de
células UCP1 positivas as confirma como células beges (Kalinovich et al.,
2017). Ademais, a expressao do receptor beta-3 adrenérgico foi influenciada
somente pelo tratamento, e confirma o gatilho para inicio da via termogénica
em ambos o0s grupos tratados (Jimenez et al., 2003).

O PPAR-alfa apresenta niveis basais em roedores (Braissant et al.,
1996) e agonistas da molécula podem ser utilizados como drogas anti-
obesogénicas (Veiga et al., 2017), com efeitos potenciais na termogénese e no
fenbmeno do browning (Rachid et al., 2015). Animais do grupo HF-L
apresentaram os maiores niveis de expressao desse marcador dentre todos os
grupos, e esse parametro foi influenciado pela dieta e pelo tratamento. A
possivel interacdo entre a ativacdo do PPAR-alfa e a acdo estendida das
incretinas deve ser investigada.

A expressdo génica aumentada de PPAR-alfa influencia os niveis de
PGC1-alfa, considerado fator chave da biogénese mitocondrial (Spiegelman,
2013) e também ativador da transcricdo de da UCP1 (Bargut et al., 2017). O
grupo HF-L apresentou maior expressao génica de PGC1l-alfa que o grupo HF,
e isso pode representar a restauracdo dos niveis, considerando que 0 grupo
HF-L ndo apresentou diferencas para o grupo C. Os niveis elevados de PPAR-
alfa podem explicar essa observacéo gracas a um possivel efeito pleiotropico
da acdo da linagliptina como um agonista de PPAR-alfa. J& é sabido também
que a inibicdo da DPP-4 promove polarizacdo de macrofagos do tipo M2
(Zhuge et al., 2016) que sé&o relacionados a sinalizagdo anti-inflamatoria,
transcricdo de fatores da beta-oxidacdo e aumento de PGCl-alfa devido a
inibicdo do NF-kB (Namgaladze et al., 2014).



57

A termogénese adaptativa, caracterizada pela producdo extra de calor,
pode ser induzida por frio, ingestédo alimentar ou exercicio fisico (Ricquier et al.,
2000; Spiegelman, 2013), e adipdcitos do tecido adiposo branco sdo mais
sensiveis a esse fendbmeno, que leva ao “amarronzamento” do tecido. Sob
estimulo, os adipécitos brancos adquirem fendtipo de células marrons, sendo
esses a alta densidade mitocondrial (e consequente aumento da capacidade
termogénica) e mudanca a morfolégica da goticula lipidica (que passa de
unilocular para multilocular) (Bargut et al., 2017). A manutencdo do fenotipo
bege ndo consegue ser feita sem o aumento do niveis de PRDM16 (Seale et
al., 2008; Bargut et al., 2017), cuja auséncia implica no retorno da célula bege
ao status de adipdcito branco, com seu arranjo de goticula unilocular, baixa
densidade mitocondrial e baixos niveis de UCP1 (Spiegelman, 2013). Os altos
niveis de expressdo génica de PRDM16 encontrados nos grupos tratados
reforca que o fenotipo bege induzido pelo uso da lingliptina estava sendo
mantido.

O grupo HF-L apresentou niveis mais altos de expressao génica para a
proteina UCP1 que o grupo C e HF, indicando alta densidade de mitocondrias
ativas. Esse resultado, combinado aos altos niveis de expressdo de PRDM16,
maior nivel de expressdo de PPAR-alfa entre todos os grupos, temperatura
corporal aumentada e as imagens histologicas contendo menos focos de
células beges (em comparacdo ao grupo C-L), nos levam a crer que o
fenbmeno do browning deve ter acontecido em diferentes momentos nos
grupos tratados. O grupo C-L parece ter tido ativacdo da cascata termogénica
anteriormente ao grupo HF-L, que precisou lidar com o insulto da dieta
primeiramente, e ao fim do experimento estava iniciando a expressao dos
marcadores termogénicos de forma mais efetiva. A figura 16 resume 0s

resultados encontrados.
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Figura 16 — Efeitos da linagliptina no modelo experimental proposto
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Legenda: Resumo grafico com os principais resultados encontrados, sendo o aumento de
expressdo génica de PRDM16 (Proteina 16 contendo o dominio PR) e Rp-3A
(Receptor beta-3 adrenérgico), aumento da temperatura corporal e adipdcitos
positivos para UCP1 (Proteina desacopladora mitocondrial 1) comuns a ambos os
grupos tratados; enquanto o HF-L (grupo alimentado com dieta high fat com
linagliptina) apresentou maiores niveis de expressdo génica de PPAR-a e poucos
focos de células beges, o grupo C-L (Grupo alimentado com dieta controle e tratado
com Linagliptina) apresentou focos mais numerosos de adipdcitos beges
entremeados ao TABs,

Os achados no TABs dos camundongos induzidos a obesidade e
tratados com a linagliptina na dosagem de 30mg/kg MC indicam que seus
beneficios vao além do controle glicémico, previamente relacionado a reducao
da esteatose hepatica (Kern et al.,, 2012). A linagliptina tem excrecéo
predominante através das fezes, o que permite sua administracdo sem ajuste
de dose para pacientes com insuficiéncia renal, e a torna diferenciada em
comparacao as demais drogas da familia das gliptinas (Del Prato et al., 2011;
McGill, 2012). Essa caracteristica reafirma o potencial translacional dos
achados presentes, uma vez que a linagliptina € usada atualmente como
monoterapia ou combinada com outras drogas em humanos visando a
homeostase glicémica, com potenciais beneficios cardio-renais (Forst et al.,

2010; Kawamori et al., 2018). Todavia € importante ressaltar que mais
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informacdes acerca das vias inflamatérias e de potenciais danos a outros

orgaos devem ser investigadas.
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CONCLUSAO

Com os resultados obtidos é possivel concluir que a dose proposta de
linagliptina foi capaz de reduzir a massa corporal dos camundongos induzidos
ao sobrepeso, cursando em paralelo com a reducao do indice de adiposidade,
melhora da morfologia do TABs (com menor aumulo lipidico) e aumento da
expressdo génica de marcadores relacionados a termogénese. Os animais
tratados tiveram melhora da tolerdncia oral a glicose, esperada para um
medicamento da classe dos inibidores da enzima DPP-4, e aumento da
temperatura corporal quando comparadas as contrapartes nao tratadas. Tais
indicios, quando analisados juntamente com a expressao proteica positiva e
expressao génica aumentada de UCP1 apontam para a ativagdo da cascata
termogénica, e inducdo do fenbmeno do browning no TABs. Sendo assim, é
possivel dizer que a linagliptina induziu a via termogénica nos animais tratados

como um efeito pleiotrépico, podendo ter potencial translacional.
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