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RESUMO

Os adipdcitos bege compreendem um tipo celular Unico em roedores e em
humanos que, a semelhanca do adipécito marrom, expressam a proteina
desacopladora tipo 1 (UCP1), sdo capazes de executar a termogénese quando
apropriadamente estimulado. Além de conferir prote¢ao contra hipotermina, sao
considerados criticos para a homeostase energética. Foi demonstrado que a
ativacdo do receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais (PPARY)
por agonistas completos, como as tiazolidinedionas (TZDs), mas nao por
agonistas parciais, induz o aparecimento de adip6citos UCP1-positivos no
tecido adiposo branco, um processo denominado amarronzamento do tecido
adiposo. Entretanto, os agonitas completos do PPARYy estdo associados a uma
variedade de efeitos adversos, incluindo o ganho de peso. Neste estudo,
investigamos os efeitos de um agonista parcial do PPARy, o GQ-16, sobre
variaveis metabolicas e sobre a expressio, no tecido adiposo branco, de genes
relacionados a termogénese e de genes seletivos do adipécito bege.
Camundongos Swiss machos com obesidade e hiperglicemia induzidas por
dieta hiperlipidica foram tratados com 5, 10, 20 ou 40 mg/kg/d de GQ-16,
durante 14 dias. Observou-se que o tratamento com as doses de 20 e 40
mg/kg/d induziu menor ganho de peso em resposta a dieta hiperlipidica e
reducdo da massa adiposa epididimal a despeito de aumento da ingestdo de
energia. No tecido adiposo epididimal (visceral), foi observado aumento da
expressao dos genes que codificam a UCP1 e a CIDEA, proteinas relacionadas
a termogénese. No tecido adiposo inguinal (subcutaneo), foi observado
aumento da expressao dos genes que codificam a TMEM26 e o CD40, que
representam marcadores seletivos do adipdcito bege. Estes achados indicam o
amarronzamento do tecido adiposo branco em resposta ao tratamento com um
agonista parcial de PPARy e sugerem que a modulacdo da atividade do
receptor com ligantes com esta caracteristica possa representar uma estratégia
para induzir o fenétipo termogénico do tecido adiposo branco e, assim, tratar a
obesidade e as doencas a ela associadas.

Palavras-chave: receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais; GQ-
16; obesidade; proteina desacopladora tipo 1.
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ABSTRACT

Beige adipocytes comprise a unique cell type in both rodents and humans.
They are fully capable of expressing uncoulpling protein 1 (UCP1) and
executing thermogenesis upon appropriate stimulation, and play a critical role in
energy homeostasis. Full PPARy activation by agonists such as
thiazolidinediones has been shown to drive the appearance of UCP1-positive
cells of white fat, a process so-called browning of white adipose tissue.
However, full PPARYy activation is associated with a number of adverse effects,
including weight gain. Partial PPARy agonists, that tipically do not induce weight
gain, have not been shown to induce browning of white adipose tissue. In this
study, we investigated the effects of a partial PPARy agonist, GQ-16, on
metabolic parameters and on the expression of thermogenesis-related and
beige-selective genes in white adipose tissue. Male Swiss mice with high fat
induced obesity and hyperglycemia were treated with GQ-16 (5, 10, 20 or 40
mg/kg/d) during 14 days. We observed that treatment with the highest doses
(20 and 40 mg/kg/d) of GQ-16reduced high fat diet induced weight gain and
reduced epididymal fat mass despite increasing energy intake. We also found
increased expression of thermogenesis-related genes (Ucp? and Cidea) in
epididymal (visceral) white adipose tissue and increased expression of beige-
selective genes (Tmem26 and Cd40) in inguinal (subcutaneous) adipose tissue.
These findings indicate browning of white adipose tissue in response to a partial
PPARYy agonist and suggest that these types of agonists may represent an
effective strategy to induce the thermogenic phenotype in white adipose tissue
and possibily treat obesity.

Keywords: peroxisome proliferator-activated receptor gamma; GQ-16; obesity;
uncoupling protein-1.
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1 INTRODUGAO

A obesidade e o diabetes tipo 2 (DM2) constituem importantes problemas de
saude publica em todo o mundo. O aumento rapidamente progressivo da incidéncia
de DM2 e o risco de morbimortalidade relacionados as suas complicacdes

' Neste

vasculares cronicas representam grandes desafios sociais e econémicos
contexto, a identificagdo do tecido adiposo como um regulador chave da
homeostase energética tornou este tipo celular um importante foco de interesse para
o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para doengas metabdlicas.

O tecido adiposo é tradicionalmente classificado em branco e marrom. O
tecido adiposo branco € um 6rgdo enddécrino reconhecido por sua capacidade de
armazenar energia quimica na forma de triglicerideos, ao passo que o tecido
adiposo marrom, embora compartilhe a capacidade de sintetizar e armazenar
lipideos, € especializado em dissipar energia na forma de calor, por agdo da proteina
desacopladora tipo 1 (UCP1), em um processo denominado termogénese
adaptativa. Até recentemente, considerava-se que humanos adultos apresentavam
tecido adiposo marrom apenas vestigial. Entretanto, a presenca de tecido adiposo
marrom funcional foi demonstrada, de forma inequivoca, em humanos adultos, por
meio de técnicas de imagem funcional, e pela analise da expressdo da proteina
UCP1 2*. Além disso, a quantidade de tecido adiposo marrom assim determinada foi
correlacionada com indicadores de saude metabdlica, como menor glicemia de jejum
e menor indice de massa corporal 23 Um terceiro tipo de adipécito, denominado
adipécito bege, foi descrito inicialmente em roedores como um tipo celular recrutavel
no tecido adiposo branco, por um processo denominado amarronzamento do tecido
adiposo branco. Essas células apresentam morfologia semelhante a do adipdcito
marrom, expressam marcadores de termogénese tipicos do tecido adiposo marrom
genuino, como a UCP1, e apresentam capacidade termogénica plena quando
estimuladas por condicdes como frio ou agonistas de receptores R3-adrenérgicos °.
Consistentemente com sua capacidade termogénica, foi demonstrado que os
adipadcitos bege protegem camundongos contra obesidade induzida por dieta 67,

Os adipdcitos bege apresentam uma assinatura genética uUnica, e foram

identificados nas regides cervical e interescapular de humanos adultos, localizacoes
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em que apenas tecido adiposo marrom genuino é observado em neonatos
humanos®. De fato, foi demonstrado que humanos adultos apresentam depdsitos de
tecido adiposo com caracteristicas de marrom e bege nestas localiza¢des 811 Estes
achados sugerem que os dados relativos a biologia dos adipdcitos bege, observados
em roedores, possam se aplicar também a humanos, e isso tornou este tipo de
adipécito um alvo atraente para o tratamento da obesidade. Desta forma, tem havido
um intenso esforgo para se identificarem fatores capazes de induzir o aparecimento
de adipdcitos bege no tecido adiposo branco.

A ativacédo do receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais
(PPARYy) por agonistas completos, como as tiazolidinadionas (TZD), induz o
amarronzamento do tecido adiposo branco '?, por estabilizagdo da proteina 16 que
contém o dominio homoélogo PRD1-BF-1-RIZ1 (PRMD16, PRD1-BF1-RIZ1
homologous domain-containing protein-16), um corregulador da transcrigao
envolvido também na diferenciacdo de adipécitos marrom genuinos a partir de
precursores mioblasticos 3. Embora recrutem adipécitos com fenodtipo termogénico
no tecido adiposo branco, as TZD nao induzem perda ponderal. De fato, estas
drogas induzem ganho de peso e seu uso clinico € limitado também por outros
efeitos adversos, como retengao hidrica, perda de massa 6ssea, aumento do risco
de eventos cardiovasculares (com a rosiglitazona, RSG) e possivelmente aumento
do risco de cancer de bexiga (com a pioglitazona), como revisado anteriormente 4,
Agonistas parciais do PPARYy, diferentemente, mantém o efeito sensibilizador
insulinico dos agonistas completos sem induzir ganho de peso, retencdo hidrica e
perda de massa 6ssea '*. Entretanto, até o momento ndo foram descritos agonistas

parciais capazes de promover amarronzamento do tecido adiposo branco.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Dois tipos de tecido adiposo sao tradicionalmente encontrados em
mamiferos, o tecido adiposo branco e o tecido adiposo marrom. Ambos
compartilham a capacidade de armazenar lipideos, porém diferem em relacdo a
caracteristicas morfologicas, moleculares e funcionais '°.

O tecido adiposo branco origina-se do mesoderma, € pobre em mitocéndrias
e apresenta uma unica goticula lipidica, o que o confere a caracteristica de
unilocular. Embora tenha a fungdo classica de armazenar energia na forma de
triglicerideo, desempenha uma variedade de fungdes criticas para a homeostase
metabdlica, por meio da secrecdo de horménios, citocinas e também de acidos
graxos (AG) livres '°.

2.1 Tecido adiposo marrom

O tecido adiposo marrom é mais faciimente encontrado em pequenos
mamiferos e em humanos recém-nascidos, e é altamente especializado em dissipar
energia na forma de calor. Sua fungao classica € de manter a temperatura corporal,
e recentemente tem sido implicado também na manutengcdo da homeostase
energética’ 8.

O adipdcito marrom origina-se de uma linhagem celular que expressa o fator
miogénico 5 (Myf-5), e que também da origem ao musculo esquelético '°.
Morfologicamente, caracteriza-se pela presenga de multiplas goticulas lipidicas e
pela rigueza de mitocéndrias, que lhe conferem a coloragcdo marrom 7 Sua funcao
de dissipar energia quimica na forma de calor é resultado da atividade da UCP1, que
medeia o desacoplamento do gradiente de prétons, gerado no processo de
respiracdo mitocondrial (cadeia transportadora de elétrons), da sintese de ATP.
Desta forma, a oxidagdo de AG e também de glicose € desviada da sintese de ATP
para a producao de calor 7,

Quando os animais sdo submetidos ao frio, o sistema nervoso autbnomo
simpatico é estimulado e libera catecolaminas, que irdao se ligar ao receptor B3-

adrenérgico na membrana do adipécito marrom (Figura 1). A ativagao do receptor
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resulta em uma cascata de sinalizacdo intracelular que envolve a ativagdo da
adenilatociclase e geracdo de adenosina 3'.5- monofosfato ciclico (AMPc)
intracelular. O aumento da concentracao intracelular de AMPc aumenta a expressao
da desiodinase tipo 2, que catalisa a conversdo de tetraiodotironina (T4) em
triiodotironina (T3), ou ativagao do hormoénio tireoidiano. O T3, por sua vez, aumenta
a expressao da UCP1, que medeia a produgéo de calor, ou termogénese. O AMPc
também ativa as enzimas que promovem a lipdlise, ou liberacdo de AG a partir do
triglicerideo nas goticulas lipidicas, que atuam como substratos para os processos
oxidativos necessarios a termogénese, e que também ativam a UCP1. Deste modo,
a estimulagao dos receptores 3 adrenérgicos aumenta a expresséo e a atividade de

UCP-1, que proporcionara uma rapida oxidagdo dos AG e produgéo de calor '"°.

Calor
Neurdnio
adrenérgico y
00—
£ <
Receptor b3- =
adrenérgico

|l, ) .|A

Substratos
(AGL, Glicose)

Vesiculas

Iipldicas\_’J ack ‘ﬂ/ﬁf n
\/ [ ’A‘ 1
Figura 1. Ativagdo do tecido adiposo marrom. A estimulagédo dos receptores 33-adrenérgicos resulta
em aumento da concentragéo intracelular de T3, por meio do aumento da expressao da desiodinase
tipo 2. O T3, por sua vez, estimula a expressdo da UCP1, que desacopla o gradiente de prétons da
cadeia transportadora de elétrons, na membrana mitocondrial interna, da sintese de ATP, dissipando
energia na forma de calor. AMPc: AMP ciclico; CRE cAMP: elemento de resposta ao AMPc; T4:
tetraiodotironina; T3: triiodotironina; TRE: elemento de resposta ao T3, AGL: acidos graxos livres.
Adaptado de Celi FS *°.
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A termogénese no tecido adiposo marrom, além de ser critica para a resposta
contra o frio, parece ser importante para a regulacdo da homeostase energética 2
Tem sido demonstrado que dietas hipercaldricas estimulam a termogénese no tecido
adiposo marrom, mediada pela UCP1, sendo este processo considerado um
mecanismo compensatorio ao aumento do aporte energético, pela alimentagéao, para
garantir a manutengdo do peso corporal %. Feldmann et al (2009) demonstraram a
importancia do tecido adiposo marrom para a homeostase energética por meio da
avaliagao do fendtipo de camundongos com delegdo gene que codifica a UCP1. Foi
observado que em condi¢des de termoneutralidade (em que ndo sao acionados
mecanismos alternativos de termogénese ao que ocorre no tecido adiposo marrom)
houve indugdo de obesidade em camundongos alimentados com dieta controle
(normolipidica) e com dieta hiperlipidica, com resposta mais pronunciada neste
ultimo grupo 2

O desenvolvimento do adipdcito marrom, a partir de seu precursor, envolve a
acdo de uma cascata de fatores transcricionais, entre os quais destacam-se o
PPARy, membros da familia das proteinas de ligacdo ao acentuador CCAAT
([C/EBPs (C/EBPa, C/EBPB e C/EBPd)], o coativador 1 alfa do receptor ativado por

6 24,25

proliferadores peroxissomais (PGC1a) e a PRDM1 , como apresentado

esquematicamente na Figura 2.

Ebf2 |Cold or B-agonist
IP@ , \
— Prdm16 - @ w3
Comprometimento Diferenciagao & & Ativagao % &
Células Pré-adipsait —
Myf5* te-atlipaGity) o Adipdcito Adipdcito marrom
marrom marrom ativado

Figura 2. Regulagéo transcricional da diferenciagdo e fungdo do adipdcito marrom. Os adipdcitos
marrons originam-se de um precursor comum ao mioblasto, e que expressa o Myf5. O fator de
transcricdo Ebf2 interage com o PPARYy para promover a expressdao da PRDM16, que determina a
diferenciacdo do precursor em adipécito marrom. A termogénee, na célula madura, é ativada pela
norepinefrina, um agonista 33 adrenérgico liberado por neurdnios simpaticos. Por meio da ativagao

destes receptores, a norepinefrina sinaliza para aumento da expressao e atividade do PGC-1a, um

coativador da transcrigdo que coordena a expressao génica relacionada a ativagdo do adipdcito
marrom. Adaptado de Harms M, Seale p2°
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A PRDM16 é considerada um regulador chave do desenvolvimento do
adipécito marrom, que especifica sua diferenciacéo a partir da linhagem precursora
comum ao mioblasto, e também de sua atividade termogénica. Seale et al. (2008),
demonstraram que a dele¢do do gene que codifica a PRDM16 em precursores do
adipécito marrom resulta em diferenciacdo em mioblastos, ao passo que a
expressao ectopica de PRDM16 em mioblastos induz sua diferenciacdo em
adipdcitos marrons % Na cascata de diferenciacao do adipdcito marrom, a PRDM16
atua como potente coativador da atividade transcricional do PGC1a e -3, do PPARa
e -y, e também dos C/EBPs 4%,

O PPARYy é um também regulador chave da diferenciacao do tecido adiposo
marrom, e também do branco ?2. O PGC1a, também expresso em ambos os tecidos
adiposos, embora em maior quantidade no marrom, é considerado um dos principais
genes envolvidos na regulagao da diferenciagdo do adipécito marrom, na medida em
que esta associado a a biogénese das mitocdndrias e a indugdo da expressao da

UCP1 e de enzimas envolvidas na respiragao mitocondrial 22,
2.2 Adipocito bege

No tecido adiposo branco, sdo observados agrupamentos de células que
expressam a UCP1 em resposta ao frio ou a estimulagao simpatica. Estas células
sdao denominadas adipécitos marrons adaptativos ou recrutaveis ou, mais
recentemente, adipdcitos bege ou “brite” (brown from white) ?°*. Apresentam
morfologia semelhante a dos adipdcitos marrons, incluindo o aspecto multilocular de
suas goticulas lipidicas e a abundancia de mitocdndrias, e expressam a UCP1 %%
Além disso, seu recrutamento envolve a atividade de fatores de transcricao
envolvidos também na diferenciacdo do adipécito marrom, como a PRDM16, PG1a e
-B, PPARY, entre outros %°.

Embora compartiihem as caracteristicas acima mencionadas, o adipécito
marrom e o adipdcito bege sao hoje considerados células distintas. O adipécito bege
nao se origina da linhagem celular Myf-5 positiva % mas parece ter origem de uma
linhagem de células semelhante a célula muscular lisa, residentes no estroma

vascular do tecido adiposo branco 30 Apresenta também um perfil de expresséao
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génica particular, que permite distingui-lo dos dois outros tipos de adipdcito, branco
e marrom °. Entre os genes seletivamente expressos no adipdcito bege, destacam-
se o Tbx1 (que codifica o fator de transcricdo T-box 1), o Sic27a1 (que codifica o
transportador de acidos graxos solute carrier family 27) e genes que codificam
proteinas de superficie, como Cd40 e Cd137 (envolvidos na resposta imunolégica e
inflamatéria), e Tmem26 (que codifica a proteina transmembrana 26) °.

O adipdcito bege, assim como o marrom, é capaz de executar a termogénese,

por apresentar UCP1 funcionante *’

. Entretanto, observa-se que em condig¢des
basais a expressao de UCP1 é consideravelmente superior nos adipdcitos marrons,
ao passo que as células bege expressam altas quantidades de UCP1 e de outras
proteinas relacionadas a termogénese somente em condi¢des que representam

531 Nestas

estimulos a termogénese, como estimulagdo (3-adrenérgica e o frio
condicdes, a expressao de UCP1 no adipécito bege é comparavel a que se observa
no adipécito marrom, sugerindo capacidade termogénica semelhante °. Acredita-se,
desta forma, que o adipécito bege apresente a capacidade de alternar seu estado
funcional entre armazenamento lipidico e dissipacdo de energia, de acordo com o
estimulo a que é submetido *>*'.

A ocorréncia das células bege no tecido adiposo branco tem sido

%2 quanto com protecdo contra

correlacionada tanto com protegao contra o frio
obesidade e distrbios metabdlicos *. Em um modelo murino de delecdo seletiva do
gene que codifica a PRDM16 no tecido adiposo, observou-se comprometimento da
funcdo termogénica do adipécito bege em resposta ao frio e a estimulagdo B3-
adrenérgica, além de predisposi¢cao a obesidade, resisténcia insulinica e esteatose

hepatica em animais alimentados com dieta hiperlipidica ”.
2.3 Receptores ativados por proliferadores peroxissomais

Os PPARs sdo membros da superfamilia de receptores nucleares (RN), que
atuam como fatores de transcricdo regulados por ligantes. Eles controlam a
expressdo de uma uma série de genes envolvida na regulacdo de diversos
processos fisiolégicos dos mamiferos, incluindo desenvolvimento, reprodugéao,

resposta imune, funcdo cardiovascular, crescimento e diferenciacdo celular,
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depuracéao de toxina e metabolismo de carboidratos e lipideos B,

33

Os PPARs sao classificados como receptores orfaos adotados e sao

descritos trés isotipos de PPAR, o PPARa, -f/6 e -y, cada um deles codificado por

um gene distinto *.

Esses receptores compartiiham da mesma organizagéo
estrutural dos RN, definida por dominios funcionais (Figura 3). O dominio A/B
correspondente a regido amino-terminal; o dominio C correspondente ao dominio de
ligagdo ao DNA (DBD, DNA binding domain); o dominio D corresponde a hinge, que
representa a regido de dobradica; e o dominio E, na regido carboxi-terminal,

corresponde ao dominio de ligagéo ao ligante (LBD, ligand binding domain) *.

N-terminal dobradiga C-terminal
a:
E2E C o] g | F |
AF1 DBD LBD
Ligant /C
igante
\ S LBD
[ Ligagéo ao

ligante

DBD
Ligacdo ao DNA

Transativagao

Figura 3. Estrutura dos receptores nucleares. AF1: regido de transativagéo independente do ligante;
DBD: dominio de ligagdo ao DNA; LBD: dominio de Iia%a(;éo ao DNA.
Adaptado de Semple RK, Chatterjee VK, O'Rahilly S ™

Na regido amino-terminal (A/B), encontra-se o dominio de ativagcéo
independente do ligante, denominado AF-1 (fungdo de ativagdo 1). O DBD ¢ a
regido mais conservada e apresenta duas estruturas denominadas dedo de zinco,
por meio das quais o receptor interage com regides especificas do DNA que contém
duas repeticbes da sequéncia hexanucleotidica AGGTCA, separadas por um Unico
nucleotideo (direct repeat 1, DR-1), e sdo denominadas elementos responsivos ao
PPAR (PPAR responsive elements, PPREs). Entre o DBD e o LBD, encontramos o

dominio D, que é uma regido menos conservada que proporciona flexibilidade
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estrutural ao receptor, se comportando como uma dobradica, e permitindo que a
dimerizacdo dos PPARs a outros RN e sua ligagio ao DNA ocorram
simultaneamente. A regido carboxi-terminal, ou dominio E, contém o LBD, que
reconhece ligantes hormonais e ndo hormonais especificos determinando a
especificidade da resposta aos ligantes *.

A estrutura tridimensional do LBD dos PPARs, semelhante a de outros RN,
possui treze hélices alfa e quatro fitas beta, que delimitam um bolso de ligagao
hidrofébico, em forma de Y, maior que o de outros RN *. Na hélice 12 do LBD,
encontra-se a regido de ativagao da transcricdo dependente do ligante, denominada
AF-2, que é estruturalmente dindmica. A ativacdo do receptor por um ligante altera a
conformagao da hélice 12, estabilizando-a em uma conformagédo mais compacta em
relacao ao restante do LBD. Isto promove a liberacado de proteinas correpressoras e
o recrutamento de proteinas coativadores .

Os PPARs modulam a expressao génica por pelo menos trés mecanismos
distintos: a repressao basal, a transativacao e transrepressao da transcri¢cao % Eles
ativam a expressao génica como heterodimeros com outro RN, o receptor retinoide
X (RXR, retinoid X receptor). O heterodimero PPAR-RXR se liga aos PPREs na
regido promotora de seus genes alvo e, na auséncia do ligante, a transcricdo é
reprimida por associacdo do complexo a proteinas correpressoras, como O
correpressor de RN (N-CoR) e as desacetilases de histonas (HDACs). Estas
proteinas mantém a cromatina na sua forma enovelada, o que impede o inicio da
transcricao e resulta em represséo basal da expresséo génica 3,

A ativagdo do PPAR pelo ligante com atividade agonista resulta em mudancga
conformacional do LBD que determina a dissociacido das proteinas correpressoras e
o recrutamento de proteinas coativadoras, algumas delas com atividade de acetilase
de histonas. A acetilase de histonas altera a estrutura da cromatina proporcionando
a interacdo do promotor com a maquinaria geral de transcri¢gdo e, assim, o inicio da
transcricdo génica. A ativagao transcricional dos PPARs regula positivamente a
expressao de genes envolvidos no metabolismo de AG, homeostase de lipideos e
diferenciacdo de adipdcitos, o que torna os PPARs reconhecidos como sensores
lipidicos 3738 Os trés isotipos de PPAR séo ativados por uma variedade de ligantes

endogenos, gerados a partir do metabolismo de AG 3, Entretanto, até o momento,
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nao foi identificado um ligante endégeno com alta afinidade e especificidade para
cada isoforma de PPAR 3.

Os PPARs podem influenciar a expressao génica também de forma negativa,
ou seja, reprimindo a expressdo génica na presenga de um agonista. Este
mecanismo €é menos claro, mas parece envolver, pelo menos em parte, a
competicdo com outros fatores de transcricdo por proteinas correguladoras. A
regulacdo negativa da expressado génica € reconhecida como a forma com que os
PPARs ativados reprimem a resposta inflamatéria em diversos tipos celulares 2.

Os PPARs estéo envolvidos em diversos processos fisioldgicos, e a atividade
integrada dos trés isotipos € responsavel pela coordenacdo do metabolismo
energético *>**. O PPARa é altamente expresso no coragao, rim, figado, intestino e
tecido adiposo marrom, que sao tecidos com altas taxas de catabolismo de AG e
atividade peroxissomal. Ele regula a homeostase enérgica a partir do controle da
expressao de genes envolvidos em vias de B-oxidagédo peroxissomal e mitocondrial,
captacao de AG, catabolismo de triglicerideos e cetogénese, além de modular o
metabolismo de lipoproteinas 3¢
PPARB/® é a forma menos caracterizada de PPAR e apresenta expressao

33

tecidual ampla Esta envolvido em diversos processos fisiologicos como

desenvolvimento da placenta, reparo tecidual, mielinizagdo, regulagcdo da
homeostase energética, proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celulares 3,
Semelhante aos outros PPARs, o0 mesmo é expresso na parede vascular e em
macrofagos e sua ativacdo nestas células diminui a expressdao de genes que

codificam proteinas com atividade pré-inflamatérias 3.
2.3.1 Receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais

O PPARYy é o alvo farmacoldgico das TZD, uma classe de sensibilizadores
insulinicos utilizada no tratamento do DM2 e que tem como representantes a RSG,

pioglitazona e troglitazona 3,

O PPARy é expresso em diversos tecidos,
principalmente no tecido adiposo B A transcricdo do gene que codifica o PPARy
origina trés RNAs mensageiros (PPARy1, PPARy2, e PPARy3), por utilizagdo de

promotores distintos e processamento alternativo. O PPARy1 e PPARy3 sao
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traduzidos na mesma proteina, denominada PPARy1, encontrada em diversos
tecidos como cérebro, intestino e células vasculares. O PPARy2, por sua vez, &
expresso seletivamente e em altos niveis no tecido adiposo 3,

PPARy é considerado o principal regulador da diferenciacédo e fungéo do
tecido adiposo. Em conjunto com a familia dos fatores de transcricao C/EBPs, regula
a expressao de genes que codificam proteinas envolvidas em fungbes chave dos
adipdcitos, como metabolismo de lipideos, sensibilidade insulinica, producao de

adiponectina e outras citocinas, entre outros 338

. Diversas moléculas lipidicas
podem ativar o PPARYy, porém acredita-se que o seu principal ligante enddgeno seja
a 15-deoxi-A-prostanglandina-J2 (15d-PGJ,) 2.

A ativagcdo PPARYy por agonistas proporciona melhora da capacidade do
tecido adiposo subcutaneo em armazenar lipideos, levando ao aumento de massa
do mesmo. O tecido adiposo visceral, entretanto, apresenta massa inalterada ou
mesmo reduzida em resposta a atividade do PPARYy. Esta modificacao diferencial do
tecido adiposo subcutaneo e do visceral € denominada remodelamento do tecido
adiposo, e promove o armazenamento de lipideos em depdsitos subcutaneos, sem
acesso direto a circulagcéo portal e menos sensiveis a acédo de horménios lipoliticos,
proporcionando aumento de triglicerideos no tecido adiposo subcutdneo e menor
exposicao do figado e do musculo esquelético a AG. Isto resulta em redugao da
lipotoxicidade e melhora insulinica nestes tecidos %,

Esta melhora na capacidade de armazenamento de lipideos a partir da
ativacdo do PPARYy é decorrente do aumento da expressao de genes que codificam
proteinas que participam da sintese e armazenamento lipidico, como a proteina
ligadora de acidos graxos (FABP-A ou aP2), o receptor de lipoproteinas CD36, a
lipoproteina lipase, o transportador 1 de AG, a proteina 1 ligadora do elemento
regulador de esterol, a glicerol quinase e a dessaturase 1 de estearoil-COA 3¢,

A melhora da sensibilidade insulinica em resposta a ativacdo do PPARYy
também resulta da regulagdo da expressao de fatores secretados pelo adipdcito e
pelos macréfagos residentes no tecido adiposo. Observa-se inibicdo da expressao
do fator de necrose tumoral alfa e resistina, que sado indutores de resisténcia
insulinica no figado e no musculo esquelético, e estimulagcdo da producao de

6

adiponectina que melhora a sensibilidade insulinica nestes tecidos % indicando a
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importancia do receptor para sensibilidade insulinica no tecido adiposo, figado e
musculo esquelético.

A expressdo do PPARy no figado e no musculo esquelético também é
importante para a homeostase da glicose *°. A delecao seletiva do gene que codifica
o PPARYy no figado de camundongos resultou em diminuigdo da captagao hepatica
de triglicerideos, dislipidemia e resisténcia insulinica *°. No musculo esquelético, a
delecdo do gene que codifica o receptor resultou em hiperglicemia e resisténcia
insulinica no proprio musculo esquelético, e também no tecido adiposo e no figado,
indicando que a expressao do PPARy no musculo esquelético, ainda que em baixos
niveis, € importante para homeostase da glicose 40

Um aspecto interessante do PPARy é que tanto a ativacao quanto a perda
parcial de fungao do receptor promovem um aumento da sensibilidade insulinica.
Camundongos com delegcao heterozigota do gene que codifica o PPARy
demonstraram ser mais sensiveis a acdo da insulina, resistentes a obesidade e

“1 A perda de fungdo do

resisténcia insulinica induzidas por dieta hiperlipidica
receptor pela delecdo heterozigota reduziu a lipogénese e o conteudo de TG no
tecido adiposo, musculo esquelético e figado, proporcionando melhora da
sensibilidade insulinica. Diferentemente, a ativagao suprafisioldgica do receptor com
a RSG, em modelos animais de obesidade e resisténcia insulinica, promove o
aumento da deposi¢cao de TG no tecido adiposo branco, reducédo da deposigcao de
TG no musculo esquelético e figado, e inibe a produgdo de adipocitocinas que
promovem resisténcia insulinica. A melhora da sensibilidade insulinica em um
cenario de aumento de massa de tecido adiposo é relacionada a melhora da funcéao
enddcrina e armazenamento de lipideos desse tecido 4142,

O envolvimento do PPARy em diversos processos fisioldgicos e
principalmente no metabolismo de lipideos e resposta inflamatéria tornou o
desenvolvimento de agonistas deste receptor um alvo atraente para tratamento das
doencas metabdlicas humanas. Entretanto, o amplo padrdo de expressao tecidual
do receptor, assim como sua participagdo em numerosas vias de sinalizacao,
constituem desvantagem a abordagem do PPARy como alvo farmacolégico. De fato,
a ativacdo do PPARy esta associada a diversos efeitos adversos, como os

observados com o uso das TZD *3.
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Uma estratégia atual para reduzir os efeitos adversos observados com
ativacdo do PPARy é o desenvolvimento de compostos que sejam capazes de
ativar um subconjunto especifico de genes alvos que regulam um numero restrito de
vias metabdlicas de modo que seja possivel obter os efeitos benéficos da ativagao
do receptor sobre a homeostase energética sem os efeitos adversos, ou seja,
ligantes capazes de manter a atividade sensibilizadora da insulina, porém sem os
efeitos adversos observados com a utilizagdo de agonistas completos, o que
representa uma modulacdo seletiva do receptor **.

Acredita-se que os efeitos adversos relacionados ao uso das TZD sejam
resultado de ativagcado suprafisiolédgica do PPARy por agonistas completos. Desta
forma, o agonismo parcial pode representar uma estratégia mais segura para ativar

o receptor .

24 GQ-16 (5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-

diona)

Agonistas classicos de PPARYy, como as TZD, sao eficientes sensibilizadores
insulinicos tanto em humanos como em modelos animais de diabetes e obesidade,
porém com efeitos adversos que limitam a sua ampla utilizagdo. Estas limitacbes
direcionam as buscas por ligantes com atividade distinta das TZDs, em especial os
moduladores seletivos do receptor 344,

A busca por moduladores seletivos do PPARYy levou ao desenvolvimento do
GQ-16, um composto sintético derivado da 5-benzilideno-3(4-metil-benzil)tiazolina-

2,4-diona *°, cuja estrutura ¢ apresentada na Figura 4.
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Figura 4. Estrutura quimica do GQ-16, em comparagao com a das TZDs rosiglitazona e pioglitazona.
Fonte: Amato AA, Rajagopalan S, Lin JZ, Carvalho BM, Figueira AC, Lu J, et al.®

O GQ-16 apresenta atividade agonista parcial no PPARy (Figura 5A), e nao
apresenta atividade em PPARa, PPARB/6 ou RXRa 45 Além disso, liga-se ao LBD
do PPARy com baixa afinidade e apresenta potencial adipogénico reduzido tanto em
pré-adipécitos murinos 3T3-L1 quanto em células mesenquimais murinas
C3H10T1/2 (Figura 5B) *°.



A B
304

18 - Rosiglitazona
5 GQ-16

= 201

@©

(]

o

g 104

s

—

0 T v v v -
Vehicle - -8 -7 -6 -5 -4

Log [ligante], M

Figura 5. O GQ-16 é um agonista parcial do PPARy com baixa atividade adipogénica em cultura. A.
Atividade parcial do GQ-16 no PPARYy, quando comparado a RSG, por meio de ensaio de gene
reporter. B. Ensaio de diferenciagdo de pré-adipocitos 3T3-L1 evidenciando menor potencial
adipogénico do GQ-16 em comparagdo com a RSG, como evidenciado na figura. Amato AA,
Rajagopalan S, Lin JZ, Carvalho BM, Figueira AC, Lu J, et al.®

Em camundongos Swiss machos com obesidade, resisténcia insulinica e
hiperglicemia induzidas por dieta hiperlipidica, tratamento com GQ-16 resultou em
melhora da sensibilidade insulinica e da tolerancia a glicose de forma comparavel ao
tratamento com rosiglitazona *°.

Choi et al. (2010) mostraram que o estado inflamatério relacionado a
obesidade resulta em aumento da fosforilagdo do PPARy na serina 273 (Ser 273)
pela quinase dependente de ciclina (Cdk5), e que essa fosforilagao desregula a
expressao de um subconjunto de genes alvos de PPARYy necessarios a sensibilidade
insulinica “°. Agonistas de PPARYy, tanto com atividade total quanto parcial, inibem a
fosforilagao do receptor neste sitio, o que pode justificar seu efeito semelhante em
relagdo a melhora da sensibilidade insulinica, a despeito de atividade agonista

4% Desta forma, a melhora da sensibilidade insulinica associada aos

distinta
agonistas de PPARy esta associada ndo apenas a sua capacidade de induzir a
atividade transcricional classica do receptor, mas também a capacidade de inibir a
fosforilagao da Ser273 pela Cdk5 “°.

O GQ-16 inibe a fosforilacdo do PPARy em Ser273 in vitro, de modo
semelhante a rosiglitazona 45 Estudos estruturais indicaram que o GQ-16 se liga ao

LBD do PPARYy de maneira unica, diferente das outras TZD e de outros ligantes de
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PPARy descritos até o momento. Enquanto as TZD se ligam ao LBD
perpendicularmente a hélice 3, o GQ-16 se liga em outra orientagdo, em paralelo a
hélice 3, e ndo faz contato direto com nenhum residuo da hélice 12. Em estudos de
troca hidrogénio-deutério, no entanto, o GQ-16 promove estabilizagdo da hélice 12,
que, em analise de dindmica molecular, parece ser mediada por uma molécula de

agua, que medeia interagdo entre 0 GQ-16 e a hélice 12 *°.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do GQ-16, um agonista parcial de PPARYy, sobre variaveis

metabdlicas e a expressao de genes relacionados a termogénese em camundongos

com obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

3.2 Objetivos especificos

Investigar o efeito de diferentes doses do GQ-16 (5, 10, 20 e 40 mg/kg/d) sobre o
peso corporal, glicemia, consumo de energia, massa adiposa branca epididimal

de camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

Investigar o efeito de diferentes doses do GQ-16 (5, 10, 20 e 40 mg/kg/d) sobre a
expressao de genes relacionados a termogénese (Ucp1, Cidea e Prdm16) de

camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

Investigar o efeito de diferentes doses do GQ-16 (5, 10, 20 e 40 mg/kg/d) sobre a
expressao de genes seletivos do adipdcito bege (Tmem26 e Cd40) de

camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

Investigar o efeito do GQ-16, na dose de 40 mg/kg/d, sobre caracteristicas
histolégicas do tecido adiposo marrom e branco epididimal e subcutaneo de

camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica.
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4 METODOS

4.1 Consideragoes éticas

Este estudo foi conduzido em camundongos e todos os procedimentos
realizados seguiram as recomendagdes do Guia para Saude e Uso de Animais de
Laboratorio do Instituto Nacional de Saude Norte-Americano (National Institutes of
Health’s Guide for the Health and Use of Laboratory Animals, Institute of Laboratory
Animal Resources, 2011) *’. O projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Universidade de Brasilia, UnbDoc 27455/2011 (ANEXO I).

4.2 Modelo animal

Neste estudo, foram utilizados camundongos Swiss machos, obtidos do
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia, da
Universidade Federal de Sdo Paulo.

Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas, em grupos de 4 a 5
animais por gaiola, em ambiente com temperatura controlada (25° C) e com um ciclo
claro/escuro a cada 12 horas (escuro entre 18h e 6h). O acesso a alimento e agua

foi livre.

4.3 Desenho experimental

Um grupo de animais foi alimentado com dieta contendo baixa quantidade de
lipideos (10% do total de kcal representados por lipideos) e os demais grupos, com
dieta hiperlipidica (DHL) 60% do total de kcal representados por lipideos), desde o
desmame (3% semana de vida) até a 18% semana de vida. A DHL foi utilizada com o
objetivo de induzir obesidade e hiperglicemia; a dieta contendo baixa quantidade de
lipideos foi utilizada como um controle do desenvolvimento de obesidade e
hiperglicemia em resposta a DHL.

As dietas foram obtidas da empresa Resarch Diets (New Brunswick, EUA) e a

descricdo de sua composicio esta apresentada na tabela 1.
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Tabela 1. Descricdo dos componentes das dietas controle e hiperlipidica.

Dieta controle Dieta hiperlipidica
(D12450B) (D12492)
d (%) kcal (%) d (%) kcal (%)
Proteina 19,2 20 26,2 20
Carboidrato 67,3 70 26,3 20
Lipideo 4,3 10 34,9 60
Total 100
(kcal/g) 3,85 5,24 100
Ingrediente g Kcal g kcal
Caseina 200 800 200 800
L-cistina 3 12 3 12
Amido de milho 315 1260 0 0
Maltodextrina 35 140 125 500
Sacarose 350 1400 68,8 275,2
Celulose 50 0 50 0
Oleo de soja 25 225 25 225
Lard 20 180 245 2205
Mistura mineral S10026 10 0 10 0
Fosfato dicalcico 13 0 13 0
Carbonato de Calcio 5,5 0 55 0
Citrato de potassio 16,5 0 16,5 0
Mistura de vitamina V10001 10 40 10 40
Bitartrato de colina 2 0 2 0
Corante Amarelo 0,05 0 0,05 0
Total 1055,05 4057 773,85 4057

4.3.1 Estudo 1: tratamento com 5, 10 ou 20 mg/kg/dia de GQ-16

Para o primeiro estudo, 4 camundongos foram tratados com dieta controle e
18 animais, com DHL. Apds o desenvolvimento de obesidade (16° semana de vida),
os camundongos alimentados com DHL foram divididos em 5 grupos, 3 grupos
contendo 4 camundongos e 2 grupos contendo 3 camundongos. Os grupos foram
tratados da seguinte forma, durante 2 semanas (entre a 16° e a 18% semanas de

vida), por meio de gavagem:

e Grupo 1: dieta controle, tratamento com veiculo.

e Grupo 2: DHL, tratamento com veiculo.

e Grupo 3: DHL, tratamento com RSG (4 mg/kg/d).

e Grupo 4: DHL, tratamento com GQ-16 (5 mg/kg/d).
e Grupo 5: DHL, tratamento com GQ-16 (10 mg/kg/d).
e Grupo 6: DHL, tratamento cm GQ-16 (20 mg/kg/d).
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O veiculo foi constituido por Tween®-20 diluido em salina (0,25%, v/v; Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA). A RSG foi obtida da empresa Cayman Chemical (Ann
Arbor, MI, EUA) e diluida em Tween®-20/salina. O GQ-16 (5-(5-bromo-2-metoxi-
benzilideno)3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona) foi sintetizado na Universidade

Federal de Pernambuco, como descrito previamente na literatura 48

4.3.2 Estudo 2: tratamento 40 mg/kg/dia de GQ-16

Para segundo estudo, 4 camundongos foram tratados com dieta controle e 12
animais, com DHL. Apds o desenvolvimento de obesidade (16® semana de vida), os
camundongos alimentados com DHL foram divididos em 3 grupos, cada um
contendo 4 camundongos. Os grupos foram tratados da seguinte forma, durante 2

semanas (entre a 16° e a 18° semanas de vida), por meio de gavagem:

e Grupo 1: dieta controle, tratamento com veiculo.

o Grupo 2: DHL, tratamento com veiculo.

e Grupo 3: DHL, tratamento com RSG (4 mg/kg/d).

e Grupo 4: DHL, tratamento com GQ-16 (40 mg/kg/d).

4.3.3 Procedimentos

Entre a 3% e a 16° semanas de vida, o peso corporal (em gramas), a ingestao
de dieta (em gramas) e a ingestdo de liquido (em mL) foram avaliadas
semanalmente. Durante o periodo do tratamento (14 dias, 16® a 18% semanas de
vida), estas variaveis foram avaliadas diariamente e, apds o periodo de tratamento,

foram calculados:

e O ganho de peso corporal durante o tratamento (peso ao final do tratamento —
peso no dia de inicio do tratamento).

e Energia ingerida durante o tratamento (soma da energia ingerida durante os
14 dias do tratamento, considerando a quantidade de energia, em kJ, por g
de dieta).
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A glicemia foi aferida na 8 10%, 122, 14® 16° e 18 semanas de vida, com a
utilizacdo de um glicosimetro (Accuchek Performa, Roche), no periodo da manha,
apo6s jejum noturno de 12 horas.

Ao final do tratamento, nos dois estudos, os animais foram eutanasiados por
meio de decapitagao, no periodo matutino (entre 9h00 e 10h00). Apds a eutanasia, o
sangue do tronco foi coletado, centrifugado (4000g durante 15 min a 4°C) e o soro
armazenado a -80° C, para posterior medida da concentragdo de transaminases.
Foram também dissecados os depdsitos de tecido adiposo branco epididimal, tecido
adiposo branco inguinal e tecido adiposo marrom interescapular. Depois desse
procedimento, sua massa (em g) foi aferida, os tecidos foram congelados em
nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para posterior avaliagdo da expressio de
RNA mensageiro (RNAm) dos genes de interesse. Uma amostra de cada depdsito
de tecido adiposo acima descrito foi removida, fixada em paraformaldeido 4% e
embebida em parafina para analise histolégica, com coloragdo com hematoxilina e

eosina.

4.4 |solamento de RNA total tecidual

Foi extraido RNA total das amostras de tecido adiposo branco (epididimal e
inguinal) e tecido adiposo marrom (interescapular). Para isso, as amostras de
tecidos foram descongeladas e imediatamente homogeneizadas em tubos cdnicos
de 15 mL, em Trizol (Invitrogen, Life Technologies) na propor¢ao de 0,1g de tecido
por mL de Trizol, com a utilizacdo de um homogeneizador de tecidos. Depois disso,
as amostras foram incubadas a temperatura ambiente, durante 5 minutos, e em
seguida centrifugadas a 14000 rpm, durante 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
transferida para tubos de 1,5 mL. A estes, foram adicionados 200 uL de cloroférmio
(por mL de Trizol utilizado na etapa de homogeneizagao). Os tubos foram agitados
em vortex durante 15 segundos, incubados a temperatura ambiente durante 3
minutos e em seguida centrifugados a 14000 rpm, durante 15 minutos, a 4° C. A fase
superior (aquosa) foi transferida para outro tudo de 1,5 mL, onde foram adicionados
500 uL de isopropanol absoluto (por mL de Trizol utilizado na etapa de
homogeneizacédo). Os tubos foram agitados em voértex, incubados durante 10

minutos a temperatura ambiente e centrifugados a 14000 rpm, durante 10 minutos, a
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4° C. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 1 mL de etanol 75%
gelado. Os tubos foram agitados em vortex e centrifugados a 9000rpm, durante 5
minutos, a 4° C. O sobrenadante foi descartado e os tubos vertidos sobre gaze
estéril para secagem do pellet. O pellet foi ressuspendido em 50 pL de agua MilliQ.

As amostras foram mantidas a -80° C até sua utilizagdo.

4.4.1 Tratamento do RNA com DNAse

Para evitar a possibilidade de contaminagdo com DNA gendmico e
consequente influéncia sobre a avaliagdo da expressao génica, as amostras de RNA
foram tratadas com DNAse (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) durante 10 minutos,

a temperatura ambiente.

4.4.2 Quantificagao do RNA total e determinagao da pureza da amostra

A concentragcdto de RNA total nas amostras foi determinada no
espectrofotdbmetro de microvolume Nanovue (GE Health Sciences®, Life Sciences,
Buckinghamshire, UK), utilizando-se 1uL da amostra. A concentragcdo de RNA,
fornecida automaticamente pelo equipamento em pg/uL.

O grau de pureza da amostra, também fornecido automaticamente pelo
equipamento, é calculado pela razdo entre as densidades opticas nos comprimentos
de onda 260 e 280 nm. Consideraram-se satisfatérias as amostras em que essa
razao estivesse entre 1,7 e 2,0, na medida em que estes valores representam baixa

contaminagcdo da amostra com proteinas.

4.4.3 Avaliagao da integridade do RNA

Para determinar a integridade do RNA nas amostras, foi realizada eletroforese
em gel de agarose a 1%, com o objetivo de visualizagdo do RNA ribossémico 18S e
28S. A observacgao de bandas correspondentes ao RNA ribossémico 18S e 28S foi

considerada indicio de ndo degradacao de RNA nas amostras.
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4.5 Analise da expressao génica por PCR em tempo real quantitativa

A transcricao reversa (RT) e a amplificacdo por PCR quantitativa em tempo
real foram realizadas em um Unico passo, com a utilizacdo do kit Power SYBR®
Green RNA-to-Cr 1-Step (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), de acordo
com as instrucdes do fabricante. O produto de amplificagdo de cada amostra foi
analisado pelo sistema SYBR® Green. Este método utiliza fluoréforos que se
intercalam na fita dupla de DNA e, ao serem excitados por luz, emitem fluorescéncia,
sendo a intensidade desta proporcional a quantidade do produto de amplificacdo. A
fluorescéncia detectada e representada por meio do Ct (ciclo limiar, cycle threshold),
que representa o ciclo, na reacao de amplificacédo, a partir do qual a amplificacdo se
tornar exponencial.

As reacgdes foram preparadas em placas de 96 pocos (MicroAmp Optical,
Applied Biosystems) para um volume final de 20 pL, como descrito na tabela 2. Uma
reacdao sem amostra de RNA (controle negativo) foi realizada para cada par de
primers, a fim de se verificarem possiveis contaminagcdes, e uma reagao sem a
transcriptase reversa foi realizada para cada par de primers, para certificacao da

auséncia de possiveis contamina¢gdes com DNA gendmico.

Tabela 2. Reagentes da reagdo em cadeia de polimerase e suas respectivas quantidades.

Quantidade
Reagente
Mix Power SYBR® Green RT-PCR (2x) 10 uL
Transcriptase reversa 0,16 pL
RNA (5 ng/4,5 pL) 4,5uL
Primer forward (5 pmol/L) 0,4 uL
Primer reverse (5 pmol/L) 0,4 uL
Agua MilliQ 5,54 L
Volume total 20 yL

As reacbes foram conduzidas em um equipamento AB7500 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). A sequéncia dos iniciadores ou primers

utilizados esta descrita na tabela 3.
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Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados para determinagao da expressado génica por
PCR quantitativa em tempo real.

Primer’ Proteina correspondente Sequéncia
Ucp1 Proteina desacopladora tipo 1 (UCP1) F: 5-ACTGCCACACCTCCAGTCATT-3’
R: 5-CTTTGCCTCACTCAGGATTGG-3
Cidea Fator de fragmentagdo de DNA indutor de F: 5-TGCTCTTCTGTATCGCCCAGT-3’
morte celular, efetor A semelhante a R: 5-GCCGTGTTAAGGAATCTGCTG-3,

subunidade alfa (CIDEA)
Tmem26 Proteina transmembrana 26 (TMEM26) F: 5-ACCCTGTCATCCCACAGAG-3
R: 5-TGTTTGGTGGAGTCCTAAGGTC-3’
Cd40 Antigeno de diferenciagdo de grupo 40 F: 5-TTGTTGACAGCGGTCCATCTA-3’

(CD40) R: 5-CCATCGTGGAGGTACTGTTTG-3’
Prdm16 Proteina 16 contendo o dominio PR F: 5-CAGCACGGTGAAGCCATTC-3’
(PRDM16) R: 5-GCGTGCATCCGCTTGTG-3’
Gapdh Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase F: 5-AAGGGCTCATGACCACAGTC-3
(GAPDH) R: 5-CAGGGATGATGTTCTGGGCA-3’

! Identificagéo do primer pelo gene correspondente F: primer forward; R: primer reverse.

As condigdes de termociclagem na PCR foram:

e Programa de transcrigdo reversa: 48°C durante 30 minutos.

e Ativacdo da Taq DNA polimerase: 95°C durante 10 minutos.

e Quarenta ciclos de desnaturagdo, anelamento e amplificagdo: 95°C durante
15 segundos (desnaturagdo), 60°C durante 1 minuto (anelamento e
extensao).

e Programa de desnaturagdo ou dissociacdo do produto de amplificagdo
(curvas de melting): foi realizado apdés cada reagdao, com o objetivo de se
verificar sua especificidade, confirmando a auséncia de formagao de dimeros
de primers ou de produtos inespecificos de amplificacdo. Para isso, as
amostras foram submetidas a aumentos gradativos de temperatura
(acréscimos de 0,3 °C) de 60 °C para 95 °C. A medida que a temperatura
aumenta, a fluorescéncia decresce. O ponto correspondente ao decaimento
mais acelerado do sinal de fluorescéncia é denominado de temperatura de
dissociagdo Tm (melting temperature), e determina 0 momento em que o
produto de PCR apresenta-se 50% em fita dupla e 50% em fita simples. A Tm
€ especifica para cada sequéncia de DNA amplificada. Assim, espera-se que
apenas um pico de decaimento seja detectado para cada par de primers

utilizado. Os dados obtidos foram analisados em um grafico da razao entre a
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derivada da fluorescéncia e a derivada da temperatura (dF/ dT) em relagao a

temperatura.

As expressado relativa de RNAm para cada um dos genes alvo foram
determinadas pelo método comparativo AACt, com normalizagéo para o gene que
codifica a gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (Gapdh), o gene referéncia. Para
isso, os valores de Ct obtidos para cada amostra, nas reacées de amplificagado dos
genes alvo (cuja expressao se objetivou quantificar), foram subtraidos do Ct obtido
para as mesmas amostras, nas reagdes de amplificagdo do gene referéncia
(Gapdh), sendo obtido o ACt. A quantificagao relativa de cada gene alvo foi obtida
por meio do método de comparagdo de Ct ou AACt. Segundo este método, a
expressao relativa do gene alvo corresponde ao valor obtido pela férmula aritmética
2% em que AACt = ACtitervencio - ACteaibrado, €M que as intervencdes
corresponderam as amostras de tecido originadas de animais alimentados com DHL
e tratados com RSG ou GQ-16 e o calibrador, as amostras de tecidos originadas de

animais alimentados com DHL e tratados com veiculo.

4.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados no programa estatistico GraphPad Prism 5.0.
Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média
(EPM). Foi utilizado o teste t de Student pareado ou a andlise de variancia (ANOVA)
seguida da comparagdo multipla de Newman-Keuls, para comparagdao das médias
entre dois ou multiplos grupos, respectivamente. As mudangas da glicemia de jejum,
massa coporal e ingestdo de energia e agua ao longo do tempo e em resposta aos
tratamentos foram analisadas pela analise de variancia de dois fatores (two-way
ANOVA) seguido do pos-teste de Bonferroni. O critério de significancia estatistica foi
o valor de p inferior a 0,05.

Os resultados de expressdo génica relativa dos genes relacionados a
termogénese e dos genes seletivos do adipécito bege foram apresentados como
média + EPM da expressao nos grupos tratados com RSG ou GQ-16, em relagéo ao
grupo alimentado com DHL e tratado com veiculo (controle). A analise dos dados foi

realizada através o teste t de Student entre cada grupo tratado e o grupo controle.
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5 RESULTADOS

5.1 Inducgao de ganho de massa coporal e hiperglicemia por dieta hiperlipidica
Os camundongos do estudo 1 foram divididos, no periodo do desmame (3?
semana de vida) em 6 grupos, cada um contendo 4 animais. Nao foi observada
diferenca entre os grupos, com relagdo ao peso corporal, neste momento (Figura
6A). Um grupo foi alimentado com dieta controle e os outros 5, com DHL. A partir da
14® semana de vida, observou-se aumento do ganho peso corporal nos grupos
alimentados com DHL (Figura 6A). Na 16® semana de vida, antes do inicio do
tratamento, os animais alimentados com DHL apresentaram ganho cumulativo de
peso corporal significativamente maior, considerado desde o desmame, na 3°

semana de vida (Figura 6B).
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Figura 6. Ganho de peso induzido pela dieta hiperlipidica, estudo 1. (A) Peso corporal desde o
desmame (3% semana de vida) até a 16° semana de vida e (B) Ganho de peso corporal desde o
desmame até a 16 semana de vida em camundongos alimentados com dieta controle (n = 4) ou DHL
(n = 18), a partir do desmame. Dados apresentado como média + SEM. * p < 0,05 vs. Grupo
alimentado com dieta controle (andlise de variancia de dois fatores seguida do teste de Bonferroni e
teste t de Student pareado).

Nos camundongos alimentados com DHL, foi observado aumento da glicemia
média em jejum a partir da 12% semana de vida em relagdo aos alimentados com
dieta controle. Na 16 semana de vida, antes do inicio do tratamento, os
camundongos alimentados com DHL apresentaram glicemia média de jejum alterada

(> 100 mg/dL), conforme apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Glicemia em jejum dos camundongos alimentados com dieta controle ou DHL, estudo 1. A
partir da 12% semana de vida, foi observado aumento significativo da glicemia média em jejum nos
camundongos alimentados com DHL, comparados aos alimentados com dieta controle. A partir da
14® semana de vida, os camundongos alimentados com DHL apresentaram glicemia média em jejum
acima de 100 mg/dL. Camundongos alimentados com dieta controle (n = 4) ou DHL (n = 18), a partir
do desmame. Dados apresentado como média + SEM. * p < 0,05 vs. Grupo alimentado com dieta
controle (analise de variancia de dois fatores seguida do teste de Bonferroni e teste t de Student
pareado).

Os camundongos do estudo 2 foram divididos, no periodo do desmame (32
semana de vida) em 4 grupos, cada um contendo 5 animais. Um grupo foi
alimentado com dieta controle e os outros 3, com DHL. Neste estudo, nédo foi
observada diferenca entre o ganho de peso cumulativo nos animais alimentados
com dieta controle ou DHL (Figura 8), embora tenha havido aumento significativo da

glicemia de jejum (Figura 9), semelhante ao observado no estudo 1.
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Figura 8. Ganho de peso induzido pela dieta hiperlipidica, estudo 2. Ganho de massa corporal desde
o desmame até & 16 semana de vida em camundongos alimentados com dieta controle (n = 4) ou
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DHL (n = 18), a partir do desmame. Dados apresentado como média £+ SEM. * p < 0,05 vs. Grupo
alimentado com dieta controle (andlise de variancia de dois fatores seguida do teste de Bonferroni e
teste t de Student pareado).
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Figura 9. Glicemia em jejum dos camundongos alimentados com dieta controle ou DHL, estudo 2. Na
16° semana, antes do inicio do tratamento, os camundongos alimentados com DHL apresentaram
glicemia média em jejum acima de 100 mg/dL, e significativamente mais elevada que os animais
alimentados com dieta controle. Camundongos alimentados com dieta controle (n = 4) ou DHL (n =
18), a partir do desmame. Dados apresentado como média + SEM. * p < 0,05 vs. grupo alimentado
com dieta controle (teste t de Student pareado).

5.2 Efeitos do GQ-16 sobre o peso corporal, glicemia, adiposidade, ingestao
hidrica e de energia e concentragao circulante de transaminases

5.2.1 Estudo 1: tratamento com 5, 10 ou 20 mg/kg/d de GQ-16

No estudo 1, os camundongos que receberam dieta controle foram tratados
com veiculo e os que receberam DHL foram divididos em 5 grupos, e cada um
recebeu um dos seguintes tratamentos: veiculo, RSG (4 mg/kg/d) ou GQ-16 (5, 10
ou 20 mg/kg/d). Os tratamentos foram conduzidos durante 14 dias.

Os camundongos tratados com RSG apresentaram ganho de peso
significativo quando comparados aos que receberam dieta controle + veiculo ou DHL
+ veiculo. O tratamento com a menor dose de GQ-16 (5 mg/kg/d) induziu menor
ganho de peso quando comparado ao tratamento com veiculo ou RSG, nos animais
alimentados com DHL. O tratamento com 10 ou 20 mg/kg/d de GQ-16 induziu perda
de peso (Figura 10).
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Figura 10. Ganho de peso apds duas semanas de tratamento com veiculo, RSG (4 mg/kg/d), ou QG-
16 (5, 10 ou 20 m/kg/d), nos camundongos alimentados com dieta controle (tratamento com veiculo)
ou DHL (tratados com veiculo, RSG ou GQ-16). Dados apresentados como média + EPM. * p < 0.05
vs. dieta controle, # p < 0,05 vs. DHL (analise de Variancia - ANOVA — seguida de pos-teste de

Newman-Keuls); n = ~ 4 camundongos por grupo.

Foi observada também reducdo significativa da glicemia em resposta ao
tratamento com RSG e as duas maiores doses de GQ-16 (10 e 20 mg/kg/d),

conforme apresentado na Figura 11.

160 [ Dietacontrole
Hl DL
—_ *
g 1204
)
E - u i
s 809
g
(%]
(5]
= 404
&)
Veiculo Veiculo ROSI 5 10 20
1

' GQ-16 (mg/kg/d)

Figura 11. Glicemia de jejum apés duas semanas de tratamento com veiculo, RSG (4 mg/kg/d), ou
QG-16 (5, 10 ou 20 m/kg/d), nos camundongos alimentados com dieta controle (tratamento com
veiculo) ou DHL (tratados com veiculo, RSG ou GQ-16). Dados apresentados como média + EPM. * p
< 0,05 vs. dieta controle, # p < 0,05 vs. DHL (analise de Variancia - ANOVA — seguida de pos-teste de

Newman-Keuls); n = ~ 4 camundongos por grupo.

Os camundongos alimentados com DHL e tratados com veiculo apresentaram

aumento da massa adiposa visceral (epididimal) em relacdo aos alimentados com
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dieta controle. O tratamento com RSG aumentou a massa adiposa epididimal. No
grupo tratado com a maior dose de GQ-16 (20 mg/kg/d), foi observada redugéo da
massa adiposa para valores médios semelhantes aos dos animais que receberam
dieta controle (Figura 12A). N&o houve modificagdo significativa da massa do
depésito de tecido adiposo marrom interescapular, embora tenha sido observada
discreta tendéncia de aumento desta varidvel em resposta ao tratamento com RSG
(Figura 12B).
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Figura 12. Massa adiposa epididimal (A) e do depdsito de tecido adiposo marrom interescapular (B)
ap6s duas semanas de tratamento com veiculo, RSG (4 mg/kg/d), ou QG-16 (5, 10 ou 20 m/kg/d),
nos camundongos alimentados com dieta controle (tratamento com veiculo) ou DHL (tratados com
veiculo, RSG ou GQ-16). Dados apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs. dieta controle, # p <
0,05 vs. DHL (andlise de Variancia - ANOVA — seguida de poés-teste de Newman-Keuls); n = ~ 4
camundongos por grupo.

Foi observado aumento da ingestdo de energia nos camundongos tratados
com 20 mg/kg/d, em relagdo aos animais que receberam DHL + veiculo (Figura
13A). Nao houve modificagcdo da ingestdo hidrica em resposta a nenhuma das
intervengdes, em comparagcdo com os camundongos alimentados com dieta controle

e tratados com veiculo (Figura 13B).
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Figura 13. Ingestdo de energia (A) e ingestdo hidrica (B) apds duas semanas de tratamento com
veiculo, RSG (4 mg/kg/d), ou QG-16 (5, 10 ou 20 m/kg/d), nos camundongos alimentados com dieta
controle (tratamento com veiculo) ou DHL (tratados com veiculo, RSG ou GQ-16). Dados
apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs. dieta controle, # p < 0,05 vs. DHL (analise de
Variancia - ANOVA - seguida de pés-teste de Newman-Keuls); n = ~ 4 camundongos por grupo.

Nao foi observada alteracdo da concentracdo sérica das transaminases
aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase em resposta aos tratamentos
(Figuras 14 A e B).
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Figura 14. Concentracdo sérica de aspartato aminotransferase (A) e alanina aminotransferase (B)
apos duas semanas de tratamento com veiculo, RSG (4 mg/kg/d), ou QG-16 (5, 10 ou 20 m/kg/d),
nos camundongos alimentados com dieta controle (tratamento com veiculo) ou DHL (tratados com
veiculo, RSG ou GQ-16). Dados apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs. dieta controle, # p <
0,05 vs. DHL (andlise de Variancia - ANOVA — seguida de pos-teste de Newman-Keuls); n = ~ 4
camundongos por grupo.
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5.2.2 Estudo 2: tratamento com 40 mg/kg/d de GQ-16

No estudo 2, os camundongos que receberam dieta controle foram tratados
com veiculo e os que receberam DHL foram divididos em 3 grupos, e cada um
recebeu um dos seguintes tratamento: veiculo, RSG (4 mg/kg/d) ou GQ-16 (40
mg/kg/d). Os tratamentos foram conduzidos durante 14 dias.

Foi observado aumento do ganho de peso, em resposta a DHL, nos
camundongos tratados com RSG, e redugédo do ganho de peso nos animais tratados
com GQ-16 (Figuras 15 A e B).
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Figura 15. Ganho de peso em resposta ao tratamento com GQ-16. A. Ganho de peso, em gramas,
apos duas semanas de tratamento com com veiculo, RSG (4 mg/kg/d), ou QG-16 (40 mg/kg/d), nos
camundongos alimentados com dieta controle (tratamento com veiculo) ou DHL (tratados com
veiculo, RSG ou GQ-16). B. Visdo frontal de um camundongo representativo de cada grupo
alimentado com dieta hiperlipidica; 1 DHL + veiculo; 2 DHL + RSG; 3 DHL + GQ-16. Em A, dados
apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs. dieta controle, # p < 0,05 vs. DHL (analise de
Variancia - ANOVA — seguida de poés-teste de Newman-Keuls); n = ~ 4 camundongos por grupo.
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Foi observada também reducéao significativa da glicemia nos grupos tratados
com RSG e GQ-16 (Figura 16).
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Figura 16. Glicemia em jejum, apds duas semanas de tratamento com com veiculo, RSG (4 mg/kg/d),
ou QG-16 (40 mg/kg/d), nos camundongos alimentados com dieta controle (tratamento com veiculo)
ou DHL (tratados com veiculo, RSG ou GQ-16). Dados apresentados como média + EPM. * p < 0,05
vs. dieta controle, # p < 0,05 vs. DHL (analise de Variancia - ANOVA — seguida de pos-teste de
Newman-Keuls); n = ~ 4 camundongos por grupo.

O tratamento com GQ-16, mas ndo com RSG, resultou em aumento

significativo da energia ingerida (Figura 17).
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Figura 17. Energia ingerida, apds duas semanas de tratamento com com veiculo, RSG (4 mg/kg/d),
ou QG-16 (40 mg/kg/d), nos camundongos alimentados com dieta controle (tratamento com veiculo)
ou DHL (tratados com veiculo, RSG ou GQ-16). Dados apresentados como média + EPM. * p < 0,05
vs. dieta controle, # p < 0,05 vs. DHL (andlise de Variancia - ANOVA — seguida de pos-teste de
Newman-Keuls); n = ~ 4 camundongos por grupo.
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O tratamento com RSG aumentou o ganho de massa adiposa epididimal
(visceral) em resposta a DHL, ao passo que no grupo de camundongos tratado com
GQ-16 houve redugado da massa deste depdsito adiposo (Figuras 18 A e B).
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Figura 18. Massa adiposa epididimal em resposta ao tratamento com GQ-16. A. Massa adiposa
epididimal, em gramas, corrigida para a massa corporal total, apds duas semanas de tratamento com
com veiculo, RSG (4 mg/kg/d), ou QG-16 (40 mg/kg/d), nos camundongos alimentados com dieta
controle (tratamento com veiculo) ou DHL (tratados com veiculo, RSG ou GQ-16). B. Visao frontal da
cavidade abdominal, com detalhe do depdsito adiposo epididimal, em um camundongo representativo
de cada grupo alimentado com dieta hiperlipidica; 1 DHL + veiculo; 2 DHL + RSG; 3 DHL + GQ-16;
TABepi tecido adiposo branco epididimal; setas: TABepi. Em A, dados apresentados como média *
EPM. * p < 0,05 vs. dieta controle, # p < 0,05 vs. DHL (analise de Variancia - ANOVA — seguida de
pos-teste de Newman-Keuls); n = ~ 4 camundongos por grupo.
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Os camundongos tratados com RSG apresentaram tendéncia de aumento da
massa do depédsito de tecido adiposo marrom interescapular, ao passo que o0s
tratados com GQ-16 apresentaram tendéncia de redugcéo da massa deste depdsito.
No entanto, nenhuma das alteragdes foi estatisticamente significativa (Figuras 19 A
e B). Estas tendéncias de alteragdo da massa do depdésito de tecido adiposo marrom
interescapular foram acompanhadas de coloracdo mais clara deste depdsito nos
camundongos tratados com RSG e mais escura nos tratados com GQ-16 (Figura 19
B).
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Figura 19. Massa do deposito de tecido adiposo marrom interescapular em resposta ao tratamento
com GQ-16. A. Massa adiposa marrom interescapular, em gramas, corrigida para a massa corporal
total, apds duas semanas de tratamento com com veiculo, RSG (4 mg/kg/d), ou QG-16 (40 mg/kg/d),
nos camundongos alimentados com dieta controle (tratamento com veiculo) ou DHL (tratados com
veiculo, RSG ou GQ-16). B. Visdo macroscopica do depodsito de tecido adiposo marrom
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interescapular, em um camundongo representativo de cada grupo alimentado com dieta hiperlipidica;
1 DHL + veiculo; 2 DHL + RSG; 3 DHL + GQ-16. Em A, dados apresentados como média + EPM. * p
0,05 vs. dieta controle, # p < 0,05 vs. DHL (analise de Variancia - ANOVA — seguida de pos-teste de
Newman-Keuls); n = ~ 4 camundongos por grupo.

5.3 Efeitos do GQ-16 sobre a expressao de genes relacionados a termogénese
no tecido adiposo

5.3.1 Estudo 1: tratamento com 5, 10 ou 20 mg/kg/d de GQ-16

Nos camundongos tratados com RSG, foi observado aumento da expresséao
do RNAm dos genes Ucp1, Cidea e Prdm16 no tecido adiposo marrom
interescapular (Figura 20). Foi observado aumento da expressdo de Ucp? nos
camundongos tratados com 10 e 20 mg/kg/d de GQ-16, e aumento da expresséo de
Cidea e Prdm16 nos camundongos tratados com 20 mg/kg/d de GQ-16 (Figura 20).
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Figura 20. Expressdo de genes relacionados a termogénese no tecido adiposo marrom
interescapular. Niveis de RNAm de Ucp-1, Cidea e Prdm16 nos camundongos alimentados com DHL,
apos duas semanas de tratamento com veiculo, RSG (4 mg/kg/d) ou QG-16 (5, 10 ou 20 m/kg/d).
Dados apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs. grupo alimentado com DHL e tratado com
veiculo (One-way ANOVA). n = ~ 4 animals per group.

No tecido adiposo branco epididimal (visceral), foi observado aumento da
expressao do RNAm dos genes Ucp1 e Cidea nos camundongos tratados com 20
mg/kg/d de GQ-16. Nao houve modificacdo da expressdo de Prdm16 em resposta
ao GQ-16. A expressdao do RNAm de nenhum desses genes se modificou em

resposta ao tratamento com RSG (Figura 21).
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Figura 21. Expressao de genes relacionados a termogénese no tecido adiposo branco epididimal.
Niveis de RNAm de Ucp-1, Cidea e Prdm16 nos camundongos alimentados com DHL, apds duas
semanas de tratamento com veiculo, RSG (4 mg/kg/d) ou QG-16 (5, 10 ou 20 m/kg/d). Dados
apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs. grupo alimentado com DHL e tratado com veiculo
(One-way ANOVA). n = ~ 4 animais por grupo.

No tecido adiposo inguinal (subcutaneo), foi observado aumento da
expressao do RNAm do gene Ucp1 em resposta ao tratamento com 5 mg/kg/d de
GQ-16, porém reducdo da expressao em resposta a dose mais elevada, de 20
mg/kg/d. A expressdo do RNAm de Cidea e Prdm16, diferentemente, diminuiu em
resposta ao tratamento com RSG e GQ-16 (Figura 22).
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Figura 22. Expressdo de genes relacionados a termogénese no tecido adiposo branco inguinal.
Niveis de RNAm de Ucp-1, Cidea e Prdm16 nos camundongos alimentados com DHL, apés duas
semanas de tratamento com veiculo, RSG (4 mg/kg/d) ou QG-16 (5, 10 ou 20 m/kg/d). Dados
apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs. grupo alimentado com DHL e tratado com veiculo
(One-way ANOVA). n = ~ 4 animais por grupo.

5.3.2 Estudo 2: tratamento com 40 mg/kg/d de GQ-16

Nos camundongos tratados com 40 mg/kg/d de GQ-16 durante 2 semanas, foi
observado aumento significativo da expressdo do RNAm dos genes Ucp1, Cidea e
Prdm16 no tecido adiposo branco epididimal. Neste tecido, a expressao de Ucp1 e
Cidea nao se modificou em resposta ao tratamento com RSG e a expressao de
Prdm16, diminuiu (Figura 23).
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Figura 23. Expressao de genes relacionados a termogénese no tecido adiposo branco epididimal.
Niveis de RNAmM de Ucp-1, Cidea e Prdm16 nos camundongos alimentados com DHL, apds duas
semanas de tratamento com veiculo, RSG (4 mg/kg/d) ou QG-16 (40 mg/kg/d). Dados apresentados
como média £+ EPM. * p < 0,05 vs. grupo alimentado com DHL e tratado com veiculo (One-way
ANOVA). n = ~ 4 animais por grupo.

No tecido adiposo branco inguinal, a expressao de Ucp1, Cidea e Prdm16 nao
se modificou em resposta ao tratamento com GQ-16. A expressao de Ucp7 diminuiu
em resposta ao tratamento com RSG e a expressédo de Cidea e Prdm16 nao se
modificou (Figura 24).
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Figura 24. Expressdo de genes relacionados a termogénese no tecido adiposo branco inguinal.
Niveis de RNAmM de Ucp-1, Cidea e Prdm16 nos camundongos alimentados com DHL, ap6s duas
semanas de tratamento com veiculo, RSG (4 mg/kg/d) ou QG-16 (40 mg/kg/d). Dados apresentados
como média £+ EPM. * p < 0,05 vs. grupo alimentado com DHL e tratado com veiculo (One-way
ANOVA). n = ~ 4 animais por grupo.

5.4 Efeitos do GQ-16 sobre a expressdo de genes seletivos do adipécito bege
no tecido adiposo

5.4.1 Estudo 1: tratamento com 5, 10 ou 20 mg/kg/d de GQ-16

O tratamento com GQ-16 nas doses de 5, 10 ou 20 mg/kg/d n&do modificou a
expressao do RNAm seletivos do adipdocito bege (Cd40 e Tmem26) no tecido
adiposo branco epididimal. A mesma resposta foi observada nos animais tratados
com RSG (Figura 25).
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Figura 25. Expressdo de genes seletivos do adipdcito bege no tecido adiposo branco epididimal.
Niveis de RNAmM de Cd40 e Tmem26 nos camundongos alimentados com DHL, apds duas semanas
de tratamento com veiculo, RSG (4 mg/kg/d) ou QG-16 (5, 10 ou 20 m/kg/d). Dados apresentados
como média + EPM. * p < 0,05 vs. grupo alimentado com DHL e tratado com veiculo (One-way
ANOVA). n = ~ 4 animais por grupo.

No tecido adiposo branco inguinal, foi observado aumento dose-dependente
da expressdo de RNAm de Cd40 e Tmem26 em resposta ao tratamento com GQ-16,
até a dose de 20 mg/kg/d. Também foi observado aumento em resposta ao

tratamento com RSG (Figura 26).
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Figura 26. Expressdo de genes seletivos do adipdcito bege no tecido adiposo branco inguinal. Niveis
de RNAm de Cd40 e Tmem26 nos camundongos alimentados com DHL, apds duas semanas de
tratamento com veiculo, RSG (4 mg/kg/d) ou QG-16 (5, 10 ou 20 m/kg/d). Dados apresentados como
média + EPM. * p < 0,05 vs. grupo alimentado com DHL e tratado com veiculo (One-way ANOVA). n
= ~ 4 animais por grupo.

5.4.2 Estudo 2: tratamento com 40 mg/kg/d de GQ-16
Foi observada tendéncia de aumento da expressdao do RNAm do Cd40 em

resposta ao tratamento com 40 mg/kg/d de GQ-16, embora ndo significativa, no

tecido adiposo epididimal. A expressao de Tmem26 nao se modificou em resposta
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ao tratamento com esta dose de GQ-16. Ndo houve modificagdo da expresséo de

Cd40 ou Tmem26 nos camundongos tratados com RSG (Figura 27).
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Figura 27. Expressdo de genes seletivos do adipdcito bege no tecido adiposo branco epididimal.
Niveis de RNAmM de Cd40 e Tmem26 nos camundongos alimentados com DHL, apds duas semanas
de tratamento com veiculo, RSG (4 mg/kg/d) ou QG-16 (40 mg/kg/d). Dados apresentados como
média + EPM. * p < 0,05 vs. grupo alimentado com DHL e tratado com veiculo (One-way ANOVA). n
= ~ 4 animals per group.

No tecido adiposo branco subcutidneo, houve tendéncia de aumento da
expressao de Cd40 em resposta ao tratamento com 40 mg/kg/d mas ndo ao
tratamento com RSG, e tendéncia de aumento da expressdao de Tmem26 em

resposta ao tratamento com RSG, mas n&o ao tratamento com GQ-16 (Figura 28).
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Figura 28. Expressao de genes seletivos do adipocito bege no tecido adiposo branco inguinal. Niveis
de RNAm de Cd40 e Tmem26 nos camundongos alimentados com DHL, apds duas semanas de
tratamento com veiculo, RSG (4 mg/kg/d) ou QG-16 (40 mg/kg/d). Dados apresentados como média +

EPM. * p < 0,05 vs. grupo alimentado com DHL e tratado com veiculo (One-way ANOVA). n = ~ 4
animais por grupo.
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5.5 Efeitos do GQ-16 sobre caracteristicas histolégicas do tecido adiposo

Nos camundongos tratados com 40 mg/kg/d de GQ-16, foram avaliadas
também caracteristicas histolégicas do tecido adiposo marrom interescapular e do
tecido adiposo branco epididimal e inguinal.

Foi observado aumento do acumulo lipidico no tecido adiposo marrom
interescapular em resposta a DHL, indicado pelo aumento de tamanho das goticulas
lipidicas intracelulares. O tratamento com RSG ou GQ-16 reduziu esta acumulo,

porém a resposta ao GQ-16 foi mais acentuada (Figura 29).

Figura 29. Efeito do GQ-16 sobre caracteristicas histolégicas do tecido adiposo marrom
interescapular. O tratamento com GQ-16 na dose de 40 mg/kg/d, durante 14 dias, reduz o conteudo
lipidico no adipécito marrom (4). Tecido adiposo marrom interescapular corado com hematoxilina e
eosina, de um camundongo representativo de cada grupo; 1 dieta controle, 2 DHL + veiculo, 3 DHL +
RSG (4 mg/kg/d), 4 DHL + GQ-16 (40 mg/kg/d). Imagens mostradas com aumento de 10 vezes.
Escala de 50 um. N ~ 4 camundongos por grupo.

No tecido adiposo branco epididimal, observou-se aumento do tamanho dos

adipdcitos nos camundongos alimentados com DHL e tratados com veiculo ou RSG,
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quando comparados aos alimentados com dieta controle. Os animais alimentados
com DHL e tratados com GQ-16, no entanto, apresentaram redugdo do tamanho do

adipdcito neste depésito adiposo (Figura 30).

Figura 30. Efeito do GQ-16 sobre caracteristicas histolégicas do tecido adiposo branco epididimal. O
tratamento com GQ-16 na dose de 40 mg/kg/d, durante 14 dias, reduz o conteudo lipidico no
adipécito branco (4). Tecido adiposo branco epididimal corado com hematoxilina e eosina, de um
camundongo representativo de cada grupo; 1 dieta controle, 2 DHL + veiculo, 3 DHL + RSG (4
mg/kg/d), 4 DHL + GQ-16 (40 mg/kg/d). Imagens mostradas com aumento de 10 vezes. Escala de

100 um. N ~ 4 camundongos por grupo.

No tecido adiposo branco inguinal, foi verificado comportamento semelhante

ao observado no tecido adiposo branco epididimal (Figura 31).
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Figura 31. Efeito do GQ-16 sobre caracteristicas histolégicas do tecido adiposo branco inguinal. O
tratamento com GQ-16 na dose de 40 mg/kg/d, durante 14 dias, reduz o conteudo lipidico no
adipocito branco (4). Tecido adiposo branco inguinal corado com hematoxilina e eosina, de um
camundongo representativo de cada grupo; 1 dieta controle, 2 DHL + veiculo, 3 DHL + RSG (4
mg/kg/d), 4 DHL + GQ-16 (40 mg/kg/d). Imagens mostradas com aumento de 10 vezes. Escala de
100 um. n ~ 4 camundongos por grupo.
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6 DISCUSSAO

Os agonistas completos de PPARy, como as TZDs pioglitazona e RSG,
constituem estratégia efetiva para o tratamento da resisténcia insulinica associada
ao DM2, embora sua utilizagao seja limitada por uma série de efeitos desfavoraveis,
incluindo ganho de peso, retengao hidrica, perda de massa 6ssea e possivelmente,
no caso da RSG, toxicidade cardiovascular ™. O interesse pelo PPARy como alvo
farmacoldgico, no entanto, foi renovado nos ultimos anos em razdo da melhor
compreensao a respeito dos mecanismos de acdo das TZDs e também de vias
moleculares reguladas pelo receptor e que estdo envolvidas nos beneficios
metabdlicos resultantes de sua ativacdo. Recentemente, foi demonstrado que o
efeito de agonistas completos e parciais do PPARy pode ndo ser somente
relacionado a sua atividade agonista classica, mas também a sua capacidade de
bloquear a fosforilacido da serina 273 do PPARYy, mediada pela ciclina 5 dependente
de quinase *®*°. Outro beneficio potencial dos agonistas de PPARy é a inducéo do
aparecimento, no tecido adiposo branco, de adipdcitos com fendtipo semelhante ao
do adipécito marrom, ou o amarronzamento do tecido adiposo branco. Estes
adipdcitos, denominados adipécitos bege, apresentam capacidade plena de
executar a termogénese 3. O amarronzamento do tecido adiposo branco, entretanto,
parece requerer agonismo completo do PPARy 13 como o observado em resposta a
ligacao das TZDs ao receptor, e ndo foi observado em resposta a ligacado de um
agonista parcial. Neste estudo, foi verificado que o GQ-16, um agonista parcial de
PPARy derivado de TZD “°, induziu um padrdo de expressdo génica no tecido
adiposo branco semelhante ao do adipdcito marrom.

O tratamento de camundongos obesos e hiperglicémicos com GQ-16 (20 e 40
mg/kg/d) reduziu o ganho de peso e de massa adiposa visceral em resposta a DHL,
reduziu a glicemia em jejum e aumentou a ingestdo de energia. A observacéo de
reducédo do ganho de peso simultaneamente ao aumento da ingestao de energia foi
considerada sugestiva de aumento do gasto energético nos camundongos tratados
com GQ-16. Considerando-se que o GQ-16 é um agonista seletivo de PPARy *° e
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que o PPARy apresenta expressdo elevada no tecido adiposo °-, este achado

motivou a investigacédo da indugcdo de amarronzamento do tecido adiposo branco em
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resposta ao tratamento com GQ-16. Embora néo tenha sido avaliado o gasto
energético dos camundongos, foi observado que o tratamento com GQ-16 aumentou
a expressao do RNAm dos genes Ucp1 e Cidea no tecido adiposo branco epididimal
(visceral), mas n&o no inguinal (subcutaneo). Este achado foi acompanhado de
reducdo da massa adiposa epididimal e do tamanho do adipécito epididimal, e pode
ser indicativo de aumento da lipdlise e respiragdo desacoplada (termogénese) neste
depdsito adiposo. Isto, por sua vez, pode ter contribuido para a redugéo do ganho de
peso. Em animais tratados com a dose mais elevada de GQ-16 (40 mg/kg/d), ndo é
possivel excluir que um possivel aumento do gasto energético possa ter sido
também mediado por aumento da atividade do tecido adiposo marrom. O grupo de
camundongos tratado com esta dose de GQ-16 apresentou redugédo da massa de
tecido adiposo marrom interescapular, além de aspecto mais escurecido deste
depésito e reducido do tamanho da goticula lipidica no adipécito marrom. Estas sao
caracteristicas que podem indicar aumento da atividade deste tecido ".

O efeito dos agonistas completos de PPARy em promover caracteristicas
semelhantes as do adipdcito marrom no tecido adiposo branco, como aumento da
biogénese mitocondrial e da expressdo da UCP1, foi descrito ha mais de uma
década por diferentes grupos de pesquisa '>°'%. Estudos mais recentes forneceram
evidéncias inequivocas de que estas ceélulas compreendem um tipo celular distinto.

5,30

Apresentam origens diferentes das do adipécito marrom , assim como perfil de

expressdo génica caracteristico °

. Estes estudos também apontaram para os
possiveis mecanismos envolvidos no amarronzamento do tecido adiposo branco em
resposta a ativacdo do PPARY.

Foi mostrado que o amarronzamento do tecido adiposo branco em resposta a
agonistas completos de PPARYy ocorre preferencialmente no tecido adiposo branco
subcutaneo e é em grande parte determinado por estabilizagdo e aumento dos
niveis de PRDM16 '3, um coregulador da transcricdo implicado no desenvolvimento

% e também do bege *. Alguns destes estudos indicaram

do adipdcito marrom
também que o amarronzamento do tecido adiposo branco esta associado a aumento
do consumo de oxigénio (indicador de termogénese) somente diante de estimulagao
B3-adrenérgica, tanto em cultura 12 quanto in vivo °. Estes achados sdo consistentes

com a observagdo de que as TZDs n&o resultam, por si s6s, em aumento do gasto
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energético % Embora induzam a expressao de um “programa genético” termogénico
no tecido adiposo branco, que presumivelmente estaria associado a aumento do
gasto energético e possivelmente perda de peso, o tratamento com TZDs esta

associado a aumento do peso .

Alguns agonistas parciais de PPARYy,
diferentemente, estdo associados a redugcao de ganho de peso em modelos de
obesidade °°°%. Isso sugere a possibilidade de que seu efeito sobre o peso seja
mediado por amarronzamento do tecido adiposo branco e aumento da termogénese.
Entretanto, nenhum dos agonistas parciais de PPARy estudados até o momento em
relagdo a este processo associou-se a aumento da expressdo de genes
relacionados a termogénese no tecido adiposo branco 3. Em contraste com estes
dados, nossos resultados indicam que o agonista parcial de PPARy GQ-16 aumenta
a expressao de Ucp1 e Cidea preferencialmente no tecido adiposo branco visceral.
Destes resultados, surgem dois pontos de questionamento: o que explicaria a
inducado preferencial da expressdao de Ucp? e Cidea no tecido adiposo branco
visceral? O que explicaria o amarronzamento do tecido adiposo branco induzido por
um agonista parcial de PPARy?

O aparecimento de adipdcitos bege no tecido adiposo branco varia entre
diferentes linhagens de camundongos em resposta a ativacdo do PPARy 12 assim
como 0 que se observa em resposta a ativacdo simpatica 629 g possivel também
que a resposta de diferentes depdsitos de tecido adiposo aos efeitos
amarronzadores dos agonistas de PPARy também seja diferente, de forma que em
algumas linhagens de camundongos haja efeito preferencial sobre o tecido adiposo
branco subcutaneo e, em outras, sobre o tecido adiposo branco visceral. De fato,
estudos envolvendo diferentes linhagens de camundongos mostraram que embora
na maioria delas os efeitos amarronzadores dos agonistas de PPARy ocorram no
tecido adiposo branco subcutaneo, a indugédo da expressao de genes relacionados a
termogénese também ¢é observada no tecido adiposo branco visceral. Em
camundongos obesos KKAy, as TZDs pioglitazona, troglitazona e NC-2100
induziram a expressdo do RNAm do gene Ucp7 no tecido adiposo branco visceral
(mesentérico) °'. Diferentemente, em camundongos C57BI/6J db/db, o tratamento
com RSG induziu a expressdo do RNAm do gene Ucp1 no tecido adiposo branco

subcutaneo (inguinal) %>, Um efeito semelhante foi observado em camundongos
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C57BI/6J selvagens tratados com o agonista total de PPARy COOH *2.
Camundongos FVB machos tratados com este mesmo agonista, COOH,
apresentaram aumento da expressdo do gene Ucp? no tecido adiposo branco
visceral (mesentérico e epididimal) e também no subcutaneo *°. No presente estudo,
foi observado que camundongos Swiss machos com obesidade induzida por DHL
apresentaram indugéo preferencial de genes relacionados a termogénese (Ucp1 e
Cidea) no tecido adiposo branco visceral (epididimal) em resposta ao tratamento
com o derivado de TZD GQ-16. Além disto, nossos dados indicaram que nesses
animais ndo houve indugédo da expressao destes genes em resposta a RSG no
tecido adiposo branco visceral ou subcuténeo. Isto pode indicar que a linhagem de
camundongos estudada, Swiss, seja menos propensa ao amarronzamento do tecido
adiposo branco induzido pela RSG, ou que depésitos adiposos ndo analisados neste
estudo, como o0 mesentérico, retroperitoneal ou subcutaneo anterior, responderiam
ao efeito amarronzador da RSG.

Foi observada também inducdo da expressdo dos genes seletivos do
adipocito bege (Tmem26 and Cd40) ° no tecido adiposo branco subcutaneo, mas
nao no epidimal, em resposta ao GQ-16 e a RSG, embora os genes relacionados a
termogénese tenham sido induzidos no tecido adiposo branco epididimal. Os genes
seletivos do adipécito bege foram descritos recentemente em adipécitos
diferenciados em cultura a partir da fragdo stromal vascular de depdsitos adiposos
inguinais (subcutaneos) de camundongos 129SVE °. E possivel que os adipdcitos
bege recrutados no tecido adiposo branco visceral em resposta aos agonistas do
PPARYy expressem baixos niveis destes marcadores, ou mesmo que estas células
apresentem uma assinatura genética distinta.

A outra questdo € como o GQ-16, um agonista parcial do PPARYy, promoveria
o amarronzamento do tecido adiposo branco, considerando que outros agonistas
parciais ja foram investigados com relagao a este aspecto e nao foi observado efeito.
A indugdo do amarronzamento do tecido adiposo branco em resposta a agonistas
totais mas nao parciais do PPARYy sugere que a conformacédo do LBD do PPARy
ligado ao agonista total seja necessaria para recrutar os adipdcitos bege 3 Uma
caracteristica marcante de agonistas totais, como as TZDs, € de se ligar ao LBD do

PPARy e estabilizar a hélice 12 € ao passo que agonistas parciais tipicamente
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modificam a conformagao da hélice 3, sem modificar a conformacéo da hélice 12 ©'.
O GQ-16 é um agonista parcial de PPARy com modo de ligagéo singular ao LBD do
PPARy, quando comparado a outros agonistas parciais. Embora ndo estabeleca
nenhum contato direto com a hélice 12, é capaz de estabilizar sua conformagao *°.
Simulagbées de dindmica molecular sugerem que esse efeito seja mediado por uma
molécula de agua, que promove uma interagao indireta entre 0 GQ-16 e o LBD do
PPARy *. A conformacdo estabilizada da hélice 12 no complexo PPARy:GQ-16
poderia explicar os efeitos amarronzadores do tecido adiposo branco em resposta
ao tratamento com este agonista parcial.

Em resumo, nossos dados indicam que o agonista parcial de PPARy GQ-16
induz redugao do ganho de peso e da massa adiposa visceral em resposta a DHL,
apesar de aumentar o consumo de energia. Estes efeitos foram acompanhados da
inducdo da expressao de genes relacionados a termogénese (Ucp? and Cidea) no
tecido adiposo branco epididimal, sugerindo que o amarronzamento do tecido
adiposo visceral tenha contribuido, pelo menos em parte, para a reducdo do ganho
de peso. A importancia do adipdcito bege para a homeostase energética foi
claramente demonstrada em roedores ’, e os dados indicando que os depésitos de
tecido adiposo previamente identificados como marrons no humano adulto sejam
constituidos em grande parte por adipécitos bege indicam a possibilidade de traduzir
os conhecimentos a respeito da biologia dos adipdcitos bege dos roedores para os
humanos. Neste contexto, os resultados do presente estudo sugerem que a ativagao
do PPARYy por agonistas parciais, que ndo estdo associados a efeitos desfavoraveis
relacionados ao agonismo completo, possa ser uma estratégia efetiva para induzir

amarronzamento do tecido adiposo branco e, assim, tratar a obesidade e o diabetes.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicaram que, em camundongos Swiss machos:

O tratamento com GQ-16 nas doses de 5, 10, 20 e 40 mg/kg/d, durante 2
semanas, reduziu o ganho de peso associado a DHL,;

O tratamento com GQ-16 nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg/d, durante 2 semanas,
reduziu a hiperglicemia induzida por DHL;

O tratamento com GQ-16 nas doses de 20 e 40 mg/kg/d, durante 2 semanas,
aumentou o consumo de energia;

O tratamento com GQ-16, nas doses de 20 e 40 mg/kg/d reduziu o ganho de
massa adiposa branca epididimal em resposta a DHL;

O tratamento com GQ-16 induziu aumento da expressao de genes relacionados
a termogénese (Ucp1, Cidea e Prdm16) no tecido adiposo branco epididimal, de
forma dose-dependente.

O tratamento com GQ-16 na dose de 5 mg/kg/d induziu aumento da expressao
do RNAm do gene Ucp1 no tecido adiposo branco inguinal, porém n&o houve
modificagdo em resposta as demais doses (10, 20 e 40 mg/kg/d) nem
modificacdo da expressdo do RNAmM dos outros genes relacionados a
termogénese analisados (Cidea e Prdm16).

O tratamento com GQ-16 na dose de 20 mg/kg/d induziu a expressédo do RNAm
de genes seletivos do adipdcito bege (Cd40 e Tmem26) no tecido adiposo
branco inguinal, porém ndo houve modificagdo da expressao destes genes em
respostas as demais doses testadas, nem no tecido adiposo branco epididimal.

O tratamento com GQ-16, na dose de 40 mg/kg/d, reduziu o acumulo lipidico no
tecido adiposo marrom interescapular e reduziu o tamanho do adipécito no tecido

adiposo branco epididimal e inguinal.
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