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RESUMO

VEIGA, Flavia Maria da Silva. Efeitos da ativacdo do PPAR-B/5 sobre a lipogénese,
beta-oxidacédo e estresse do reticulo Endoplasmatico hepéatico num modelo
experimental de obesidade. 70f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Avaliar os efeitos da ativacdo do PPAR-B/d (receptor ativado por proliferador
peroxissomal), com a utlizacdo do agonista GWO0742, sobre o metabolismo
energético hepatico (carboidratos e lipidios) e o Estresse do Reticulo
Endoplasmatico (ERE) hepéatico num modelo experimental de obesidade.
Camundongos machos C57BL/6 (3 meses de idade) receberam uma dieta controle
(C, 10% de lipidios, n = 20) ou uma dieta rica em gordura (HF, 50% de lipidios, n =
20) durante 10 semanas. Estes grupos foram subdivididos para receber o tratamento
(n = 5 por grupo): C, C-B (agonista PPAR-B/8, 1,0 mg / kg / dia incorporado a dieta
controle), HF e HF-B (agonista de PPAR-B/d, 1,0 mg / kg / dia incorporado a dieta
HF) durante 4 semanas. Foram realizadas analises bioquimicas, western blotting,
RT-gPCR, imunofluorescéncia e microscopia eletronica de transmissao (MET). O
grupo HF apresentou maior massa corporal (MC) e insulinemia que o grupo C, além
de aumento da expressao hepatica das proteinas pré-inlffamatérias (NF-kB, TNF-a e
IL-6). Em contraste, houve reducdo da expressédo dos genes relacionados a beta-
oxidacdo (PPAR-a e CPT-la) paralelo ao aumento da expressdao dos genes
lipogénicos (FAS, SREBP-1c e PPAR-y). Em adicao, o grupo HF apresentou ERE,
com modificagBes ultraestruturais e moleculares, levando a estimulos pro-
apoptéticos. O tratamento com agonista PPAR-B/® reverteu o sobrepeso e a
resisténcia a insulina, reduziu a inflamacao e a lipogénese hepética e favoreceu a
beta-oxidacdo. Esses resultados estdo de acordo com a melhora da ultraestrutura do
RE (reticulo endoplasmatico), reducdo do ERE e da apoptose apds o tratamento.
Conclusao: Nossos resultados indicam que a ativacao do PPAR-[/d aliviou o0 ERE a
partir da melhora da resisténcia a insulina e da maximizacdo do metabolismo
energético hepatico com o favorecimento da beta-oxidacdo. A ativacdo do PPAR-[/6
pode ser uma ferramenta importante para evitar a progressdo da DHGNA (doenca
hepatica gordurosa nédo alcodlica) e de outras comorbidades da obesidade.

Palavras-chave: PPAR-B/6. Obesidade. Lipogénese. Beta-oxidacdo. DHGNA;

Estresse do reticulo endoplasmatico.



ABSTRACT

VEIGA, Flavia Maria da Silva. Effects of PPAR-B / & activation on lipogenesis, beta-
oxidation and stress of the hepatic endoplasmic reticulum in an experimental model
of obesity. 70f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

The present study aimed to investigate the effects of the treatment with the
PPAR-B/d (Peroxisomal Proliferator Activated Receptor) agonist GW0742 on hepatic
energy metabolism and endoplasmic reticulum (ER) stress in diet-induced obese
mice. Male C57BL/6 mice (3 months old) received a control diet (C, 10% of lipids, n =
20) or a high-fat diet (HF, 50% of lipids, n = 20) during 10 weeks. These groups were
subdivided to receive the treatment (n = 5 per group): C, C-B (PPAR-B/d agonist, 1.0
mg/kg/day mixed with the control diet), HF and HF-B group (PPAR-B/d agonist, 1.0
mg/kg/day mixed with the HF diet). The treatment lasted 4 weeks. Were performed
biochemical analyzes, western blotting, RT-gPCR, immunofluorescence and
transmission electron microscopy (MET). The HF group showed greater body mass
(BM) and insulinemia than C, besides an increased hepatic expression of
proinflammatory proteins (NF-kB, TNF-a, and IL-6). Conversely, the HF diet reduced
the hepatic expression of beta-oxidation related genes (CPT-1a and PPAR-a), while
it enhanced the expression of the lipogenic genes (PPAR-y, FAS, and SREBP-1c).
Obese animals showed ER stress, with ultrastructural and molecular alterations,
leading to proapoptotic stimulus. The PPAR-B/d activation by GWO0742 rescued the
overweight and the insulin resistance, tackled the hepatic inflammation and reduced
the lipogenesis concomitant to a favored beta-oxidation. These results complied with
the ameliorated ER ultrastructure, reduced ER stress and apoptosis after the
treatment. Conclusions: Our results indicate that the PPAR-B/d activation alleviated
the ER stress by improving the insulin sensitivity and maximizing the hepatic energy
metabolism with a shift towards beta-oxidation. PPAR-B/d activation could be an
essential tool to avoid the NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease) progression and
other obesity constraints.

Keywords: PPAR-B/8. Obesity. Lipogenesis. Beta-oxidation. NAFLD. ER stress.
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INTRODUCAO

Atualmente, a obesidade € considerada uma epidemia mundial e acomete
diferentes grupos etarios, além de ser a maior causa de morbidade e mortalidade em
paises desenvolvidos e subdesenvolvidos (Aasheim and Sovik (1). A patogénese da
obesidade esta relacionada ao excesso do consumo de energia, juntamente com o
gasto energético reduzido. O consequente balanco energético positivo aumenta o
reservatorio de tecido adiposo branco (TAB), que modifica a liberacdo de adipocinas
para um perfil pré-inflamatorio (2, 3).

Além de provocar uma inflamacéo de baixo grau, a obesidade esta associada
ao desenvolvimento da resisténcia a insulina (RI), favorecendo a génese do diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) (4). Inflamacéo e RI frequentemente afetam o figado, um érgéo
que é crucial para a regulacdo do metabolismo energético (5). A Rl induz altas taxas
de lipdlise no TAB, reduzindo a capacidade de adipécitos para armazenar lipidios e
aumentando a liberacdo de acidos graxos livres (AGL) que sdo direcionados ao
figado (6, 7).

Além disso, a RI prejudica a beta-oxidagdo mitocondrial hepatica e reduz a
exportacao hepatica de lipoproteinas. Sempre que a sintese e/ou captacdo hepatica
de AGs excede a capacidade oxidativa e/ou de exportar lipoproteinas hepaticas,
goticulas de gordura sédo depositadas no parénquima hepatico, configurando a
doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) (8). A DHGNA vem sendo
apontada como a manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica, mostrando
prevaléncia crescente entre individuos de idades e estratos econdmicos diversos (9).

A patogénese da DHGNA e o estresse do reticulo endoplasmatico (ERE)
estdo estreitamente entrelacados com a RI, excesso de peso e inflamacéo,
mostrando uma crescente prevaléncia em todo o mundo (9). O ERE é caracterizado
pela formacdo de proteinas mal dobradas e desdobradas, produzindo um
desequilibrio entre a demanda celular de dobramento e maturacdo de proteinas, o
que facilta o acumulo de proteinas desdobradas no lumen do reticulo
endoplasmatico (RE) (10). As principais vias ativadas pelo ERE produzem um efeito
pro-inflamatoério através da ativacdo do fator nuclear kappa-B (NF-kB), ligado a
resisténcia a insulina hepatica, aumentando a transcricdo de seus genes alvo: fator

de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) (11).
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O metabolismo hepético de &cidos graxos (AGs) parece ser fortemente
influenciado pelos fatores de transcricdo dos genes alvo do receptor ativador de
proliferacdo de peroxissoma (PPAR), que regulam a expresséo de genes ligados a
sinalizacdo de insulina, absorcdo e transporte de AG nos hepatoécitos (12, 13).
Concomitantemente, o RE € altamente suscetivel a nutricdo e ao excesso de
nutrientes celulares (14). Neste contexto, a ativagéo das isoformas de PPARs surge
como uma ferramenta relevante para atenuar o ERE hepatico, modulando o
metabolismo energético e varias rotas metabdlicas geralmente alteradas na
obesidade. Porém, esses efeitos ainda precisam ser esclarecidos (15).

O presente estudo foi idealizado para investigar os efeitos do tratamento com
o agonista PPAR-B/d GWO0742 sobre o metabolismo energético hepatico e o ERE

em um modelo de obesidade induzido por dieta em camundongos.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Obesidade

A obesidade € uma doenca crbnica, cuja preveléncia vem aumentando
drasticamente, e configura como a maior causa de morbidade e mortalidade em
todos os grupos e idades em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos (1). O
sobrepeso e a obesidade s&o decorrentes de diversos fatores, dentre os quais se
destacam fatores enddgenos como a hereditariedade, e/ou fatores exdgenos,
caracterizados por fatores ambientais, sedentarismo e o0s habitos alimentares
inadequados (16). As condi¢bes nutricionais e a atividade fisica influenciam
fortemente a equacédo do balanco energético e sao os principais fatores modificaveis
(17).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, o ganho de peso ocorre quando a
ingestdo energética € maior do que o gasto de energia durante um longo periodo de
tempo, causando um balanco energético positivo (18). De fato, as dietas ricas em
gorduras saturadas, densas em energia, e 0 estilo de vida sedentario sdo duas
caracteristicas fortemente associadas ao aumento da prevaléncia da obesidade em
todo o mundo (19).

No Brasil, a prevaléncia de obesidade na populacdo adulta aumentou de
forma alarmante. De acordo com Ministério da Saude, na ultima década ocorreu
aumento de 61,8% de casos de diabetes e 14,2% nos casos de hipertensdo. Além
disso, mais da metade da populacdo estd com sobrepeso e 18,9% dos brasileiros
sdo obesos. No entanto, o Ministério da Saude se comprometeu a desenvolver
estratégias para reduzir a taxa de mortalidade por doencas cronicas nao
transmissiveis em 2% ao ano até 2022 no Brasil (20).

Estudos mostram que a presenca da obesidade promove uma desregulagao
na homeostase corporal e desencadeia hipertrofia dos adipdcitos brancos (21, 22).
O TAB exerce um papel fundamental no armazenamento de lipidios para o
fornecimento de energia. Porém, atualmente, este tecido ndo € considerado

somente um armazenador de energia, mas também um érgdo enddcrino com funcéo
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de sintetizar e liberar adipocinas, com ac¢des pro-inflamatorias e anti-inflamatérias, as
quais podem influenciar profundamente os processos metabolicos (23).

No entanto, 0 aumento da expressao de citocinas, como o TNF-a e a IL-6, levam
ao desenvolvimento de um estado inflamatdrio de baixo grau, induzindo de forma
marcante o risco de comorbidades a ela associadas, tais como: RI, dislipidemia,
hipertensao arterial sistémica, aterosclerose, doencga cardiovascular, DM2, e DHGNA
(24). Essas desordens, quando associadas em um individuo, configuram sindrome
metabdlica (Figura 1) (25).

Por conseguinte, ocorre aumento dos niveis circulantes de AGs, aumentando
a lipogénese, e maiores taxas de lipdlise no TAB. Este excedente acarreta no
acumulo de gordura ectopica. Esse quadro amplifica diversos efeitos deletérios,
como dislipidemias, esteatose hepatica, falha na sinalizacdo da insulina, ativacdo da
gliconeogénese e hiperglicemia (26). Portanto, este quadro estad inversamente
relacionado com a sensibilidade a insulina, contribuindo para o declinio da fungéo
das células beta, um preditor da DM2 (25, 27).

Diante dos efeitos negativos da obesidade, provocados pelo excesso de
lipidios na dieta, pesquisadores vém tentado entender os mecanismos relacionados
e como o tratamento pode influenciar nessa disfuncdo metabdlica. A Figura 1
resume as principais comorbidades atreladas a obesidade.
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Figura 1 — Obesidade e suas comorbidades associadas
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Legenda: O desequilibrio entre a ingestdo alimentar e o gasto de energia, gera um balango
energético positivo, com acumulo de gordura e obesidade. Essa desencadeia uma série
de disfun¢des em diversos tecidos.

Fonte: A autora, 2018.

1.2 Resisténcia a Insulina

Como ja descrito anteriormente, o consumo elevado de uma dieta rica em
lipidios leva ao desenvolvimento da obesidade (19). A obesidade vem sendo
apontada como um fator que contribui para induzir alteraces intracelulares que
promovem uma desregulacdo do metabolismo da glicose, desencadeando o quadro
de RI. Este quadro pode prever o desenvolvimento do DM2 ao longo do tempo (28).

A insulina, um horménio polipeptidico secretado pelas células betas das
ilhotas pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis circulantes de glicose
sanguinea poés-prandial, tem acdo no musculo esquelético, figado e tecido adiposo
(29). Entre outras fun¢des metabdlicas da insulina, podemos destacar a captagéo de
glicose pelo figado para manter sua homeostase, aumentar a sintese de AGs,
reduzir a producdo hepatica de glicose (gliconeogénese e glicogendlise) e a lipolise
(30).
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E o principal horménio que estimula a expressido de genes lipogénicos no
figado e reduz a lipdlise nos adipdcitos. Estimula a lipogénese por aumentar a
expressdo do transportador de glicose (GLUT) e, consequentemente, aumenta a
disponibilidade do piruvato para a sintese dos AGs (31).

A RI é uma disfuncdo metabdlica que resulta em prejuizos na translocacao de
vesiculas, que contém GLUT para a membrana, diminuindo a capacidade dos
tecidos de captar glicose para as células levando a um estado hiperglicémico (29,
31).

A captacao de glicose no figado € composta por varias etapas intracelulares,
onde a insulina se liga ao seu receptor especifico de membrana, uma proteina com
atividade quinase. Apos a ligacao extracelular da insulina com o seu receptor ocorre
fosforilacdo intracelular da subunidade beta do receptor em substratos de tirosina
denominados IRS-1 e IRS-2 (32). A fosforilacdo de seus substratos desencadeia
uma cascata intracelular que culmina na translocacéo de transportadores de glicose,
denominados GLUT, que séo direcionados em direcdo a membrana plasmatica para
a captacao de glicose (33, 34).

Os GLUTs sao membros de uma familia de proteinas integrais de membrana
transportadoras de glicose. Diferentes tecidos expressam diferentes subtipos de
GLUT. O figado e o pancreas expressam GLUT2 (35). O GLUT2 promove a rapida
saida e entrada de glicose no figado e nas células beta do pancreas. Portanto,
esses transportadores de glicose exercem importante funcdo no controle das
alteracdes na secrecao de insulina estimulada pela glicose (32).

Os mecanismos para o desenvolvimento da RI, relacionados a obesidade,
sdo caracterizados por alteracdes em certas etapas na sinalizacdo da insulina,
apresentando reducédo nas proteinas IRS-1 e Akt2, que influenciam diretamente a
captacao e translocacao de glicose (GLUT2) por dependéncia de insulina (36).

O excesso de AGL no plasma, induzido por dieta hiperlipidica, afeta o
metabolismo celular, favorecendo o desenvolvimento da RI (37). Os AGL aumentam
a expressao e induzem a ativacdo de TLR-4 (receptor de proteina de membrana-toll
like 4), desencadeando a ativacdo de vias inflamatorias que vao influenciar na
captacao de glicose pela sinalizacao de insulina (38).

Ao se ligarem no receptor TLR-4, ativam iKK (quinase inibidora do fator
nuclear kB). A ativacdo de iKK pode prejudicar a sinalizacdo de insulina de duas

formas: 1) Fosforilar IRS-1 em residuos de serina, atenuando a atividade de
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tirosinas; 2) Ativacdo de iKK leva a fosforilagdo de IkkB, que é um fator de
transcricdo kB (NF-kB) (31, 38).

Com a degradacao de iKK, ocorre aumento da expressao de NF-kB que vai
agir no nucleo celular se ligando ao DNA e portanto, induz a transcricdo génica de
mediadores inflamatorios como TNF-a e IL-6, culminando no desenvolvimento de RI
(31, 39).

O mecanismo pelo qual o TNF-a induz o desenvolvimento de RI estd na
ligacdo do TNF-a aos seus receptores de membrana plasmatica TNFR1 e TNFR2
sendo capaz também de ativar as proteinas inflamatorias iKK e JNK (quinase c-JUN
n-terminal) e assim dando inicio na resposta inflamatéria causada por estas
moléculas (31, 39, 40).

1.3 Metabolismo hepatico

O figado € um o6rgdo que apresenta um papel central na regulacdo da
homeostase do metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas de acordo com o
estado nutricional do organismo (41).

Em condicBes normais, no figado, a glicose é convertida em AGs que sao
utilizados para a sintese de triacilglicerois (TAG), que é a principal fonte de estoque
energético (42). Os hepatdécitos oxidam os AGs nos peroxissomas, mitocondrias e
reticulo endoplasmaético liso, para sintetizar glicose (41).

Quando os niveis de glicose ou lipidios hepaticos excedem as necessidades
energéticas, sua capacidade oxidativa e/ou de exportar lipoproteinas hepaticas é
excedida, entéo, lipidios na forma de AGL séao depositadas no parénquima hepatico
(43).

A DHGNA é um termo utilizado para designar a presenca de esteatose hepética
na auséncia de um historico significativo do uso de alcool ou outra doenca hepética
conhecida (44). E atualmente considerada como a manifestagdo hepatica da
sindrome metabdlica e fator de risco para o desenvolvimento de doencas hepaticas
mais nocivas. A esteatose hepatica € assintomatica e pode ser detectada
inicialmente por meio de alteragbes nas enzimas hepaticas (aspartato

aminotransferase — AST, alanina aminotransferase — ALT) (45).
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Em alguns casos, esteatose hepatica, quando ndo tratada, pode progredir para
cirrose hepatica ou hepatocarcinoma (Figura 2) (15). Porém, 0s mecanismos
moleculares que causam a sua progressao para danos graves no figado ndo séao
totalmente compreendidos. Um mecanismo sugerido envolve a disfuncéo
mitocondrial exacerbada e aumento do dano oxidativo hepatocelular. Isso pode
abranger o caminho para a inflamacéao e insuficiéncia hepéatica (46, 47).

Figura 2 - Estagios evolutivos da DHGNA
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Fonte: SBH (http://sbhepatologia.org.br/publicacoes/imprensa/releases/), acesso em 15/01/2018.

A progressao da DHGNA simples pode levar a um quadro de esteatohepatite
(EHNA), gque envolve lesdo hepatocelular e inflamacgédo do figado (48). A EHNA é
caracterizada por um estado inflamatorio devido a superproducdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), lipotoxicidade e aumento de citocinas pro-inflamatérias,
incluindo TNF-a, IL-18 e IL-6 (49). Estudos sugerem que a disfungdo mitocondrial na
EHNA pode ativar o ERE com a ativagao da UPR, as quais culminam na inducdo da
morte e inflamac&o dos hepatocitos pela via de sinalizagdo dependente da proteina
homologa a proteina ligante estimuladora de CCAAT (CHOP) (50).

O aumento do acumulo de colesterol mitocondrial também esta relacionado
com a progressao da esteatose para a EHNA. O colesterol elevado também
demonstrou sensibilizar hepatdcitos de camundongos para a apoptose induzida por

TNFa e causar deplegao mitocondrial (46, 47).


http://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cholesterol
http://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hypercholesterolemia
http://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/apoptosis
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Os AGL surgem no figado a partir de trés fontes distintas: lipdlise (a hidrolise
de TAG em glicerol e AGL) no interior do tecido adiposo, fontes alimentares e da
lipogénese de novo. A lipogénese de novo se caracteriza como uma via de
conversdo de fontes glicidicas para a sintese de AGs (51). Além da ingestédo
aumentada de lipidios, a lipogénese de novo também provoca um estado de
lipotoxicidade, predispde a Rl e ao desenvolvimento de alteragbes hepaticas (12,
21). A lipogénese de novo € um processo modulado por fatores de transcricdo
ativados pela insulina, que € provavelmente o principal fator hormonal que aumenta
e regula a expressao da proteina de ligacdo ao elemento de regulacdo dos esterois
1c (SREBP-1c) (52).

SREBP-1c é um membro da familia SREBP que controla a regulacéo
transcricional de genes lipogénicos (53). A sua ativacdo leva a conversdo do
piruvato em AGL no figado e a um aumento de genes que ativam a sintese e
captacdo de colesterol, AGs, TAG e fosfolipidios (41). J& foi identificado o aumento
da expressédo de SREBP-1c em camundongos obesos em estudos prévios (54-56).

No figado, a metabolizacdo de AGs parece ser fortemente influenciada por
genes alvos do PPAR-B/, que influenciam principais transportadores de membrana
plasmatica de AGL, incluindo a translocase de AGs (FAT/CD36) (57, 58). Essa
proteina € transmembranar e desempenha um papel importante na absorcao e
translocacdo de AGs via difusdo facilitada. O FAT/CD36 é expresso numa grande
variedade de células incluindo macrofagos, miocitos, adipécitos, enterécitos e
hepatocitos. A expresséo hepética de CD36 foi correlacionada positivamente com os
teores de TAG hepético em pacientes com DHGNA, ressaltando a importancia deste
transportador (59).

A beta-oxidacdo de AGs ocorre nas mitocondrias para reduzir os AGs em
acetil-CoA, sendo fortemente afetado pela Rl. Em condi¢cfes basais, para iniciar este
processo a molécula de acil-CoA de cadeia longa (LC-CoA) é transportada para a
membrana mitocondrial interna (MMI) via carnitina palmitoil transferase-1a (CPT-1a),
onde é beta oxidada (41, 60).

Porém, na presenca de concentracdes elevadas de glicose e AGL, a CPT-1a
é inibida pelo aumento de Malonil-CoA, intermediario na sintese de AGs. Por
conseguinte, ocorre aumento da sintase de acidos graxos (FAS), enzima limitante na

biossintese de AGs e catalisadora do ultimo passo desta via. Quando este processo
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é inibido, ocorre aumento na concentracdo de LC-CoA no citoplasma o que reduz a
expressao de genes que podem retardar a beta-oxidacao hepética (61, 62).

A mitocbndria se comunica dinamicamente com outras organelas celulares,
como o RE. Logo, a exposicdo prolongada a AGL geram perturbacbes na
mitocondria, desencadeando estresse oxidativo e desordem na homeostase do RE
(63). Nesse contexto, o estresse do reticulo endoplasmatico (ERE) estabelece uma
ligacdo entre RI e inflamacdo, condi¢cdes importantes para o estabelecimento e
progressdo da DHGNA (64).

As principais vias ativadas no ERE produzem efeito pré-inflamatério pela
ativacdo da via do NF-KB, ligada a resisténcia hepatica a insulina pelo aumento dos
seus genes TNF-a e IL-6 (65). Tanto as enzimas envolvidas na oxidacdo hepatica
dos lipidios quanto a via NF-KB séo reguladas por alguns fatores de transcricédo, a
partir de mecanismos de transativagdo ou transrepressao génica. Dentre esses
fatores de transcrigdo destacam-se os PPARs (66).

A RI induz altas taxas de lipdlise concomitante a reduzida capacidade de
oxidacdo de AGs pelos hepatécitos (26, 67).

Atualmente, ainda ndo existem marcadores bioguimicos com sensibilidade e
especificidade suficiente que assegurem o diagnéstico DHGNA. Porém, algumas
caracteristicas moleculares nos permitem identificar alteragdes que indicam o inicio
de uma possivel lesdo hepatica, como a deposicdo de lipidios no citoplasma dos
hepatdcitos, na forma de vacuolos microvesicular e/ou macrovesicular (26, 67).

Nesse contexto, um estudo recente sugeriu efeitos benéficos da ativacdo do
PPAR-a, o qual contribuiu para melhorar a ultraestrutura hepatica pelo aumento da
atividade mitocondrial subjacente ao maior nimero de mitocondrias por area de
tecido hepatico. Este fato favorece a beta-oxidacdo hepatica e, consequentemente,

reduz a deposicao de goticulas lipidicas no parénquima hepatico (68).

1.4 Reticulo Endoplasmético (RE) e o Estresse do Reticulo Endoplasmaético
(ERE)

O RE € uma organela citoplasmatica que desempenha multiplas funcdes

celulares, como a sintese, maturacao, dobramento e locomocéao de proteinas (64). A
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sintese e a concentracdo de proteinas no RE sdo extremamente altas, e todas as
proteinas secretoras entram na via do RE e devem ser devidamente dobradas com o
auxilio de chaperonas moleculares. Somente as proteinas dobradas sao
transportadas para o Complexo de Golgi (10).

As proteinas desdobradas ou mal formadas séo retidas do RE, translocadas
ao citoplasma pela maquinaria da degradacdo associada ao RE (ERAD) e
degradadas pelos proteassomas. Desta forma, é de extrema importancia que a
homeostase do limen do RE seja mantida (10, 69).

No entanto, algumas condic¢es fisiolégicas tais como: obesidade, RI, DM2 e
lipotoxicidade hepatica, podem produzir um desequilibrio entre a demanda celular, o
dobramento das proteinas e a capacidade do RE para promover a maturacdo
dessas proteinas (70).

Quando as células sintetizam proteinas secretoras em quantidades que
excedem a capacidade do dobramento e da maquinaria do sistema de degradacéo
associado ao RE (ERAD), as proteinas desdobradas sdo acumuladas no RE. Essa
condicdo é denominada estresse do reticulo endoplasmatico (ERE) (10, 14).

Estudos mostraram que a RI é um potente indutor para o ERE. A
hiperinsulinemia promove ERE, 0s quais podem desencadear a apoptose (70). A
obesidade e uma dieta rica em lipidios podem desencadear uma resposta adaptativa
conhecida como Unfolded Protein Response (UPR). O objetivo da ativacdo da UPR
€ reestabelecer a homeostase do RE em resposta a uma grande quantidade de
proteinas imaturas no RE, e se caracteriza por: atenuar a taxa de traducéo,
aumentar a expressao de chaperonas e ativar o ERAD. Em conjunto, reduzem o
risco de erros na montagem das proteinas (11, 69).

As principais proteinas de membrana que regulam o estimulo ao RE e estédo
envolvidas na indugdo da UPR sao: PERK (PKR)-like ER kinase), IRE1 (inositol
requering enzyme 1) e ATF6 (activating trascription fator 6). No estado basal, estas
proteinas séo inibidas pela presenca de uma chaperona (Figura 3) (69, 71).

PERK é uma proteina quinase que pertence a subfamilia elF2 a quinase
(Eukaryotic Translation Iniciation factor 2, alpha subunit) e esta localizada na
membrana do RE. A PERK é composta por um dominio citoplasmatico e outro
guinase. O dominio citoplasmatico é acoplado a uma chaperona GRP78 sob

condicoes livres de estresse. O dominio citoplasmatico detecta a iniciagdo do ERE
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no limen do RE e estimula a desassociacdo de GRP78 do dominio citoplasmético
(Figura 3) (Liu, 2015).

Entdo, as moléculas de PERK sé&o recrutadas, se dimerizam e induzem, por
autofosforilacdo, a ativacdo de seu dominio quinase. A proteina alvo da PERK é o
fator de iniciagao elF2a (71).

O processo de inicializagdo da tradugdo envolve proteinas conhecidas com
elFs (fatores de iniciagao eucariéticos); elF2a faz parte de um complexo ternario,
que € composto por elF2, GTP e tRNA carregado com a metionina inicial (MET-
tRNA™"). Este complexo medeia a ligacdo do tRNA carregado com a metionina a
subunidade ribossomal 40S. A ligacdo do GTP no complexo ternario € um passo
limitante na formacéao desse complexo (11, 71).

Diferentes tipos de estresse reduzem a traducdo por desencadear a
fosforilagdo da subunidade a do elF2 no residuo serina 51. Isso inibe a troca de GDP
por GTP no complexo elF2 e previne a formagcdo do complexo ternario, que é
inativado quando fosforilado. Assim, o resultado da ativacdo da PERK na UPR é a
inibicdo generalizada da traducdo de mRNASs, e consequente reducdo do aporte de
proteinas no RE. PERK, por fosforilagao de elF2a, atenua a tradugao de proteinas, o
que permite que essas proteinas sejam corrigidas (11, 72).

Entretanto, a ativacdo de PERK pela autofosforilagdo do seu dominio quinase
resulta na promocéo da traducdo de mRNAs, mais notavelmente, o ATF4 (Activating
Transcription Factor 4) mRNA, resultando num aumento da producdo do fator de
transcricdo ATF4 que regula a regido promotora de varios genes relacionados a
UPR (Hummasti S, 2010).

O fator de transcricdo ATF4 ativa entdo chaperonas e o fator de transcricao
CHOP (C/EBP-Homologous Protein), que participa de varias fungdes corretivas
durante o ERE. CHOP é um fator de transcricdo, cuja expressao € induzida pelas
vias ATF6 e PERK apés ERE. CHOP € um indutor chave da apoptose por reter o
ciclo celular, o que resultard na morte celular com o objetivo de proteger as células
dos efeitos toxicos desencadeados pela acdo das proteinas desdobradas (50, 70,
73).

A PERK também pode aumentar a sinalizagdo de NF-kB e induzir outros
mediadores inflamatérios associados a doenca metabdlica. Fato este que contribui
com a hipétese de que o ERE pode ser um fator contribuinte para a inflamacédo de

baixo grau observada na obesidade (Hummasti S 2010).



27

Assim, quando a ativagao sucessiva das vias PERK, ATF6 e IRE1 ndo podem
suprimir o ERE, ocorre a inducdo de uma via apoptética desencadeando Vvarios

caminhos para a morte celular, com o0 objetivo de garantir a sobrevivéncia do
organismo (69, 71).

Figura 3 — Esquema representativo da ativacdo do ERE
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Legenda: Mecanismo de ativacdo da via do ERE ativado por obesidade podendo culminar em
apoptose. Todos os 3 ramos da UPR podem ativar diretamente vias inflamatérias através
da ativacdo da sinalizacdo NF-kB. Abreviacbes: ATF4 — fator de transcricdo ativado 4;
ATF6 — fator de transcrigdo ativado 6; CHOP — proteina homologa C/EBP; elF2a —
subunidade alfa do fator de iniciacdo de tradugdo eucariética 2); ERAD — maquinaria de
degradacdo associada ao reticulo endoplasmatico; IRE1 — enzma 1 dependente de
inositol; NF-KB — Fator nuclear kappa-beta; UPR — resposta a proteinas desdobradas;

PERK - quinase reticular endoplasmética semelhante a proteina quinase.
Fonte: A autora, 2018.
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1.5 PPARs

Os PPARs pertencem a familia de receptores nucleares. Possuem trés
isoformas ja descritas na literatura: PPAR-a (alfa), PPAR-B/d (beta/delta) e PPAR-y
(gama). Estao envolvidos na regulacéo da diferenciacdo celular, desenvolvimento e
na regulacédo da expressao de genes do metabolismo de carboidratos e lipidios (58).

A regulacdo transcricional realizada pelos PPARs se da através da
heterodimeracdo dos isotopos com o receptor retindico X (RXR) e, como tal, podem
regular a expressdo génica quer em ligacdo de PPAR quer em RXR.Os
heterodimeros PPAR / RXR se ligam a elementos responsivos de proliferacdo
peroxissomal (PPREs). Os PPREs sdo formados no DNA alvo por repeticGes diretas
com a sequéncia AGGTCA, com espacamento de um nucleotideo entre as duas
metades (74, 75). A figura 4 ilustra 0 mecanismo de acao dos PPARs.

Figura 4 — Mecanismo de acdo dos PPARs
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Legenda: Ligac&o do PPAR ao RXR e PPRE codificando a transcricdo de genes alvo.
Fonte: Adaptado de (76).

As estruturas de dominio dos PPARs sdo semelhantes aos outros membros
da familia de receptores nucleares de reguladores de transcricdo. Cada PPAR
possui um dominio de ligagdo ao DNA (DBD) e um dominio de ligacdo ao ligante
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(LBD). Tanto o DBD quanto o LBD sao altamente conservados entre 0s trés
PPARs. O LBD dos PPAR pode acomodar uma variedade de lipidios endégenos que
incluem AGs, eicosanodides, derivados do acido linoleico (acido graxo
essencial), bem como AGs oxidados. Ja foi demonstrado que cada um desses tipos
de lipidios se liga a PPARs (12, 77, 78).

Os PPARs sdo considerados sensores de lipidios capazes de promover
alteracdes nos padrdes de lipidios e AGs estumulando a sintese ou degradacéo. A
diversidade de funcdes desempenhadas por esses receptores esta relacionada a
capacidade de acomodar diferentes tipos de ligantes em seu sitio de ligacao. Dessa
forma, os trés isotipos sdo capazes de se ligar a um ligante endégeno como os AGs
(79, 80). Apos a interacdo do PPARs ao seu ligante, h4& uma mudanca
conformacional no complexo que facilita um co-repressor para a troca complexa do
co-ativador e a ativagao transcricional dos genes alvo (78).

A isoforma PPAR-B/6 é expressa na maioria dos tecidos, embora sua
expressao seja relativamente mais baixa no figado em comparacdo ao PPAR-a ou
PPAR-y (81). No entanto, sua ativacdo promove uma regulacdo positiva na oxidacao
de AGs mitocondriais, consumo de energia e termogénese. Estudos em
camundongos e humanos revelaram que o PPAR-B/d é um regulador metabdlico
chave e tem potencial para ser um alvo terapéutico no tratamento da sindrome
metabdlica (77).

Estudos tém demostrado resultados satisfatérios com a ativacdo da isoforma
PPAR-B/5. O GW501516, um agonista PPAR-B/, foi capaz de inibir a inflamag&o no
TAB e reverter o quadro de RI induzida por dieta rica em frutose em camundongos.
Ainda, esse agonista foi capaz de estimular a B-oxidacdo hepatica e reduzir a
lipogénese (82).

Igualmente, o GW0742 mostrou-se eficaz em atenuar as citocinas inflamatorias
(TNFa e IL-6), assim revertendo a esteatose hepatica e reduzindo os riscos de
desenvolvimento de doengas cardiovasculares em camundongos alimentados com
dieta HF (83).

Devido ao potencial terapéutico dos agonistas PPARs no tratamento de
desordens metabdlicas, diferentes classes de ligantes sintéticos para PPAR tém sido
desenvolvidas, bem como h&d uma constante busca por ligantes de origem natural
capazes de interagir com esta familia de receptores nucleares (84). A primeira

classe de farmacos reconhecidos como ligantes de PPAR foram os fibratos. O
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mecanismo de acdo dos mesmos ja é consolidado, e sdo utilizados para tratamento
de dislipidemia através da ativagdo do PPAR-a (22, 85, 86).

Ao contrario do PPAR-a e PPAR-y, que vem sem utilizado no tratamento de
dislipidemias e DM2, o agonista PPAR-B/d nao esta atualmente em uso clinico (58).
No figado, a metabolizacdo de AGs parece ser fortemente influenciada por genes
alvo do PPAR-B/0, que é um fator de transcricdo envolvido também na regulagéo da
expressdo de genes ligados a sinalizacdo da insulina e transporte de AGS nos
hepatocitos (13, 66). Considerando que mudancas no estilo de vida nem sempre
conseguem reverter os danos hepaticos causados pela obesidade, o uso de
farmacos adjuvantes é indicado fortemente. Nesse contexto, a ativacdo dos PPARs
emerge como uma proposta pertinente para tratar a DHGNA a partir da modulacéo
de diversas rotas metabdlicas alteradas na obesidade (48, 87).

A luz do exposto, hipotetizamos no presente trabalho que a ativacdo do PPAR-
B/d, por ativar a transcricdo de genes ligado a sinalizacdo da glicose e a
metabolizacao de lipidios no hepatdcito, alivia a esteatose hepatica e a resisténcia a
insulina. Esses achados podem ter relacdo com o alivio do estresse do reticulo

endoplasmatico dos hepatdcitos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da ativacdo do PPAR-B/d, com a utilizagdo do agonista
GWO0742, sobre o metabolismo energético hepatico (carboidratos e lipidios) e o ERE

hepatico num modelo experimental de obesidade.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar os efeitos do tratamento com agonista PPAR-B/® sobre a massa
corporal dos animais que receberam dieta controle ou hiperlipidica;

b) Avaliar os efeitos do tratamento com agonista do PPAR-B/d sobre a
tolerancia oral a glicose, enzimas hepéticas e insulinemia;

c) Estudar os efeitos do tratamento com agonista do PPAR-B/d sobre os
niveis de colesterol hepatico e a ultraestrutura hepatica, com énfase nas
mitocdndrias e no reticulo endoplasmatico;

d) Determinar a expressdo génica de fatores implicados no metabolismo
energético dos hepatdcitos e no estresse do reticulo endoplasmatico apés
o tratamento com PPAR-B/® apds o tratamento;

e) Determinar a expressdo de proteinas implicadas nas mesmas vias
descritas anteriormente ap0s o tratamento com PPAR-B/& apds o

tratamento.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e dieta

No presente estudo foram utilizados quarenta (40) camundongos C57BL/6
com 3 meses de idade, machos, mantidos em condi¢des controladas de temperatura
(21+2°C) e umidade (60+10%), com livre acesso a agua e dieta, em caixas patogen-
free (sistema Nexgen, Allentown Inc., PA, EUA). Os animais foram mantidos em
ambiente submetido a ciclos de 12/12h claro-escuro. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com 0s guias convencionais para experimentacdo em animais
(publicacéo N°. 85-23 do NIH, revisada em 1996). O protocolo de experimentacao
foi submetido ao Comité de Etica para Experimentacdo Animal (CEUA) do Instituto
de Biologia Alberto Alcantara Gomes (IBRAG) da UERJ, foi aprovado e registrado
com o n° 53/2016.

Inicialmente, os animais foram divididos aleatoriamente, em dois grupos: um
grupo recebeu dieta padrédo para roedores - C (Controle) — 14% da energia das
proteinas, 10% de energia de lipidios e 76% da energia de carboidratos (energia
total 3800 kcal / kg), e outro grupo recebeu dieta hiperlipidica para inducdo da
obesidade - HF (High-Fat) — 14% da energia de proteinas, 50% de energia de
lipidios e 36% de energia de carboidratos (energia total 5000 kcal / kg). Ambos os
grupos receberam suas respectivas dietas por um periodo de dez semanas. Apés
esse periodo, os grupos C e HF foram subdivididos (n = 10 por grupo) para iniciar o
tratamento com agonista PPAR-/6 (GW0742, dose 1mg/Kg MC, Cayman Chemical,

Michigan, EUA) durante 4 semanas, formando os seguintes grupos:

a) C, animais que receberam dieta padrdo ao longo de todo o experimento
(n=10);

b) HF, animais que receberam dieta hiperlipidica ao longo de todo o experimento
(n=10);

c) C-B, animais que receberam o agonista PPAR-B/d (GW0742) incorporado a
dieta controle (n=10);
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d) HF-B, animais que receberam o agonista PPAR-B/d (GW0742) incorporado a
dieta hiperlipidica (n=10).

O protocolo experimental foi realizado no periodo total de 14 semanas e
encontra-se ilustrado na Figura 5. As dietas experimentais foram produzidas pela
PragSolucdes (Jau, Sao Paulo, Brasil) de acordo com as recomendacfes do
Instituto Americano de Nutricdo (AIN 93M) (88). Cabe mencionar que a referida dose
do GWO0742 foi previamente descrita como capaz de ativar a isoforma PPAR-B/®
(89).

Figura 5 — Desenho experimental

Metodologia [(cEUA) n 5372016
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I HF (50% energia / Lipideos) , _ EXCTToE || Dieta Controle
M ﬁ [ o=t tiperipidics
l, E ~—— HFB (1 mg/kaidia) A
3 meses T HE S . Dieta Contrale + GW0742
0 | I Dieta Hiperlipidica + GW0742
| A
10 semanas 4 semanas

Legenda: Desenho representativo dos grupos experimentais. AbreviagBes: controle (C); dieta
hiperlipidica (grupo High-Fat - HF); controle beta (C-B) HF beta (HF-B).
Fonte: A autora, 2018.

3.2 Ingestédo Alimentar e Massa Corporal (MC)

O controle da ingestdao alimentar foi realizado diariamente (a quantidade
fornecida foi subtraida pela sobra do dia anterior), sendo o resto descartado. A
ingestdo energética foi calculada, como o produto do consumo alimentar (g) pela

energia ofertada por 1 g de cada dieta (kcal). Durante todo o periodo experimental, a
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MC foi medida em balanca digital de modelo BL-3200H (precisao 0,01Q)

semanalmente.

3.3 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Ao final do experimento, uma semana antes da eutanasia, foi realizado o
Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) nos animais. No dia da afericdo, os
camundongos foram mantidos em jejum de 6 horas. ApGs esse periodo, foi
administrada por gavagem orogastrica uma solucéo glicosada (1g / kg) na dosagem
de 1g/kg MC de cada camundongo. O sangue dos animais foi obtido da veia caudal
e aferido nos tempos 0 (jejum), 15, 30, 60 e 120 minutos. A glicemia foi mensurada
com glicosimetro manual (Glucometer Accu-Chek, Roche, Sdo Paulo, SP, Brasil).

3.4 Eutanésia

Na 142 semana do experimento, os camundongos foram mantidos em jejum
por 6 horas e, apd@s, anestesiados com injecao intraperitoneal de ketamina (180
mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg). O sangue foi coletado por puncdo cardiaca, e
centrifugado (120 g por 15 minutos). As amostras de sangue foram mantidas no
freezer -80°C até a realizacdo das analises bioguimicas (glicose, colesterol total e
ELISA). O figado foi cuidadosamente dissecado, pesado e fixado por imersdo em
formaldeido durante 48 horas para microscopia optica, depois do processamento foi
incorporado em Paraplast plus (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). Fragmentos do
figado (1 mm?®) foram fixados em uma solucdo de glutaraldeido para microscopia
eletrbnica de transmisséo (MET) e outros fragmentos foram rapidamente congelados
em nitrogénio liquido e depois armazenados a (-80° C) para a realizacao de analises

moleculares, assim como determinacao dos niveis hepaticos de colesterol.
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3.5 Microscopia de luz

Fragmentos do figado foram fixados por imersdao em formaldeido e
posteriormente desidratados, diafanizados, incluidos em paraplast plus (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), cortados com 5 pm de espessura, e corados com
hematoxilina e eosina. Diversos cortes foram obtidos de cada fragmento do 6rgéao.
As imagens digitais foram obtidas no microscépio de luz (Olympus BX51, Olympus
America Inc., Miami, EUA) no formato TIFF, cor de 36 bits, 1280 x 1024 pixels. As

imagens obtidas foram representativas dos grupos experimentais.

3.6 Analises Bioquimicas e QUICK

As concentracbes plasmaticas de colesterol total (CT), aspartato
aminotransferase (AST / TGO), alanina aminotransferase (ALT / TGP) e glicose em
jejum foram medidas por espectrofotbmetro semiautomético usando um kit de
métodos enzimaticos com base nas instru¢cbes do fabricante (Biogen System,
Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil - KO83 / K117-2 / K082). Os niveis de colesterol
hepatico foram medidos em amostras de figado congeladas. Resumidamente, o
tecido foi colocado num processador ultra-sénico com 1 mL de isopropanol e o
homogeneizado centrifugado a 2000 g. O sobrenadante (5 pL) foi analisado
utilizando o kit comercial disponivel para colesterol (Bioclin, Quibasa, Belo Horizonte,
MG, Brasil) (90). A concentracdo de insulina plasmatica foi analisada usando o kit
Millipore (kit ELISA de Rat / Mouse Insignem # EZRMI-13K, Millipore, Missouri, EUA)
usando o Thermoplate TP-READER para ler os resultados (Bio Tek Instruments, Inc
Highland Park, EUA). Os dados de glicose e insulina foram utilizados para calcular
QUICKI (indice quantitativo de sensibilidade a insulina), sendo aplicados a seguinte

férmula: 1 / (log (insulina em jejum pyU / mL) + log (glicemia de jejum mg/ dL)) (91).
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3.7 Western Blotting

As proteinas hepaticas totais foram extraidas em tampao de homogeneizacao
contendo inibidores de protease. Os homogeneizados foram centrifugados e a
concentracdo de proteina foi determinada usando o kit de andlise de proteina BCA
(Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). As proteinas totais foram ressuspensas em
tampéo de amostra contendo SDS e aquecidas. ApOs a desnaturacao, as proteinas
foram separadas por eletroforese em um gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A membrana foi bloqueada por
incubacdo com leite desnatado. Anticorpos contra as seguintes proteinas foram
avaliados nos lisados dos figados: GLUT2 (anti-coelho, transportador de glicose 2,
07-1402, 1: 500/57 kDa, Merk Millipore, Massachusetts, EUA); NF-kB (anti-coelho,
fator nuclear kappa b, SC109, 1: 500/65 kDa, Santa Cruz Biotechnology); ERK %
(anti-camundongo, cinase regulada por sinal extracelular ¥2, SC135900, 1: 500 / 42-
44 kDa, Santa Cruz Biotechnology); PERK ¥ (anti-rato, cinase regulada por sinal
extracelular fosforilada %2, SC81492, 1: 500 / 42-44 kDa, Biotechnology Santa Cruz);
elF2a (anti-coelho, subunidade alfa do fator 2 de iniciacédo eucariotica, AHO1182, 1:
200/36 kDa, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA Avenue); p-eLF2a (anti-coelho,
fosforilado-elF2 a (Ser52), 44-728G, 1. 200/36 kDa, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA Avenue). A membrana foi desenvolvida utilizando o reagente de
deteccdo ECL (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA) e as imagens foram
obtidas utilizando o sistema Molecular Imaging ChemiDoc XRS (Bio-Rad). A
intensidade das bandas quimioluminiscentes foi quantificada usando o software
ImageJ, versdo 1.44 (NIH, imagej.nih.gov/ij). O complexo de ligacdo do anticorpo foi
retirado e a membrana foi remarcada com beta-actina (SC-81178, anti-mouse, Santa
Cruz Biotechnology, 1: 1000/43 kDa), uma proteina constitutiva utilizada como um
controle de carga para normalizar os dados obtidos pelo Western blot. Para o
controle das proteinas pERKY2 e p-elF2a, a correcdo foi feita com as proteinas

ERKY2 e elF2q, respectivamente.
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3.8 PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR)

Foi realizada a reacdo em cadeia de polimerase e transcriptase reversa em
tempo real (RT-gPCR) para avaliar a expressdo de mRNA dos genes relacionados
ao metabolismo dos lipidios hepaticos nos figados de camundongos. O RNA
hepatico total foi extraido utilizando uma solucdo de lise - Trizol (Invitrogen, CA,
EUA) para extrair e isolar o RNAmM. A concentracdo de RNA foi determinada por
espectroscopia usando o equipamento Nanovue (GE Life Sciences) usando 1 ug de
RNA e DNAse | (Invitrogen). O cDNA foi sintetizado utilizando oligonucleétideos
Oligo (dT) para RNAm e transcritase-reversa Superscript Il (Invitrogen, CA, EUA). O
PCR em tempo real foi realizado utilizando o termociclador Biorad CFX96 e a
mistura SYBR Green (Invitrogen, CA, EUA). Os iniciadores foram projetados usando
o software on-line Primer 3web versao 4.0. O gene beta-actina foi utilizado como um
controle enddgeno para corrigir a expressao dos genes alvo. A eficiéncia da corrida
dos genes alvo e do gene enddgeno foi aproximadamente igual, sendo calculada por
diluicbes em série do cDNA. As reacdes de PCR foram realizadas seguindo um
programa de desnaturacao e ativacao 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 aquecimento taxa de 0,1° C / s). Os controles negativos
consistiam em pocos em que o cDNA foi substituido por agua deionizada. A razao
de expressao relativa (QR) do mRNA foi calculada pela equacdo 22! onde ACT
expressou a diferenca entre o numero de ciclos (TC) dos genes alvo e o controle
endodgeno. As seqUéncias de primers sensiveis e anti-sentido utilizadas para

amplificacéo estdo descritas na Tabela 1.



Tabela 1 — Sequéncias de primers utilizados no RT-qPCR

Sequéncia dos primers

Gene 5-3 3-5

PPAR-a TCGGACTCGGTCTTCTTGAT TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA
PPAR-B/d TGGAGCTCGATGACAGTGAC GGTTGACCTGCAGATGGAAT
PPAR-y ACGATCTGCCTGAGGTCTGT CATCGAGGACATCCAAGACA
IL-6 AGTTGCCTTCTTGGGAGTGA ACAGGTCTGTTGGGAGTGGT
TNF-a TCAGCCGATTTGCTATCTCA TGGAAGACTCCTCCCAGGTA
CPT-1a GCAGAGCACGGCAAAATGA GGCTTTCGACCCGAGAAGAC
FAS TCGAGGAAGGCACTACACCT CACCCACTGGAAGCTGGTAT
SREBP-1c AGCAGCCCCTAGAACAAACA TCTGCCTTGATGAAGTGTGG
FAT/CD36 CCCTCCAGAATCCAGACAAC TGCATTTGCCAATGTCTAGC
Beta-actina TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
ATF4 CCGAGATGAGCTTCCTGAAC ACCCATGAGGTTTCAAGTGC
CHOP CTGCCTTTCACCTTGGAGAC CGTTTCCTGGGGATGAGATA

Abreviacdes: Receptores ativados por proliferadores de peroxissomas (PPAR), Carnitina palmitoil transferase | A (CPT-1a), Acido Graxo
sintase (FAS), Proteina de ligacdo ao elemento regulador de esterol 1c (SREBP-1c), Fator de necrose tumoral alfa (TNFalpha),
Interleucina 6 (IL-6), Translocase de &cidos graxos / fator de diferenciacdo 36 (FAT/CD36), activating transcription factor 4 (ATF4) e
CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein (CHOP).



39

3.9 Imunofluorescéncia

O ensaio TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling) foi realizado para avaliar a apoptose in situ utilizando a deoxinucleotidil
transferase terminal (TdT) para a deteccdo de células positivas com o Kit de
deteccdo de apoptose in situ de fluorescéncia ApopTag® Plus (S7111, Millipore -
EUA). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. As imagens de imunofluorescéncia foram capturadas usando microscopio
confocal de varredura a laser (Nikon Confocal Laser Scanning Microscope, modelo
C2, Nikon Instruments, Inc., New York, EUA).

3.10 Microscopia eletronica de transmissao

O método de rotina para o preparo de amostras do figado para microscopia
eletrbnica de transmissao foi empregado em pelo menos trés animais em cada
grupo. Fragmentos do tecido hepatico (1 mm3) foram fixados em 2,5% de
glutaraldeido (Merck, Darmstadt, Alemanha) em tampao de cacodilato 0,1 M (pH 7,2)
durante 2 h a temperatura ambiente. As amostras foram entdo pds fixadas em 1%
de tetroxido de 6smio durante uma hora a temperatura ambiente e no escuro. Além
disso, as amostras foram desidratadas em concentracdo crescentes de acetona e
incorporadas em resina epéxi (48h a 60 / 70°C). Seccdes ultrafinas (60-80 nm de
espessura) foram cortadas em um ultramicrétomo (Leica UltraCut ultramicrotome,
Leica, Wetzlar, Alemanha), e as sec¢des foram transferidas para grades. As grades
foram contrastadas com 5% de acetato de uranila durante 30 min, e 2% de citrato de
chumbo durante 3 min e depois examinadas usando o microscoépio eletrénico de
transmissao JEOL / JEM - 1200 EX (Instituto Nacional de Bioguimica e Ciéncia e
Tecnologia de Bioimagem - CENABIO - UFRJ). A observagao da ultraestrutura
hepatica teve como objetivo verificar o arranjo ultraestrutural dos hepatécitos, a
distribuicAo e padrdo das goticulas de gordura intra-hepéaticas e do reticulo

endoplasmatico.
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3.11 Analise de dados

Os valores sdo demonstrados como média e desvio padrao (DP). Nos casos
em que confirmamos a homocedasticidade das variancias, as comparacdes entre 0s
grupos foram feitas pelo teste t de Student (nas primeiras 10 semanas do
experimento) ou ANOVA de uma via, seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak
(durante a fase de tratamento). As interacdes entre dieta e tratamento, bem como o
efeito principal atribuido a cada uma das variaveis (dieta ou tratamento) sobre os
defechos avaliados foram testadas usando a ANOVA de duas vias. Em todos os
casos, utilizou-se o indice de significancia P<0,05, onde foi considerado
estatisticamente significativo (GraphPad Prism versdo 6.05 para Windows,
GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Ingestao Alimentar, Energética e Massa corporal (MC)

Os animais iniciaram o experimento sem diferenca entre os grupos quanto a
ingestao alimentar (g), o que foi mantido durante todo o experimento. Por outro lado,
0 grupo HF apresentou maior consumo de energia (Kcal) do que o grupo C (+
43,66%, P = 0,0018). No entanto, o grupo HF-B mostrou uma ingestao energética
semelhante ao grupo HF, assim como o grupo C-B quando comparado ao grupo C.
Esses resultados descartam a necessidade de um grupo pair-feeding para isolar os
efeitos do tratamento. Os resultados sdo detalhados na tabela 2.

Apds dez semanas de ingestdo da dieta, foi verificado sobrepeso no grupo
HF em relacdo ao grupo C (+ 21,72%%, P = 0,0006, Figura 6, pré-tratamento). Na
semana 14, ultima semana de tratamento, o grupo HF manteve-se com sobrepeso
guando comparado ao grupo C (+ 16,06%, P = 0,0008, Figura 1A, poés-tratamento),
ao passo que os grupos C-B e HF-B mostraram reducao da MC quando comparado
ao grupo C e HF, respectivamente (-17,37%, P = 0,0005 para o grupo C-B em
comparacgao ao C e -20,74%, P <0,0001 para o grupo HF-B em comparacéo ao HF,
Figura 6, poés-tratamento). Devido ao fato de que a ingestdo de energia foi
semelhante entre os grupos HF e HF-B, pode-se inferir que a reducdo da massa

corporal foi um efeito isolado do tratamento com o agonista PPAR-B/6 GWQ0742.
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Figura 6 — Massa corporal dos animais nos periodos pré e pds-tratamento

40-
a a,b
D 30
= 30 — [ a,b,c
e a T
2 —
} .
o
QO 204
(1
w
2]
1+
=
10
0-
c HF c c-B HF HF-B
L ] L ]
Pré-tratamento Pos-tratamento

Legenda: Os valores estao representados como média + desvio padrdo da média, n = 10 por grupo.
Diferengas significativas entre os grupos estao indicadas com as letras (P <0,05): a#C; b
# C-B; ¢ # HF e foram determinadas pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo p6s-teste
de Holm-Sidak. Abreviag@es: controle (C); high-fat (HF); Controle tratado com o agonista
PPAR-B/& (C-B) e High-fat tratado com agonista PPAR-B/6 (HF-B).

4.2 Metabolismo de carboidratos

A Figura 7 mostra a curva do TOTG, no qual o grupo HF apresentou aumento
significativo da glicemia de jejum (TO) em relacdo ao grupo C. Essa diferenca foi
mantida até o final do teste (T120), indicando um atraso na normalizacéo da glicemia
apos a sobrecarga de glicose. Em contraste, o grupo HF-B mostrou um pico de
glicose semelhante ao grupo HF. Contudo, o tratamento com GWQ0742 promoveu 0
retorno rapido aos niveis basais de glicemia e o grupo HF-B néo diferiu do grupo C
nos periodos remanescentes de avaliacdo (T30, T60 e T120).

Conforme mostrado na tabela 2, a andlise da area sob a curva (ASC) para
TOTG nao mostrou diferenca entre os grupos C e C-B. No entanto, a ASC
demonstrou intolerancia oral a glicose no grupo HF, com valores maiores que o
grupo C (+ 47,21%, P <0,0001). O grupo HF-B, por outro lado, apresentou valores
de ASC acentuadamente reduzidos em relacdo ao grupo HF (-24,12%, P <0,0001).
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Os dados do TOTG foram corroborados pelos resultados do QUICKI, nos
quais o grupo HF apresentou RI, indicada pela reducéo do indice QUICKI quando
comparado ao grupo C (-5,26%%, P = 0,033). O tratamento aumentou
significativamente o indice QUICKI, o que significa uma maior sensibilidade a
insulina no grupo HF-B quando comparado ao grupo HF (+ 11,11%, P = 0,0012,
tabela 2). Esses resultados sugerem que o GWO0742 atenua a RI induzida pela

ingestao de dieta HF em camundongos.

Figura 7 — Curva glicémica do teste oral de tolerancia a glicose ap0s o tratamento
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Legenda: Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média, n = 5 por grupo.
Diferengas significativas entre os grupos estao indicadas com as letras (P <0,05): a#C; b
# C-B; ¢ # HF e foram determinadas pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste
de Holm-Sidak. Abreviag@es: controle (C); high-fat (HF); Controle tratado com o agonista
PPAR-B/5 (C-B) e High-fat tratado com agonista PPAR-3/0 (HF-B).
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4.3 Histologia do figado, massa hepatica e dosagens bioquimicas

A massa hepatica aumentou significativamente no grupo HF quando
comparada ao grupo C (+29,79%, P = 0,002). Esta condicado foi resgatada pelo
tratamento no grupo HF-B, pois esses animais apresentaram menor massa hepética
quando comparados ao grupo HF (-11,47%%, P = 0,002). Estes resultados s&o
detalhados na tabela 2 e, provavelmente, estdo associados a deposicdo de
vesiculas de gordura no tecido hepatico, como observado nas fotomicrografias do
grupo HF. Pelo contrario, as fotomicrografias do grupo HF-B sao semelhantes as do
grupo C, exibindo um parénquima hepatico mais preservado com pequena

quantidade de goticulas de gordura (Figura 8).

Figura 8 — Fotomicrografias representativas da estrutura hepatica ao final do

experimento

Legenda: Fotomicrografia do tecido hepético corado com hematoxilina-eosina (HE); Fotos de mesmo
aumento representativas dos grupos experimentais, barra de calibracdo = 25um.
Abreviacdes: controle (C); high-fat (HF); Controle tratado com o agonista PPAR-B/5 (C-B) e
High-fat tratado com agonista PPAR-B/5 (HF-B).
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De acordo com a massa hepética, os niveis de ALT, um forte preditor da
DHGNA em individuos obesos, foram elevados no grupo HF quando comparados ao
grupo C (+ 87,5%, P = 0,0037). Por outro lado, o tratamento resgatou
completamente os niveis de ALT no grupo HF-B, que foi marcadamente inferior ao
grupo HF (-56,56%, P = 0,0006) e igual ao grupo C. N&o houve alteracdo nos
valores de AST.

Em relacdo aos niveis de colesterol plasmatico, a dieta rica em lipidios elevou
significativamente seus niveis no grupo HF quando comparado ao grupo C (+
54,14%%, P <0,0001). No entanto, o GW0742 diminuiu eficientemente os niveis de
colesterol plasmatico no grupo HF-B em comparacdo com a sua contraparte (-
13,18%%, P = 0,0132).

Os niveis de colesterol hepatico também foram aumentados no grupo HF
guando comparados ao grupo C (+ 18,23%, P <0,0001). O tratamento com GW0742
promoveu reducdo dos niveis de colesterol hepatico no grupo HF-B quando
comparado ao grupo HF (-7,88%, P = 0,0069). Os dados séo descritos na tabela 2.



Tabela 2 — Ingestao alimentar, massa corporal, metabolismo de carboidratos, massa hepatica e dosagens bioquimicas

DADOS C C-B HF HF-B
Consumo alimentar

Ingestéo (g/semana/animal) 2,48+0,27 2,72+0,18 2,718+0,12 2,705%0,15
Energia (Kcal/semana/animal) 9,46+1,03 10,39+0,72 13,59+0,61 &P 13,53+0,76 &°
Metabolismo dos Carboidratos

TOTG (AUC, a.u.) 14885+433 13751+271°% 21912+649 2P 16622+321 2P°
Glicemia de jejum (mg/dL) 111,6+20,72 128,6+8,08 177,0+14,112° 150,6+11,93°°
QUICK 0,19+0,005 0,21+0,008 2 0,18+0,002 " 0,20+0,009 ©
Dosagens Hepaticas

Massa Hepética (g) 0,47 + 0,026 0,51 +0,016 0,61 + 0,003 2P 0,54 + 0,001 2P
AST (mg/dL) 118,8 +26,37 113,3+29,19 110,7 £ 44,01 118,0 £ 37,20
ALT (mg/dL) 35,20 £ 5,40 30,40 + 3,85 66,0 + 20,46 2° 28,67 +11,15°¢
Colesterol plasmatico (mg/dL) 92,06 £18,00 94,26 +£15,48 141,9 + 21,55 2P 123,2+£17,32
Colesterol Hepatico (mg/g tecido) 10,62 + 0,31 11,56 +0,13 2 12,55 + 0,29 @° 11,56 +0,32 ¢
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Legenda: Os valores estao representados como média + desvio padrdo da média, n = 5 por grupo. Diferencas significativas entre os grupos estéo indicadas

com as letras (P<0,05): a # C; b # C-B; ¢ # HF e foram determinadas pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo pds-teste de Holm-Sidak.
Abreviacdes: controle (C); high-fat (HF); Controle tratado com o agonista PPAR-f/3 (C-B) e High-fat tratado com agonista PPAR-3/0 (HF-B);

aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT).
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4.4 RT-qPCR

hY

Entre os genes relacionados a beta-oxidagcdo, o gene PPAR-a
apresentou maior expressao no grupo C-B em relacdo ao grupo C (+ 67,68%,
P = 0,030, Figura 9). Do mesmo modo, o grupo HF-B mostrou aumento da
expressdo do gene PPAR-a quando comparado ao grupo HF (+ 407,97%, P
<0001), enquanto o grupo HF apresentou menor expresséo do que o grupo C (-
53,05%%, P = 0,035). O gene CPT-1a (Figura 9), um transcrito do PPAR-q,
também apresentou aumento no grupo C-B quando comparado ao grupo C (+
142.80%, P = 0.0057) e no grupo HF-B quando comparado ao HF grupo (+

330,31%, P = 0,0004). N&ao houve diferenca estatistica entre os grupos C-B e
HF-B.

Figura 9 — Niveis de RNA mensageiro do PPAR-a e seu transcrito CPT-1a
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Legenda: Os valores estédo representados como média + desvio padrao da média, n = 5 por
grupo e os genes selecionados foram normalizados pela expressédo génica da
proteina constitutiva beta-actina. Diferencas significativas entre os grupos estao
indicadas com as letras (P <0,05): a # C; b # C-B; ¢ # HF e foram determinadas pelo
teste  ANOVA de uma via, seguido pelo poés-teste de Holm-Sidak.
Abreviacdes: controle (C); high-fat (HF); Controle tratado com o agonista PPAR-B/d
(C-B) e High-fat tratado com agonista PPAR-3/0 (HF-B).
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Em relacdo aos genes lipogénicos (Figura 10), o grupo HF apresentou
maior expressao de PPAR-y do que o grupo C (+ 328,45%, P <.0001),
enquanto o grupo HF-B apresentou expresséo reduzida quando comparado ao
grupo HF (-85,08%, P <.0001). O gene SREBP-1c, um transcrito do PPAR-y,
foi amplamente aumentado no grupo HF em relacéo ao grupo C (+ 138,71%, P
= 0,0001, Figura 10). Os grupos tratados tiveram uma expressao de SREBP-1c
consideravelmente menor do que as suas contrapartes: C-B em relacdo a C
(-57,37%, P = 0,041) e HF-B em relacdo a HF (-29,59%, P = 0,0181). Do
mesmo modo, 0 gene FAS mostrou um aumento significativo no grupo HF em
comparacao ao grupo C (+ 153,91%, P = 0,0092, Figura 10). Mais uma vez, o
grupo HF-B apresentou expressao do gene FAS reduzida quando comparado
ao grupo HF (-71,19%%, P = 0,0088), reforcando o papel do GW0742 na
reducdo da lipogénese hepdatica. Os dados séo sugestivos de que o GW0742
reduz a lipogénese hepética e melhora a expressdo de genes relacionados
com a beta- oxidag&o.

Figura 10 — Niveis de RNA mensageiro do PPAR-y e seus transcritos SREBP1-
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Legenda: Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média, n = 5 por
grupo e os genes selecionados foram normalizados pela expressdo génica da
proteina constitutiva beta-actina. Diferencas significativas entre os grupos estédo
indicadas com as letras (P <0,05): a # C; b # C-B; ¢ # HF e foram determinadas pelo
testet. ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Holm-Sidak.
Abreviacdes: controle (C); high-fat (HF); Controle tratado com o agonista PPAR-(/5
(C-B) e High-fat tratado com agonista PPAR-3/d (HF-B).
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O gene PPAR-B/6 e seu transcrito, CD36 (Figura 11), mostraram
aumento significativo nos grupos tratados quando comparados aos seus pares.
O grupo C-B mostrou aumento de 136,82% e o grupo HF-B teve um aumento
de 78,57% na expressdo do PPAR-B/6 quando comparado ao grupo C (P =
0,0003) e HF (P = 0,0037), respectivamente. Da mesma forma, o grupo C-B
aumentou a expressao de CD36 em 196,78% quando comparado ao grupo C
(P = 0,0007), enquanto o grupo HF-B aumentou a expressdo de CD36 em
397,49% em comparacdo com o grupo HF (P <0,0001). A expressao de CD36
melhorada implica uma maior capacidade de transporte de AGs de cadeia
longa para o interior do hepatécito e contribui com a maior demanda de
combustivel para a beta-oxidacao nos grupos tratados.

Figura 11 — Niveis de RNA mensageiro do PPAR-B/6 e seu transcrito CD36
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Legenda: Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média, n = 5 por
grupo e os genes selecionados foram normalizados pela expressédo génica da
proteina constitutiva beta-actina. Diferengas significativas entre os grupos estao
indicadas com as letras (P <0,05): a # C; b # C-B; ¢ # HF e foram determinadas pelo
teste ANOVA de wuma via, seguido pelo pos-teste de Holm-Sidak.
Abreviacdes: controle (C); high-fat (HF); Controle tratado com o agonista PPAR-3/d
(C-B) e High-fat tratado com agonista PPAR-3/6 (HF-B).

Os genes pré-inflamatérios IL-6 e TNF-a mostraram aumento
significativo na expressédo génica no grupo HF em comparacgéo ao grupo C (+
58,22%, P = 0,0043 para a IL-6 e + 102,46%, P = 0,0031 para o TNF-a, Figura
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12). Em contraste, o grupo HF-B apresentou reducdo na expressdo desses
genes quando comparado ao grupo HF (-37,08%, P = 0,0032 para a IL-6 e -
50,19%, P = 0,0030 para o TNF-a, respectivamente), o que indica um

importante papel anti-inflamatério do GW0742.

Figura 12 — Niveis de RNA mensageiro dos genes proé-inflamatorios IL-6 e TNF-
a
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Legenda: Os valores estao representados como média + desvio padrdo da média, n = 5 por
grupo e os genes selecionados foram normalizados pela expressdo génica da
proteina constitutiva beta-actina. Diferencas significativas entre os grupos estédo
indicadas com as letras (P <0,05): a # C; b # C-B; ¢ # HF e foram determinadas pelo
teste  ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste de Holm-Sidak.
Abreviacdes: controle (C); high-fat (HF); Controle tratado com o agonista PPAR-B/6
(C-B) e High-fat tratado com agonista PPAR-B/& (HF-B).

Em relacéo ao fator de transcricdo envolvido na ativagdo do ERE, ATF4
(Figura 13), o grupo HF apresentou maior expressdo do que o grupo C (+
196%, P < 0,0001). Enquanto que os grupos tratados C-B e HF-B
apresentaram suas expressdes reduzidas quando comparados as suas
contrapartes, (- 46,45%, P = 0,0086 e - 84,76%, P < 0,0001), respectivamente.
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Figura 13 — Niveis de RNA mensageiro dos genes do estresse do reticulo

endoplasmatico e morte celular
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Legenda: Os valores estdo representados como média + desvio padrao da média, n = 5 por
grupo e os genes selecionados foram normalizados pela expressdo génica da
proteina constitutiva beta-actina. Diferencas significativas entre 0s grupos estéo
indicadas com as letras (P <0,05): a # C; b # C-B; ¢ # HF e foram determinadas pelo
teste  ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste de Holm-Sidak.
Abreviacdes: controle (C); high-fat (HF); Controle tratado com o agonista PPAR-B/5
(C-B) e High-fat tratado com agonista PPAR-3/d (HF-B).

Da mesma forma o gene CHOP, um fator de transcricdo induzido pelo
estresse celular que esta envolvido na mediacdo da apoptose, foi aumentado
no grupo HF em relacdo ao grupo C (+ 58,66%, P = 0,0167). Novamente, 0s
grupos C-B e HF-B mostraram expressdes reduzidas em relagdo as suas
contrapartes (- 60,39%, P = 0,0167 e - 57,64%, P = 0,0007), respectivamente.

Os dados reforcam o papel do GW0742 em atenuar o ERE e melhorou a
expressdo de genes relacionados com a ativacdo da UPR e consequente

inducdo da morte celular (Figura 14).
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Figura 14 — Niveis de RNA mensageiro do gene marcador de morte celular
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Legenda: Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média, n = 5 por
grupo e os genes selecionados foram normalizados pela expressdo génica da
proteina constitutiva beta-actina. Diferencas significativas entre os grupos estédo
indicadas com as letras (P <0,05): a # C; b # C-B; ¢ # HF e foram determinadas pelo
teste  ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste de Holm-Sidak.
Abreviacdes: controle (C); high-fat (HF); Controle tratado com o agonista PPAR-B/d
(C-B) e High-fat tratado com agonista PPAR-B/0 (HF-B).

4.5 Western Blotting

A expressao proteica de GLUT-2, o transportador de glicose hepético, foi
maior no grupo HF do que no grupo C (+ 33,00%, P = 0,0486). No entanto, o
grupo C-B e HF-B mostrou reducdo acentuada na expressdo GLUT2 quando
comparado ao grupo C e HF (- 61,75%, P = 0,0004 e - 72,32%, P <0,0001,
respectivamente na Figura 15A).

A expressdo da proteina NF-kB, um fator de transcricdo responsavel
pela transcricdo de TNF-a e IL-6, ambos envolvidos na inflamac&o, aumentou
no grupo HF quando comparado ao grupo C (+ 101,83%%, P = 0,0001). Uma
reducdo notavel na expressdo de NF-kB foi percebida no grupo HF-B em
comparacao ao grupo HF (- 44,54%%, P = 0,0004, Figura 15B). Este resultado
esta em conformidade com a expressdo dos genes TNF-a e IL-6, reduzidas
significativamente apos o tratamento com GWO0742 no figado dos animais HF-
B.

A avaliacdo da expressdao de ERK1/2 mostrou maior expressao de
pERK1/2 / ERK1/2 no grupo HF que no grupo C (+ 30,81%, P = 0,0174). Por
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outro lado, ambos C-B (- 42,06 %, P = 0,0019) e HF-B (- 33,45 %, P = 0,0011)
apresentaram expresséo reduzida de pERK1/2 / ERK1/2 quando comparados
com suas contrapartes (Figura 15C). Na avaliagdo da expresséo de p-elF2a /
elF2a, um marcador da sinalizacdo da UPR, foi observada expresséo
aumentada de p-elF2a / elF2a no grupo HF quando comparado ao grupo C (+
42,50 %, P = 0,0123), enquanto o tratamento com GWO0742 causou reducdo
expressiva em seus niveis no grupo HF-B em comparac¢do com o grupo HF (-
22,79 %, P = 0,0419, Figura 15D). O agonista PPAR-B/d reduziu a expressao
de proteinas associadas a inflamagé@o e ao ERE hepatico. A figura 15E ilustra
as bandas correspondentes as proteinas avaliadas e a proteina constitutiva

beta-actina, utilizada para a correcao dos resultados obtidos.
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Figura 15 — Expresséo proteica relacionada a inflamacéo e ao ERE ao final do tratamento
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Legenda: Expresséo proteica do GLUT2 (A), NF-Kb (B) e pERK / ERK total (C) e p-elF2a / elF2a total (D). Valores representados como média + DP, n = 5
por grupo. As diferencas significativas entre os grupos sédo indicadas com os simbolos (P <0,05): a # C; b # C-B; ¢ # HF e foram determinadas pelo
teste ANOVA de uma via e pés-teste de Holm-Sidak. Abrevia¢des: controle (C); high-fat (HF); Controle tratado com o agonista PPAR-3/6 (C-B) e
High-fat tratado com agonista PPAR-B/0 (HF-B); transportador de glicose 2 (GLUT2); fator nuclear kappa b (NF-kB); cinase regulada por sinal
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4.6 Microscopia Eletronica de transmissé&o e imunofluorescéncia

A analise da microscopia eletrénica de transmissdo visou correlacionar os
achados moleculares com as alteracfes ultraestruturais dos hepatocitos. Os animais
do grupo C apresentaram parénquima hepético preservado (figura 16A, sem
alteracdes na morfologia nuclear ou do RE (figura 16D). Por outro lado, os animais
HF apresentaram esteatose microvesicular marcante apdés a ingestdo cronica de
dieta HF (Figura 16B), a qual foi acompanhada por modificacfes estruturais do RE
com fissdo e cisternas dilatadas, caracterizando o ERE (Figura 16E). De forma
importante, a avaliacdo da ultraestrutura do grupo HF-B revelou um parénquima
hepatico bem preservado com esteatose leve (Figura 16C), semelhante ao
observado no grupo C (Figura 16A), juntamente com um maior numero de
mitocondrias e cisternas continuas de RE, sem fissdo ou qualquer sinal de dilatacdo
(Figura 16F). Essas observacfes estdo de acordo com os resultados da expressao
génica e proteica, indicando que o GW0742 pode reverter o ERE neste modelo
experimental.

O ERE resulta em estimulo pré-apoptético e nossos resultados mostram
imunorreagdo positiva para o método TUNEL no figado de camundongos
alimentados com dieta HF. Os achados ultraestruturais confirmam essas
observacdes e também corroboram com a expresséo proteica aumentada de NF-kB,
pois € um importante preditor da apoptose. Pelo contrario, o tratamento reduziu a
expressdo de NF-kB e a imunorreatividade ao método TUNEL; ambos indicam
apoptose reduzida e confirmam que a morfologia do RE bem preservada protege a

célula contra inflamacéao e apoptose (Figura 17).
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Figura 16 — Ultraestrutura dos hepatécitos ao final do experimento

Legenda: Grupo C mostra hepatdcitos bem preservados (A) com numerosas mitocondrias e RE
sem evidéncias de danos estruturais (D). Grupo HF mostra abundante esteatose
microvesicular, mitocdndrias esparsas e nucleo de forma irregular (B),
acompanhandos por evidéncia de ERE pelo alargamento das cisternas do RE (E). A
ativacdo do PPAR-B/d produziu efeitos anti-esteatéticos no grupo HF-B, juntamente
com aumento do nimero de mitocdndrias e format nuclear regular (C), sem sinais
de ERE (F). Eletromicrografias com o mesmo aumento em cada linha (linha
superior, barra de calibracdo=2 pm; linha inferior, barra de calibragdo=1 pm).
Abreviacdes: controle (C); high-fat (HF); Controle tratado com o agonista PPAR-B/0
(C-B) e High-fat tratado com agonista PPAR-B/d (HF-B).
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Figura 17 — Imunofluorescéncia pelo método TUNEL (apoptose) no tecido

hepatico

Legenda: Imunomarcacao para o método TUNEL, o qual mostrou células apoptéticas positivas
somente no grupo HF (marcacdo em verde). Mesmo aumento para todas as imagens,
barra de calibragdo = 25um. Abreviag6es: controle (C); high-fat (HF); Controle tratado
com o agonista PPAR-B/6 (C-B) e High-fat tratado com agonista PPAR-3/6 (HF-B).

4.7 ANOVA de duas vias

O ANOVA de duas vias esta detalhado na tabela 3. De forma sucinta,
houve interacdo significativa entre dieta e tratamento sobre os seguintes
parametros: massa hepatica, colesterol hepatico, niveis plasmaticos de ALT,
expressao génica de PPAR-a, PPAR-y, CD36, SREBP1-c, FAS, IL-6, e TNF-q,
e expressao proteica de NF-kB e elF2a. O tratamento com GW0742 foi o fator

que mais influenciou a variancia da massa corporal final, QUICKI, expresséo
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génica de PPAR-a, CPT-1a, PPAR-B/6 e CD36, e expressao proteica de
GLUT2 e ERK1/2.



59

Tabela 3 — Resumo dos resultados do ANOVA de duas vias

INTERACAO TRATAMENTO DIETA

PARAMETROS % da variancia total Valor P % da variancia total Valor P % da variancia total Valor P
Massa corporal final -- -- 61,49 <0,0001 23,13 <0,0001
Glicemia de jejum -- -- 15,33 0,004 62,17 <0,0001
QUICKI -- -- 62,58 <0,0001 15,64 0,0037
ALT 19,04 0,008 31,94 0,0001 15,21 0,016
Colesterol total -- -- -- -- 55,59 0,0002
Colesterol hepéatico 44,27 <0,0001 -- -- 44,27 <0,0001
Massa hepatica 28,86 <0,0001 2,146 <0,0001 68,92 <0,0001
Expresséao génica
PPAR-B/d -- -- 83,66 <0,0001 -- --
PPAR-a 15,71 0,0009 68,82 < 0,0001 -- --
CPTla -- -- 71,97 < 0,0001 -- --
PPAR-y 30,58 <0,0001 34,24 <0,0001 22,33 <0,0001
CD36 6,08 0,006 79,57 <0,0001 4,21 0,020
FAS 33,49 0,0010 22,97 0,0043 10,32 0,040
SREBP-1c -- -- 17,05 <0,0001 72,64 <0,0001
IL-6 13,61 0,037 22,48 0,009 21,86 0,010
TNF-a 11,88 0,049 22,72 0,009 23,38 0,008
ATF4 15,23 0,0235 32,63 0,0021 13,25 0,0329
CHOP -- -- 56,25 <0,0001 18,16 0,0027
Expresséao proteica
GLUT2 -- -- 78,24 <0,0001 -- --
ERK ¥ - -- 52,97 <0,0001 25,83 0,0004
elF2a 26,53 0,007 -- -- 22,07 0,013
NF-kB 41,40 0,0002 10,56 0,024 20,56 0,003

Legenda: O fator que mais influenciou a variancia total estd em negrito. Abreviages: Receptores ativados por proliferadores de peroxissomas (PPAR), Carnitina palmitoil
transferase | A (CPT-1a), Sintase de acido graxo (FAS), Proteina de ligacdo a elemento regulador de esterol 1¢c (SREBP-1c), Fator de necrose tumoral alfa (TNFalpha),
Interleucina 6 (IL-6), translocase de acido graxo/cluster de diferenciacéo 36 (FAT/CD36), transportador de glicose 2 (GLUT2), quinase regulada por sinal extracelular %
(ERK %), fator de iniciacdo eucariético 2 (elF2a), fator nuclear kappa b (NF-kB), alanina aminotransferas e (ALT), fator de transcricdo ativado 4 (ATF4, proteina
homéloga C/EBP (CHOP).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos que a ingestdo cronica de dieta
hiperlipidica provocou aumento da MC, RI, aumento dos niveis de ALT e
favorecimento da lipogénese hepética e reducdo da beta-oxidagdo. Tais alteracdes
corroboram com os achados da ultraestrutura hepética danificada, com esteatose
marcante, ERE e presenca de nudcleos apoptéticos. Por outro lado, nossos
resultados fornecem novas evidéncias de que o tratamento com GWO0742 (agonista
PPAR-B/6) normalizou os parametros biogquimicos, reduziu marcadamente a
lipogénese hepatica e aumentou consideravelmente a beta-oxidacdo. Como
resultado, nos animais HF-B inflamacdo hepatica foi revertida, ndo foi observada
apoptose e apresentaram a ultraestrutura do RE comparavel com os animais do
grupo C. Esses achados confirmam os efeitos benéficos do agonista PPAR-B/d
nesse modelo experimental.

Conforme descrito anteriormente, a ingestdo excessiva de gordura saturada
prejudica a homeostase energética, contribuindo fortemente para o desenvolvimento
da obesidade, que esta intimamente relacionada a RI, hipertrofia de adipécitos, perfil
pro-inflamatério de adipocinas, ERE e génese da DHGNA (11, 92). Estes resultados
estdo de acordo com a RI, hiperglicemia e atraso na normalizacdo dos niveis de
glicose no sangue, como mostrado no resultado do TOTG, o0 que configura a
intoleréncia oral a glicose nos animais HF. A ativacdo do PPAR-B/d interveio em
todas essas alteracdes, como anteriormente demonstrado em animais alimentados
com dieta de HF, maximizando o uso de lipidios como combustivel para o
metabolismo energético celular, diminuindo o acumulo de lipidios intracelulares e
restaurando a sensibilidade a insulina dos tecidos (93).

Concomitantemente com alteragcdes morfofisiologicas no tecido adiposo, o
figado também ¢é altamente afetado pela obesidade. O GW0742 nao recuperou
completamente a massa hepatica, porém, foi capaz de normalizar os niveis de
colesterol hepatico e os niveis de ALT, ambos considerados como marcadores da
estrutura e funcéo hepatica danificada. A ingestado dietética de colesterol esta em
conformidade com os niveis de colesterol total e hepéatico nos animais HF (94). Os

niveis mais elevados de colesterol hepéatico sdo um preditor importante da
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inflamacéo hepética e EHNA. Esta condicao torna o figado mais susceptivel a outros
danos hepaticos, incluindo fibrose, cirrose e cancer de figado (49, 95).

De acordo com estes achados, os animais HF apresentaram 0s maiores
niveis de ALT, o que esta fortemente correlacionado com o dano hepéatico
decorrente da obesidade e doencas relacionadas (96, 97). Consideravelmente, o
GWO0742 superou todas estas alteragbes e normalizou os niveis de colesterol
hepatico, confirmando os seus efeitos benéficos. Estudos anteriores mostraram que
niveis aumentados de colesterol hepatico poderiam afetar a resposta transcricional
do gene (95).

Desta forma, os animais obesos apresentaram valores aumentados de
colesterol hepéatico, juntamente com maior expressdo do gene PPAR-y paralelo a
reducdo da expressdo génica das outras duas isoformas de PPAR. Pelo contrario, a
administragao do agonista PPAR-/d6 modulou todas as isoformas de PPAR, levando
ao aumento da expressdo do gene PPAR-a e PPAR-B/® paralelamente a expressao
reduzida do gene PPAR-y. Este padrdao de expressdo génica pode desencadear
efeitos benéficos, favorecendo a metabolizacdo hepatica de lipidios, atenuando os
efeitos nocivos das comorbidades da obesidade (57, 68).

A ativacao de PPAR-a é conhecida por atenuar ou conter a lipotoxicidade e a
inflamacé&o. A co-ativacdo e o aumento da expressao génica do PPAR-qa, estimulado
pela administracdo de GW0742, ativaram a transcricdo de seu gene alvo CPT-1a.
Este achado prediz aumento da beta-oxidacdo, que ocorre nas mitocondrias,
desencadeando a degradacdo de TAG e, assim, contribuindo para a reversao da
lipotoxicidade (68, 98). Recentemente, a ativacdo de PPAR-a pelo WY14643
aumentou a densidade numérica de mitocéndrias no figado de camundongos
alimentados com dieta HF, o que atenuou a progressao da DHGNA (68). A ativacéo
de PPAR-B/, por sua vez, estimula a transcricdo de FAT/CD36, um transportador
de membrana que facilita a entrada de AGs de cadeia longa na célula e aumenta a
disponibilidade dos mesmos para a beta-oxidacdo mitocondrial, maximizando a
capacidade oxidativa (57). Estes resultados explicam a esteatose microvesicular
leve observada apos o tratamento quando comparada a esteatose microvesicular
expressiva nos hepatocitos dos animais HF néo tratados.

O PPAR-y, também expresso pelo figado, € o principal regulador de genes
envolvidos na lipogénese de novo, como SREBP-1c e FAS, e sua expressao € mais

caracteristica na esteatose hepatica. Este estudo mostrou que o tratamento com o
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agonista PPAR-B/6 GWO0742 foi capaz de reduzir expressivamente os niveis de
RNAmM da SREBP-1c, reduzindo a atividade lipogénica (99, 100). Além do papel da
SREBP-1c na lipogénese hepatica, a FAS € uma enzima limitante no passo final da
biossintese de AGs. O aumento da expressdo génica da FAS no grupo HF
possivelmente representa o aumento hepatico de malonil-CoA, o que inibe a beta-
oxidacao de AGs, maximizando a esteatose hepética (101).

O aumento da expressdo de SREBP-1c e FAS hepatico também esta
relacionado com a regulacdo de GLUTZ2, que tem papel na liberacdo de glicose na
corrente sangliinea, levando a resisténcia a insulina hepéatica (102). A
glicotoxicidade resultante pode impulsionar o ERE, uma vez que as principais
funcdes do RE (sintese de proteinas, modificacBes pos-traducdo e dobramento,
sinalizacdo de calcio e biossintese de lipidios) usam a glicose como principal
combustivel e a resisténcia a acdo da insulina compromete a absorcao de glicose e
a metabolizacédo pela célula (92). Nos fornecemos novas evidéncias sobre esta via,
como o restabelecimento da expressao de GLUT2 hepética e reducéo expressiva da
lipogénese hepatica com o consequente decréscimo da expressdo de SREBP-1C e
FAS no figado apds o tratamento com GWO0742. Estes resultados corroboram com a
normalizagdo da tolerancia a glicose e da ultraestrutura do RE, ambas sem
diferencas com o grupo C apés o tratamento.

Na tentativa de controlar o ERE e restabelecer a homeostase no RE, muitas
cascatas de transducdo de sinal sdo ativadas e desencadeiam um mecanismo
chamado UPR. Um ramo da via UPR tem a fosforilacdo de elF2a como o efetor
principal (92). Desta forma, o aumento da fosforilagdo de ERK 1/2 é um indicador
importante de que o consumo da dieta HF € cronico, pois parece ser mais um sinal
de deterioracdo da Rl do que um fator desencadeante. Portanto, o aumento de p-
ERKZ1/2 implica o estado de glicotoxicidade, o que maximiza a UPR. A diminui¢c&o da
fosforilacdo de ERK1/2, devido ao tratamento com agonista do PPAR-B/5, esta
ligada a homeostase da glicose melhorada e a reducdo da MC, uma vez que
aumenta o gasto energético (103).

Nossos resultados mostraram que os figados esteatdticos de animais HF
exibiam a maior expressdo p-ERK1/2, juntamente com a maior fosforilagdo da
subunidade a da elF2. Assim, as células reduzem a sintese de proteinas para tentar
minimizar a carga de dobragem de proteinas na presenca do ERE, uma vez que a p-

elF2a também sinaliza a ativagdo de NF-kB (71, 92). A ativacdo de NF-kB no figado
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desencadeia a progressao de DHGNA para EHNA em animais alimentados com a
dieta HF (104) e é considerada mais importante do que os efeitos de TNF-a para
mediar a inflamacao hepatica (40).

Os genes alvo TNF-a e IL-6 estdo mais relacionados ao comprometimento da
sinalizacao da insulina, prejudicando a absorcéo de glicose e desencadeando a UPR
(40, 92). Além disso, o TNF-a também esta intimamente relacionado com a inibigao
da beta-oxidacdo, causando a glicolipotoxicidade, uma condicdo relacionada ao
estimulo da apoptose (11, 105). Pode-se argumentar que, quando a ativacdo das
vias UPR é persistente, o ERE desencadeia a morte celular pela lipoapoptose, que
esta relacionada a progressao para EHNA e a susceptibilidade aumentada do figado
a doencas mais nocivas (69, 106).

Entretanto, 0 GW0742 foi capaz de inibir a UPR e aliviar o ERE. O p-ERK 1/2
reduzido significa que a glicotoxicidade foi corrigida, o que corrobora a melhora da
sensibilidade a insulina nos animais tratados. Junto com a expressao reduzida de p-
ERK1/2, o resultado da reduzida expressdo de p-elF2a corrobora com taxa de
apoptose reduzida e a melhora na morfologia do RE revelada pela microscopia
eletronica. Propde-se que a ativagdao do PPAR-B/d6 desempenha um papel crucial
nestes achados, uma vez que a melhora da beta-oxidacdo seguida da reducéo da
lipogénese e da producdo hepética de glicose (sustentada pela expressao de
GLUT2 reduzida) interagem para resgatar o metabolismo energético hepatico
alterado, capaz de estressar a fisiologia do RE. Recentemente, foi demonstrado que
a ativacao isolada do PPAR-a ndo é capaz de recuperar o estresse RE, embora
tenha contornado a esteatose hepatica num modelo murino alimentado com excesso
de frutose (107). Contudo, os resultados aqui apresentados sugerem que a
modulacdo das trés isoformas de PPARs (aumento da expressdo das isoformas
PPAR-a e PPAR-B/0, paralelamente a reducéo da expressao de PPAR-y) atenua a
glicolipotoxicidade hepatica e, portanto, os principais sinais que desencadeiam o
ERE. As figuras 18 e 19 resumem 0s mecanismos envolvidos nos principais

achados do presente estudo.
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Figura 18 — Resumo gréfico das vias envolvidas com os principais efeitos da dieta
HF na biologia molecular e ultraestrutura do figado
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Legenda: A obesidade induzida por dieta HF é seguida de hiperglicemia e resisténcia a insulina.
Essas condi¢des provocam estresse do reticulo endoplasmético e inflamagéo hepatica, que
através da ativacdo da p-elF2a e do NF-kB (com transcricdo de TNF-a e IL-6) conduzem a
apoptose. A inflamacdo hepatica agrava a resisténcia hepética a insulina, aumentando a
producdo hepética de glicose, que é liberada através do GLUT2. A obesidade também
modificou a expressdo de PPARs, favorecendo a lipogénese hepatica sobre a beta-
oxidacao, o que contribui para uma maior deposi¢cdo de goticulas lipidicas intra-hepéticas e
desenvolvimento da DHGNA.

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 19 — Resumo gréfico das vias envolvidas com os principais efeitos do
tratamento com GW0742 em animais obesos na biologia molecular e

ultraestrutura do figado
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Legenda: O tratamento com o agonista PPAR-B/d GW0742 normalizou a massa corporal e a glicemia
de jejum, revertendo a resisténcia a insulina. Essas condi¢Bes inibiram a inflamagéo
hepatica e promoveram uma estrutura normal do reticulo endoplasmatico. A reducdo da
expressdo de NF-kB e p-elF2a inibiu a apoptose e exerceu efeitos antiinflamatérios no
figado, controlando a resisténcia hepatica a insulina (com supressédo da produc¢do hepatica
de glicose). O GWO0742 também provocou uma modulagdo benéfica das isoformas de
PPAR, favorecendo a beta-oxidacdo sobre a lipogénese hepética e a consequente
atenuacao de DHGNA apés o tratamento.

Fonte: A autora, 2018.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que o tratamento
com GWO0742 (agonista PPAR-B/8) minimizou os efeitos sobre os parametros
metabdlicos alterados apds os animais serem submetidos a dieta hiperlipidica,
sendo um importante coadjuvante em futuros tratamentos da obesidade. Apos a
administracdo de GWO0742 ocorreu reducdo da massa corporal sem alterar a
ingestdo energética, diminuicdo do ERE e melhora da sensibilidade a insulina,
maximizando o metabolismo energético hepéatico com favorecimento da beta-
oxidacdo sobre a lipogénese. Além disso, 0 GW0742 pdde reduzir a expressao dos
genes inflamatérios IL-6 e TNF-a, indicando controle da inflamacao decorrente da
obesidade. Pode-se argumentar que a modulacdo de PPAR é um importante
mediador dos presentes achados e acreditamos que nosso estudo tem potencial
translacional, uma vez que a ativacdo do PPAR-B/d pode ser uma ferramenta
importante para evitar a progressdao da DHGNA e de outras comorbidades da

obesidade.
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