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O reldgio esta correndo

Aproveite o maximo de hoje

O tempo nao espera nenhum homem
O ontem é historia

O amanha é um mistério

Mas o hoje € uma dadiva,

E por isso que se chama presente

Alice Morse Earle



RESUMO

A prevaléncia da obesidade esta em ascensdo mundial e associa-se ao
desenvolvimento de resisténcia insulinica e diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
Tiazolidinadionas (TZD) melhoram a sensibilidade a insulina e a homeostase da
glicose em humanos e modelos animais. Os efeitos benéficos sdo, em grande parte,
devidos a ativacdo do receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais
(PPARY). A utilizacdo clinica das TZD, no entanto, é limitada devido a efeitos
adversos de ganho ponderal e adipogénese, retencdo hidrica, perda de massa
0ssea e aumento do risco cardiovascular. A ativacao parcial e especifica do PPARY,
assim como a modulacdo seletiva de sua atividade em determinados tecidos,
apresenta capacidade de sensibilizag&o insulinica sem indu¢éo de ganho ponderal
associado a ativacdo completa e ndo seletiva pelas TZD. Ativacdo total de PPARy
pelas TZD estd associada também a inducdo de perfil de expressdo génica
relacionado a termogénese no tecido adiposo branco (TAB), aumento da expressao
da proteina desacopladora 1 (UCP1) na membrana mitocondrial interna e aumento
da biogénese mitocondrial. Estas ac¢des, contudo, ndo resultam em aumento do
gasto energético e reducdo ponderal. O desenvolvimento de ligantes com atividade
agonista parcial/moduladora seletiva e capazes de induzir a termogénese no TAB
poderia representar estratégia para tratamento simultdneo da obesidade e
resisténcia insulinica. Com objetivo de investigar o composto derivado de TZD, GQ-
02, sobre variaveis metabdlicas e a expressdo de Ucpl no adipdcito branco, foram
realizados ensaios em cultura de células e in vivo, com camundongos C57BI/6
alimentados com dieta hiperlipidica (DHL). O GQ-02 apresentou efeito adipogénico
fraco em pré-adipécitos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar em cultura de células com
meio contendo inibidor de fosfodiesterase, dexametasona e insulina. In vivo, o
tratamento com GQ-02 (20 mg/kg/dia), durante 21 dias, apresentou efeito
antidiabético semelhante ao da TZD classica rosiglitazona e, ainda, perda de peso e
reducdo da eficiéncia metabdlica nos camundongos alimentados com DHL. Foi
observado, ainda, em resposta ao tratamento com GQ-02, reducdo da massa do
tecido adiposo branco visceral e do tamanho dos adipdcitos, acompanhado de
tendéncia ao aumento do consumo de oxigénio e aumento significativo da expressao
do gene que codifica Ucpl neste depdsito de TAB. No tecido adiposo marrom, foi
observado reducdo do conteudo lipidico intracelular e tendéncia ao aumento da
expressao de Ucpl nos camundongos tratados com GQ-02. N&ao foram observadas
diferencas nas caracteristicas histolégicas do TAB subcutaneo e, no figado, foi
observado melhora da esteatose hepatica em resposta ao tratamento com o GQ-02.
Estes resultados sugerem efeitos metabdlicos favoraveis do GQ-02 em modelo de
obesidade e DM2, que incluem seu possivel potencial termogénico.

Palavras-chave: obesidade, diabetes mellitus tipo 2, receptor gama ativado por
proliferadores peroxissomais, tiazolidinadionas, GQ-02, proteina desacopladora 1.



ABSTRACT

The prevalence of obesity is on the rise worldwide and is associated with the
development of insulin resistance and type 2 diabetes mellitus (T2D).
Thiazolidinediones (TZD) enhance insulin sensitivity and glucose homeostasis in
humans and animal models. The beneficial effects are largely due to the activation of
peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARY). The clinical use of TZDs,
however, is limited due to side effects of weight gain and adipogenesis, fluid
retention, loss of bone mass and increased cardiovascular risk. The partial and
specific activation of PPARy, as well as the selective modulation of its activity in
certain tissues, results in improved insulin sensitivity without inducing weight gain
associated with the full and non-selective activation by TZDs. Full activation of
PPARYy by TZDs is also associated with induction of gene expression profile related
to thermogenesis in white adipose tissue (WAT), increased expression of uncoupling
protein 1 (UCP1) in the inner mitochondrial membrane and increased mitochondrial
biogenesis. These actions, however, do not result in increased energy expenditure
and weight loss. The development of PPARy ligands with partial agonist / selective
modulator activity capable of inducing thermogenesis in WAT could represent a
strategy for the simultaneous treatment of obesity and insulin resistance. In order to
investigate the TZD-derivative compound GQ-02 on metabolic variables and UCP1
expression in white adipocytes, assays were performed in cell culture and in vivo with
C57BL/6 mice fed with high fat diet (HFD). GQ-02 showed a weak adipogenic effect
on preadipocytes 3T3-L1 induced to differentiate in cell culture medium containing
phosphodiesterase inhibitor, dexamethasone, and insulin. In vivo, treatment with GQ-
02 (20 mg/kg/day) for 21 days showed an antidiabetic effect similar to that of the
classical TZD rosiglitazone, in addition to weight loss and decreased metabolic
efficiency. GQ-02 treatment also reduced visceral WAT mass and the size of
adipocytes, accompanied by a trend torwards increased oxygen consumption and an
increased expression of Ucpl in this fat depot. In brown adipose tissue, there was a
decrease in intracellular lipid content and a trend towards increases Ucpl expression
in mice treated with GQ-02. No differences were observed in the histological
characteristics of subcutaneous WAT. There was an improvement of hepatic
steatosis in response to treatment with GQ-02. These results suggest the favorable
metabolic effects of GQ-02 in an obesity and T2D model, including its possible
potential thermogenic effect.

Keywords: obesity, type 2 diabetes mellitus, peroxisome proliferator-activated
receptor gamma, thiazolidinedione, GQ-02, uncoupling protein-1.
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1 INTRODUCAO

Obesidade e sobrepeso sdo problemas de saude publica mundial (1). O
sobrepeso, em 2014, abrangia 39% da populagdo mundial adulta com idade acima
de 18 anos e, destes, 13% estavam obesos (2). No Brasil, a frequéncia de excesso
de peso em adultos acima de 18 anos era de 52,5%, em 2014, enquanto que a de
obesos era de 17,9%, sem apresentar diferenca entre os sexos (3).

A obesidade resulta de interagdo complexa entre fatores genéticos,
ambientais, comportamentais e metabdlicos que afetam o equilibrio entre a ingestao
e 0 gasto energético (1) , promovendo acumulo excessivo e prejudicial de gordura
corporal (4).

A obesidade esta associada com o desenvolvimento de outras doengas, como
o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemia, doenca cardiaca coronariana,
disturbios respiratorias, osteoartrose de grandes e pequenas articulacbes e aumento
da incidéncia de certas formas de cancer (5).

O DM2, uma doenga antigamente considerada de inicio tardio, aumentou
acentuadamente entre criangas e jovens simultaneamente ao aumento da obesidade
(6). DM2 representa uma desordem metabdlica caracterizada por hiperglicemia
cronica, resultado de defeitos na acdo da insulina, secrecdo de insulina ou em
ambas (7).

A ascensdo na prevaléncia de obesidade e DM2 acarreta crescente
investigacdo no desenvolvimento de terapéuticas eficazes (8). O tecido adiposo, ao
atuar como regulador chave da homeostase energética, representa foco de interesse
das pesquisas envolvendo obesidade e doencas metabdlicas a ela associadas (1).

O tecido adiposo foi classicamente dividido em dois tipos, com origens em
células precursoras diferentes, o tecido adiposo branco (TAB) e o tecido adiposo
marrom (TAM). O TAB possui papel essencial de armazenamento de energia sob a
forma de triglicerideos (TG) e, em situacbes de déficit de energia, controla o
fornecimento desta para os tecidos pela liberacdo de acidos graxos na corrente
sanguinea (9). O TAM, em contrapartida, € especializado em dissipar a energia
guimica sob forma de calor, por meio da termogénese adaptativa (10). O marcador

7

da termogénese nos adipdcitos é a proteina desacopladora 1 (UCP1), proteina
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mitocondrial responsavel por dissipar o gradiente eletroquimico de prétons gerado
pela cadeia respiratdria na forma de calor (11).

Um terceiro tipo de adipécito, descrito em roedores como tipo celular indutivel
em depositos de TAB mediante estimulos termogénicos como exposicao cronica ao
frio ou sinalizagao [(-adrenérgica (12), apresenta caracteristicas morfolégicas
semelhantes as do adipdcito marrom e expressa marcadores de termogénese, como
a UCP1, mas apresenta origem e assinatura de transcricdo especificas (12). Estes
adipécitos sdo denominados adipdcitos bege ou marrom indutiveis.

Adipdcitos bege exibem capacidade termogénica e, devido a possibilidade de
recrutamento destas células com capacidade termogénica no TAB, representam
importante foco de pesquisa contra a obesidade (1). Neste contexto, o receptor
nuclear ativado por proliferadores peroxissomais gama (PPARY), regulador chave da
diferenciacdo de adipocitos branco e marrom (13), tem sido alvo crescente de
estudos.

PPARy apresenta papel essencial na modulacdo da expressdo de genes
envolvidos nas vias adipogénicas e lipogénicas e esta envolvido também no
amarronzamento do TAB, ou recrutamento do adipécito bege (14). Ativacdo de
PPARy por agonistas sintéticos totais conduz ao amarronzamento do TAB por
estabilizacdo da ligacdo da proteina contendo o dominio PR 16 (PRDM16) no
complexo do PPARy (15). PRDM16 é um fator de transcricdo essencial para o
desenvolvimento tanto do TAM classico a partir dos seus precursores (16) quanto
para a expressdao do programa genético termogénico em células bege e sua
capacidade de realizar respiracao desacoplada (17).

Agonistas totais do PPARy, como as tiazolidinadionas (TZD), representadas
pela rosiglitazona e pioglitazona, apresentam papel essencial na regulacdo do
metabolismo da glicose e sensibilidade a insulina (18), sendo utilizados na pratica
clinica como farmacos antidiabéticos. O uso das TZD, no entanto, esta associado a
efeitos adversos comuns da classe, que incluem ganho de peso, retencdo hidrica e
edema, fraturas Osseas e risco cardiovascular (8, 19). Ha ainda efeitos adversos que
parecem ser composto-especificos, como risco aumentado de infarto do miocardio
observado com o uso da TZD rosiglitazona (20) e responsavel por sua retirada do

mercado europeu em 2010 (21).
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A modulacdo da atividade do PPARy representa possivel estratégia de
tratamento do DM2 e resisténcia a insulina (8). Novos compostos, agonistas parciais
ou moduladores seletivos de PPARY, sdo considerados estratégias mais seguras e
efetivas de regular a atividade do PPARy com finalidade terapéutica por
apresentarem o efeito sensibilizador insulinico caracteristico dos agonistas totais do
PPARy, mas com auséncia dos efeitos indesejaveis (19). O aumento da
sensibilidade a insulina observado com agonistas totais (22), agonistas parciais (23)
ou mesmo ligantes ndo-agonistas de PPARy (24) se relaciona com a inibicdo da
fosforilacdo do PPARy na Ser?’® mediada por cinase dependente de ciclina 5 (Cdk5)
(21), desvinculando o efeito benéfico do efeito adipogénico caracteristico da ativacédo
total de PPARYy (19).

Apesar de ter sido descrito o amarronzamento do TAB com 0 agonismo
completo de PPARy pelas TZD (15), agonistas parciais (MRL24) ou moduladores
seletivos do PPARy (SR1664, SR1824) apresentam pouco ou nenhum efeito sobre a
expressao de genes relacionado a termogénese (1). O desenvolvimento de ligantes
com atividade agonista parcial/moduladora seletiva, capazes de induzir o
amarronzamento do TAB sem os efeitos adversos dos agonistas totais do PPARY,
poderiam representar estratégia efetiva para o tratamento simultdneo da obesidade
e da resisténcia insulinica. Neste contexto, destaca-se um composto derivado de
TZD, GQ-02 (25), que apresentou potente efeito antidiabético in vivo, na auséncia de
ganho de peso caracteristico das TZD (26), em camundongos com obesidade e
diabetes induzidos por dieta hiperlipidica. Além disso, o efeito sobre o peso nao foi
acompanhado de reducdo da ingestdo de energia, sugerindo a possibilidade de
efeito deste composto sobre outros mecanismos que regulam o ganho de peso em
resposta a dieta, ndo representados por reducdo do aporte energético. O objetivo
deste estudo foi, assim, investigar se o efeito do GQ-02 sobre o ganho de peso em
resposta a dieta hiperlipidica apresenta contribuicdo da indugdo de propriedades

termogénicas em depositos de TAB.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OBESIDADE

2.1.1 Definicéo

Obesidade e sobrepeso sao definidos como acumulo anormal ou excessivo
de gordura no tecido adiposo representando risco a saude (4). A classificacdo
graduada de excesso de peso em individuos adultos utilizada frequentemente em
estudos epidemiolégicos é baseada no valor do indice de massa corporal (IMC). O
IMC pode ser calculado para individuos adultos de todas as idades e a interpretacao
de seu valor é a mesma para ambos os sexos. E definido como o peso, em
quilogramas, dividido pelo quadrado da altura, em metros (kg/m?) (4), e utiliza-se do
pressuposto de que a maior variacdo de peso para as pessoas da mesma altura
sera devida a massa adiposa (5).

A classificacdo do estado nutricional segundo o IMC permite comparacgdes da
condicdo de peso dentro e entre populacdes e a identificacdo de individuos ou
grupos em risco de comorbidades (Quadro 1). Permite também identificacdo de
prioridades para intervencbes nas perspectivas individual ou comunitaria e a

avaliacdo da efetividade de tais intervengdes (4).

Quadro 1 — Classificacéo de individuos adultos segundo o IMC.

Classificagéo IMC (kg/m?) Risco de comorbidades
Baixo peso <18,5 Baixo
Peso normal 18,5-24,9 Médio
Sobrepeso 225,0 -
Pré-obeso 25-29,9 Aumentado
Obeso classe | 30-349 Moderado
Obeso classe 35-39,9 Grave
Obeso classe llI 240 Muito grave

Adaptado de (4)
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2.1.2 Epidemiologia

Estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indicam que a
obesidade estd em crescimento em todo o mundo e que, desde 1980, a prevaléncia
da obesidade mundial mais do que duplicou (2). Estimativas projetavam para o ano
de 2030 um numero absoluto de individuos com sobrepeso de aproximadamente 2
bilhdes (6, 27), porém foi demonstrado que, em 2014, mais de 1,9 bilhdo de
individuos com idade igual ou superior a 18 anos j4 estavam acima do peso e,
dentre estes, mais de 600 milhdes eram obesos (2). No Brasil, a frequéncia de
excesso de peso foi de 52,5%, sendo maior entre homens do que entre mulheres, e
a frequéncia de adultos obesos foi de 17,9%, sem diferenca entre os sexos (3).

Alteracbes da prevaléncia da obesidade na populacdo adulta reflete em
impressionante aumento do peso de criancas e adolescentes, tanto em paises
industrializados quanto em paises em desenvolvimento (5). Entre as criancas com
idade inferior a cinco anos, 42 milhGes apresentavam sobrepeso ou obesidade em
2013 (2).

Contrariamente a outros principais riscos globais que estdo em declinio, tais
como tabaco e desnutricdo infantil, obesidade e sobrepeso estdo em ascenséo,
particularmente em ambientes urbanos e em paises em desenvolvimento (28). A
obesidade e o sobrepeso apresentam maior taxa de mortalidade do que o baixo
peso (2), representando grande desafio para a salde publica e a mortalidade em
muitos paises (28).

De grande interesse sdo 0s aumentos simultaneos e paralelos da prevaléncia
de condicdes patologicas associadas a obesidade (29). Estima-se que 44% do risco
de ocorréncia de DM2 seja atribuivel as epidemias globais de sobrepeso e
obesidade (30).

A maioria das mortes atribuiveis ao excesso de peso € por condi¢cdes
cardiovasculares (28) e individuos obesos estdo em risco para uma série de
doencas associadas, ou ndao, a maior risco cardiovascular. Além do DM2, destacam-
se condigbes como resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, dislipidemia, doenga
cardiaca coronariana, hipertensdo arterial, trombose, asma, osteoartrites, doenca
renal crbnica, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica, doenca de Alzheimer e

algumas formas de céancer (6, 29, 31).
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2.1.3 Fisiopatologia da obesidade e correlagdo com o diabetes mellitus tipo 2

A obesidade ocorre devido ao estado de desequilibrio entre a ingestdo e o
gasto de energia, em que ha excesso de acumulo lipidico afetando negativamente a
saude metabdlica (4, 30, 32). Nas Uultimas décadas, a obesidade tem sido
considerada consequéncia de modificacdes no estilo de vida, que incluem acesso
facilitado a alimentos altamente caloricos, com consequente aumento de seu
consumo, juntamente com sedentarismo (6). Embora este conceito bésico seja
valido, é cada vez mais evidente que a obesidade ndo pode ser explicada
simplesmente como resultado de ingestdo excessiva de alimentos ricos em energia
em conjunto com falta de atividade fisica (6).

A obesidade é um distarbio crénico e complexo que apresenta etiologia
multifatorial. O aumento da prevaléncia de obesidade nos Ultimos anos sugere que
sua ocorréncia e complicacfes estdo associadas a outros fatores, tais como
genéticos, epigenéticos, sociais, culturais, comportamentais, fisiologicos,
metabdlicos e ambientais (6, 28, 33). Estes fatores, por sua vez, influenciam de
maneiras variadas a homeostase energética, em especial a fisiologia do tecido
adiposo.

Até 1990, os adipécitos eram considerados apenas depdsitos de
armazenamento para a reserva metabodlica em excesso resultante do desequilibrio
energético entre a ingestdo e o gasto de energia (4, 6). Com a descoberta de um
hormonio derivado dos adipdcitos, a leptina, que sinaliza sobre a reserva energética
para outros érgaos, incluindo o sistema nervoso central (SNC) (34), foram atribuidas
acOes enddcrinas aos adipocitos (35). Posteriormente, foram identificados outros
fatores secretados pelo tecido adiposo, denominados adipocinas, que possuem
sinalizagdo em outros 6rgaos, e incluem a resistina, fator de necrose tumoral a
(TNF-a), entre outros (36).

A obesidade também esta ligada a expanséo patolégica do tecido adiposo
que gera um estado de inflamacéo cronica de baixa intensidade e contribui para o
desenvolvimento de doencgas associadas a obesidade (37) (Figural).

A expanséo patoldgica do tecido adiposo esta relacionada com o aumento do
namero dos adipdcitos (hiperplasia) bem como aumento do volume dos adipdcitos

(hipertrofia) (38). Nos estégios iniciais da expansdo ocorre diminuicdo do fluxo
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sanguineo para este tecido em razdo da hipertrofia dos adipdcitos resultando em
areas de microhipoxia localizada que, por sua vez, desencadeiam mudancas da
composicao celular dos depdsitos de gordura e fibrose (37, 38). A reducédo do fluxo
sanguineo também limita o fornecimento de nutrientes ao tecido e resulta em
necrose adipocitaria (37).

A necrose dos adipdcitos € um eminente estimulo fagocitario que regula a
infiltracdo de macrofagos e células imunitarias no tecido adiposo (37). Diferentes
subconjuntos de macrofagos estdo envolvidos na inflamacdo do tecido adiposo
induzida pela obesidade. Os macrofagos que se acumulam no tecido adiposo obeso
sdo macrofagos M1, ou classicamente ativados, responsaveis por produzir citocinas
pré-inflamatérias como TNF-a e interleucina-6 (IL-6), além de espécies reativas de
oxigénio (39, 40). Os macrofagos M2, ou alternativamente ativados, estdo presentes
no tecido adiposo de animais magros e regulam positivamente a producdo de
citocinas anti-inflamatérias e negativamente a de citocinas pré-inflamatérias (40).
Estes dados sugerem que recrutamento e acumulo dos macréfagos M1 estejam
envolvidos em promover a resisténcia a insulina, enquanto macréfagos M2 protegem
contra a resisténcia a insulina induzida por obesidade (41).

Os macrofagos infiltrados agregam-se ao redor dos adipdcitos necréticos e
formam estruturas semelhantes a coroas (“crown-like”) (42) Estes macréfagos se
fundem no processo de fagocitose da goticula de lipideo formando amplos sincicios
multinucleados carregados de lipideos, indicios morfolégicos do processo de
inflamacéo crénica (42, 43).

O resultado do processo de obesidade é um estado de disfuncdo metabdlica
em gue ocorre recrutamento e acumulo de células imunitérias ao redor do adipécito
necrotico e o aumento da liberacdo das citocinas pré-inflamatérias, como leptina e
resistina, no tecido adiposo. O estado inflamatoério do tecido adiposo obeso contribui

para a resisténcia a insulina (37), demonstrado na figura 1.
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Figura 1 Expanséo saudavel e patoldgica do tecido adiposo. O continuo e excessivo armazenamento
de TG pelo adipdcito resulta em hipertrofia do tecido adiposo e, muitas vezes, na deposicdo ectdpica
de gordura. (A) Expansdo saudavel ocorre com aumento no recrutamento de células precursoras de
adipdcitos, que serdo diferenciadas em adipdcitos, juntamente com recrutamento de outros tipos
celulares, vascularizagdo, minima inducdo de matriz extracelular e minima inflamacéo. (B) Expanséo
patolégica descrita como hipertrofia de células adiposas existentes, elevada infiltragdo de macréfagos
e células imunitérias, limitada angiogénese e fibrose, associada com inflamagédo crbnica que resulta
em resisténcia a insulina. Adaptado de (38).

2.2 TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo de mamiferos pode ser dividido em dois tipos principais (44),
tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM), que apresentam
fungbes diametralmente opostas no metabolismo energético (11).

O TAB é o tecido especializado no armazenamento do excesso de energia na
forma de triglicerideos que, em situacdes de jejum, sédo liberados como acidos
graxos para a circulacdo (45) e que sofre a expansdo patoldgica durante a
obesidade, estando diretamente implicado no contexto pré-inflamatorio desta
condicao (46, 47, 48).
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O TAM, em contraste, é especializado na termogénese adaptativa, ou seja, na
producéo de calor em resposta a determinados estimulos (11, 47). O calor produzido
pelo TAM é essencial para a sobrevivéncia de pequenos mamiferos sob exposicao
ao frio como também em animais hibernantes (31). O TAM age como defesa contra
a hipotermia na maioria, se ndo todos, os mamiferos e, mais recentemente, foi

identificado seu papel protetor contra obesidade e diabetes (12, 48).

2.2.1 Morfologia

Os adipécitos brancos e marrons apresentam amplas diferencas
morfoldgicas, que correspondem as suas diferencas funcionais, principalmente em
termos de estrutura das goticulas lipidicas e quantidade de mitocéndrias (Figura 2).
O adipécito branco, responsavel pelo armazenamento de energia, apresenta Unica
goticula de lipideo rodeado por fina camada de citoplasma, sendo caracterizado
como adipdcito unilocular. Diferentemente, o adipdcito marrom, responsavel pela
termogénese ou producao de calor, caracteriza-se pelo aspecto multilocular, ou seja,
por possuir multiplas pequenas goticulas de lipideo em seu citoplasma (44, 49).
Quanto ao contetudo mitocondrial, 0 TAB possui poucas mitocondrias e os adipécitos
marrons possuem numerosas e grandes mitocondrias que contém a proteina
especializada denominada proteina desacopladora 1 (UCP1) (49).

A UCP1 é um transportador mitocondrial especifico do tecido adiposo
termogénico responsavel por dissipar a energia quimica resultante do potencial de
membrana mitocondrial na forma de calor (48, 50). Para tanto, esta proteina,
presente na membrana mitocondrial interna, desacopla o gradiente de prétons,
gerado na mitocondria, da sintese de ATP (46). Este gradiente eletroquimico de
prétons é gerado durante a passagem de elétrons ao longo da cadeia respiratéria e
€ dissipado pela UCP1l a partir do espaco intermembranoso para a matriz
mitocondrial. Esta dissipacdo, por sua vez, resulta na transformacdo da energia
quimica em geracao de calor (46). Em consisténcia com seu papel essencial a
termogénese, camundongos com delecdo homozigota do gene que codifica a UCP1
de fato ndo séo capazes de manter a temperatura corporal quando expostos ao frio
(12).
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(A) (B)

Figura 2 Caracteristicas morfologicas do adipécito branco e marrom. (A) Adipécito branco
apresentando goticula lipidica unilocular e reduzido contetdo mitocondrial. (B) Adipécito marrom com
multiplas goticulas lipidicas e amplo nimero de mitocondrias com presenca de UCP1. Adaptado de
(48).

2.2.2 Adipécito bege e termogénese adaptativa

O SNC é capaz de detectar mudancas da temperatura corporal e, em
situacOes de exposicao crbnica ao frio, ativa o tecido adiposo termogénico via
catecolaminas secretadas por nervos simpaticos que inervam diretamente no TAM
(51, 52). A sinalizacdo adrenérgica para o TAM, por sua vez, induz a expressao e
atividade da UCP1 e, assim, a termogénese. Em consisténcia com o papel central
da sinalizacdo adrenérgica na termogénese neste depdsito adiposo, a ativacdo do
TAM também € observada em resposta a administracdo de agonistas beta-
adrenérgico e no contexto de tumores secretores de catecolaminas.

Além de seus efeitos sobre o TAM, a exposicao crénica ao frio e ativagao B-
adrenérgica sao também estimulos para a expressdao da UCP1 e da capacidade
termogénica de aglomerados de células adiposas localizadas no TAB (31). Estes
adipécitos, embora localizados em depdsitos de TAB, apresentam goticulas lipidicas
multiloculares, alto teor de mitocondrias e expressam conjunto de genes
relacionados a termogénese, caracteristicos do adipdcito marrom, como 0 que
codifica a UCP1 (31). Estas células foram inicialmente denominadas adipécitos
marrons indutiveis (recrutaveis), ou adipécitos bege, por apresentarem muitas das
caracteristicas morfologicas e moleculares dos adipocitos marrons classicos (49).

Apesar da semelhante capacidade termogénica, adipécitos bege e marrom

classicos expressam assinaturas genéticas diferentes e caracteristicas moleculares
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distintas (12, 53), devendo ser considerados como dois tipos diferentes de células
termogénicas (31). Diferenca evidente entre os dois tipos de células é que os
adipécitos marrons classicos expressam altos niveis de UCP1 e demais genes
termogénicos sob condi¢bes basais, enquanto que os adipécitos bege expressam
genes termogénicos apenas quando estimulados, como em resposta a agonistas do
receptor B-adrenérgico (14, 54). Outra distingcdo entre os adipdcitos marrom e bege
sao suas diferentes origens no desenvolvimento. O TAM surge a partir de células
precursoras que expressam o fator miogénico 5 (Myf5*), e de que derivam também
as células musculares (16), enquanto os adipocitos bege ndo derivam destes
precursores (15, 31).

A confirmacdo de que o desenvolvimento do TAM classico e do tecido
muscular esquelético se da a partir do mesmo precursor foi a identificacdo de um
cofator transcricional que age como regulador dominante para a expressao de genes
de adipécitos marrons, a proteina contendo o dominio PR 16 (PRDM16) (16). A
ablacdo de PRDM16 em culturas primarias de adipécitos marrons resultou no
desenvolvimento de células musculares esqueléticas, ao passo que a expressao de
PRDM16 em mioblastos desviou a diferenciacdo destas células para adipdcitos
marrons (16). Assim, os adipécitos marrons classicos, localizados principalmente na
regido interescapular de camundongos, se desenvolvem a partir de precursores
mioblasticos Myf5* que se diferenciam em adipocitos marrons por acdo de
reguladores transcricionais (15).

Os adipécitos marrons classicos e os adipécitos brancos também possuem
diferentes origens no desenvolvimento (55), visto que os precursores de adipécitos
brancos ndo expressam 0s genes miogénicos observados nos precursores de
adipécitos marrons (56). Assim, adipdcitos bege e brancos derivam de precursores
celulares Myf5-. A origem e sequéncia de desenvolvimento dos adipdcitos bege nédo
estd completamente esclarecida (31) e hipoteses sdo desenvolvidas a fim de
entender se os adipdcitos bege se diferenciam a partir da transdiferenciagdo das
células brancas ou a partir da maturagédo de precursores bege localizados no TAB
(31).

Foi demonstrado recentemente que a maioria, se nao todos, os adipocitos
bege presentes no TAB subcutaneo originam-se a partir de populacdo precursora
bege, e ndo de adipdcitos maduros pré-existentes (57). Além disso, a identificacao

de marcadores de superficie celular especificos de precursores de adipécitos bege,
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como o CD137 e a proteina de transmembrana 26 (Tmem26), isolados a partir da
fracdo vascular estromal, sugeriram n&o haver a transformacéo direta de adipdcitos
brancos maduros em bege, pelo menos em condi¢des fisiologicas (12).

Além da caracterizacdo molecular dos adipdcitos termogénicos, marrons e

7

bege, outro foco de pesquisas é a identificacdo de reguladores transcricionais
envolvidos na diferenciacdo destes tipos de adipdcito a partir de seus precursores.
Alguns reguladores transcricionais dominantes no desenvolvimento e funcdo dos
adipécitos marrons foram identificados e, além da PRDM16, que também esta
envolvida no desenvolvimento das células bege a partir de seus precursores e em
sua atividade (15, 47), incluem o coativador 1a do receptor ativado por proliferadores
peroxissomais gama (PGC1a) (Figuras 3 e 4). A PRDM16 € altamente expressa em
depdsitos de TAB propensos ao recrutamento de adipécitos bege ou ao

“amarronzamento”, em camundongos, como o TAB subcutaneo inguinal (47).

Prdm16
Q Compromehda Diferenciagéo Ativacao
Celula Myfo:+ Preadipocito marrom Adipécito marrom Adipécito marrom ativado

Figura 3 Regulacao transcricional do desenvolvimento de adip6citos marrom. Adip6écitos marrom sao
derivados a partir de linhagem progenitora expressando Myf5. PRDM16 conduz a diferenciacdo do
préadipécito marrom em adipécito marrom. Termogénese em adipécitos marrom é ativada por
estimulo ao frio ou agonista B3, aumentando a expressao e atividade de PGC-1a, coactivador de
transcricdo que coordena a programacdo do gene em resposta a ativacdo. PRDM16, proteina
contendo o dominio 16; PPARYy, receptor gama ativado por proliferador peroxissomal; PGC-1q,
coativador 1a do receptor ativado por proliferadores peroxissomais gama. Adaptado de (31).

O coativador PGC1a é conhecido como regulador principal da biogénese
mitocondrial e metabolismo oxidativo em varios tipos celulares, sendo expresso em
musculo esquelético, coracao, rim, cérebro e tecido adiposo (58). Em adipdcitos, o
PGC1a induz a transcricdo de genes relacionados a termogénese, como o que
codifica a UCP1 (31). A expressao e atividade de PGC1a sao reguladas diretamente
pela via de sinalizagédo B-adrenérgica (59), representando a ligacdo entre o ativador

fisiologico da termogénese e a maquinaria transcricional. O PGC1a, ao ser
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bY

fosforilado e ativado em resposta a estimulacdo simpatica (59, 60), regula a
expressao génica por interagcdes com receptores nucleares, como o receptor nuclear
ativado por proliferadores peroxissomais gama (PPARYy) (31).

Assim, o PGC1a €& um fator transcricional central para a ativagcdo da
termogénese induzida por frio ou agonistas adrenérgicos em adipécitos marrons
classicos (61, 62) e para a expressdo dos genes termogénicos em TAB (63).
Consistentemente, sua ablacéo reduz a expressdo de muitos genes termogénicos,
embora ndo influencie a expressao de alguns genes seletivos de adipdcitos marrons

classicos (55).
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Figura 4 Regulagdo transcricional do desenvolvimento de adipécitos bege. No TAB inguinal, a
estimulacao B-adrenérgica desencadeia predominantemente diferenciacéo de células precursoras em
adipdcitos bege, conduzindo a expressao e atividade de PGC-1a em adipdcitos bege. Agonistas de
PPARy, TZD promovem o amarronzamento tanto por aumentar a estabilidade de PRDM16 quanto
através de desacetilacdo de PPARy dependente de SIRT1 (mecanismo que serd detalhado
posteriormente), que recruta PRDM16 aos genes alvo de PPAR-y. No TAB epididimal, o excesso de
calorias promove a diferenciacdo de células progenitoras em adipécitos brancos enquanto que a
ativacdo B-adrenérgica estimula o desenvolvimento de adipécitos bege. PRDM16, proteina contendo
o0 dominio 16; PPARYy, receptor gama ativado por proliferador peroxissomal; PGC-1a, coativador 1a
do receptor ativado por proliferadores peroxissomais gama; Ac, acetilacdo; SIRT1, desacetilase
dependente de NAD sirtuina 1. Adaptado de (31).
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2.2.3 Distribuicéo do tecido adiposo

Determinados depésitos de tecido adiposo em humanos ndo possuem
correspondentes precisos em camundongos, e vice-versa. Grande proporcédo da
gordura visceral nos humanos esta contida no omento, tecido que € escasso em
roedores. Por outro lado, grandes depoésitos de gordura epididimal de camundongos
machos, amostradas frequentemente como representantes da gordura visceral, ndo
possuem correspondentes bem definidos nos humanos (55). Os depdsitos
subcutaneos em camundongos sdo supridos por vasos e nervos especificos,
principalmente noradrenérgicos, que também s&o caracteristicos no TAM (49),
sendo que esta semelhanca parece estar envolvida na inducdo de propriedades
termogénicas em adipdécitos subcutaneos em resposta ao frio, estimulacdo beta-
adrenérgica ou outros hormonios (17).

2.2.3.1 Tecido adiposo branco

Determinantes das condi¢Bes associadas a obesidade séo influenciadas nao
apenas pela magnitude do excesso de gordura corporal como também pela
distribuicdo regional da gordura (4, 5, 64). Diferentes tipos de depdésitos de tecido
adiposo existem com relacdo a sua localizacdo anatbmica, sendo que diferem,
também, com relacdo a sua funcéo enddcrina, atividade lipolitica, resposta a insulina
e a outros hormonios (64).

Duas grandes categorias de obesidade s&o reconhecidas, a obesidade
visceral, caracterizada por aumento dos depositos de gordura localizados em torno
dos 6rgdos, e a obesidade subcutanea, caracterizada por aumento dos depoésitos
sob a pele (50). Existem, ainda, distingbes entre depdsitos de gordura visceral de
acordo com a sua localizagdo, como perigonadal, mesentérica, retroperitoneal, entre
outros (55).

As diferencas das condi¢des associadas a expansao dos dois tipos principais
de TAB, visceral e subcutdneo, estdo fortemente relacionadas ao processo

inflamatorio, intenso no primeiro. De fato, os macrofagos sao mais abundantes no
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tecido adiposo visceral do que no subcutaneo, e este maior recrutamento para o
tecido adiposo visceral esta relacionado a inflamacao crénica e desenvolvimento da
resisténcia insulinica (37).

A deposicéo visceral intra-abdominal do tecido adiposo, caracterizando a
obesidade superior, € mais frequentemente associada ao desenvolvimento de
hipertensdo arterial, hiperinsulinemia, resisténcia a insulina, DM2 e hiperlipidemia
(5). A adiposidade visceral esta fortemente associada com aumento da mortalidade,
mesmo em individuos com IMC normal (65), enquanto que a adiposidade

subcutanea parece ser relativamente benigna (66).

2.2.3.2 Tecido adiposo marrom

O TAM, tecido termogénico, é uma adaptacdo dos mamiferos mais evidente
em pequenos roedores e criancas (52). A necessidade de maior quantidade de TAM
em animais menores ocorre devido a maior area de superficie em relacdo ao volume
se relacionando, assim, com um maior risco de hipotermia (46). Mamiferos maiores,
porém, perdem estes depdsitos apés a infancia (67).

Em seres humanos, os depésitos de TAM foram caracterizados
primeiramente em fetos e recém-nascidos, como medida de protecdo durante as
primeiras horas apos o nascimento em ambiente frio, sendo localizados nas regides
perirrenal, periadrenal, axilares e cervical (52, 67).

Em humanos adultos, método de imagem funcional de tomografia por
emissdo de poésitrons utilizando glicose marcada com fldor 18 e combinado com
tomografia computadorizada (PET-CT) identificou areas discretas de tecido adiposo
metabolicamente ativo, sugestivas de TAM (68). De fato, a analise
imunohistoquimica de amostras deste tecido evidenciou adipocitos marrons UCP1-
positivos (68, 70) que, independentemente da idade ou sexo, foram encontrados em
seres humanos adultos nas regides cervical e toraxica superior. Foi observado,
ainda, que estimulos adrenérgicos, como exposicdo ao frio, ativavam estes
depoésitos de TAM e promoviam sua expansdo, e que sua presenca em seres
humanos correlaciona-se inversamente tanto com a quantidade de gordura corporal

guanto com a idade (49, 71). A presenca de TAM ativo em humanos adultos e sua
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correlagdo com indicadores de saude metabdlica sugerem a capacidade de alterar a
quantidade e atividade destes depdsitos como estratégia terapéutica para a
obesidade e disturbios a ela relacionados, como o DM2 (46).

Os adipocitos dos depositos de tecido adiposo termogénico visualizados em
humanos adultos e considerados de TAM compartiham mais propriedades
moleculares com os adipécitos bege, identificados inicialmente em roedores, do que
especificamente com o TAM classico (12, 53, 72) (Figura 5). Em neonatos humanos,
no entanto, na regido interescapular, os adipocitos apresentam caracteristicas de
TAM cléssico e, com o crescimento até a vida adulta, a quantidade destas células

diminui e passa a ser observado predominio de adipécitos bege (72, 73, 74).
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Figura 5 Localizacdo anatbmica predominante dos adipdcitos marrom, branco e bege em
camundongos e humanos adultos. Adaptado de (71).

2.3 RECEPTORES NUCLEARES

Receptores nucleares (RN) constituem uma superfamilia de fatores de
transcricdo que apresentam dominios estruturais altamente conservados e séo
ativados por pequenos compostos lipofilicos (75). Estes receptores regulam a
expressao de genes envolvidos em ampla variedade de processos fisiologicos e do

desenvolvimento (75).
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Os genes que codificam estes receptores parecem ter surgido na cena
evolutiva ha aproximadamente 635 milhdes de anos e estdo expressos em alguns
dos organismos mais simples. Evolutivamente, os RN estdo associados a explosdo
Cambriana, diversificacdo macica a partir de organismos relativamente simples,
principalmente unicelulares, para organismos multicelulares e morfologicamente
mais complexos, organizados em tecidos e 6rgaos (75). Estdo ausentes, porém, em
fungos, plantas e ciano flagelados (76). Os mamiferos, incluindo camundongos e
seres humanos, possuem aproximadamente 48 genes que codificam RN (75).

Os ligantes de RN incluem hormonios, vitaminas lipofilicas e metabdlitos de
colesterol (75, 77). Os receptores nucleares que possuem ligantes identificados se
tornaram alvos bem caracterizados para o desenvolvimento de drogas eficazes para
tratamento de indmeras disfuncdes, incluindo DM2 e distirbios endocrinos e
reprodutivos (77), visto que os farmacos mais eficazes sdo normalmente pequenos
compostos hidrofébicos que podem atravessar a membrana plasmatica e ativar o
RN. H4, ainda, os receptores orfaos, que ndo possuem ligantes conhecidos e
correspondem a aproximadamente metade dos RN em mamiferos (77). Em
organismos ndo mamiferos, o nimero de RN com ligantes identificados é ainda
menor (75).

Estruturalmente, os RN apresentam sequéncias altamente conservadas e,
considerando o seu grau de homologia, foram definidas seis sub-regiées estruturais
comuns a estes receptores, denominadas de regides A a F (77) (Figura 6).

A regido amino-terminal ou A/B é a regidao mais divergente entre os RN e
contém um dominio de ativacdo independente de ligante, denominado funcéo de
ativacdo 1 (AF-1), em muitos receptores. A regido C corresponde ao dominio mais
conservado e apresenta dois segmentos estruturais conhecidos como “dedos de
zinco”, que determinam a ligacdo do RN a regides especificas de DNA, formando o
dominio de ligacdo ao DNA (DBD). A regiao D é chamada de dobradicga, localiza-se
entre o DBD e o LBD e é uma regido relativamente curta e com baixo grau de
conservagao, que desempenha papel na modulacdo da ligagcdo dos receptores ao
DNA. A regido E corresponde ao dominio de ligacdo ao ligante (LBD) e contém o
dominio de ativagdo dependente de ligante, ou fungédo de ativagdo 2 (AF-2) (77). O
dominio E oferece as principais superficies para a dimerizagdo do RN, além da

interacdo com cofatores da transcricdo (78). O dominio F, adicional em direcdo a
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regido carboxi-terminal do dominio E, € observado apenas em alguns receptores e

nao possui funcao definida (77).
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Figura 6 Estrutura geral dos receptores nucleares. (A) Estrutura priméria representando a regido
amino-terminal (dominio A/B, em que se encontra o dominio funcéo de ativacdo 1 ou AF-1), dominio
de ligagdo ao DNA (DBD, dominio C), regido de dobradica (dominio D), regido carboxi-terminal ou
dominio de ligagéo ao ligante (LBD, dominio E), e dominio F. (B) Estrutura secundéria representando
as regides amino (N) e carboxi-terminais (C), AF-1, DBD e LBD. Adaptado de (79).

2.3.1 Ativacao dos receptores nucleares

Os RN compartilham sequéncia de aminoacidos altamente conservada nos
dominios principais, o DBD e o LBD (75). O LBD corresponde a estrutura terciaria
formada quase que exclusivamente por a-hélices dispostas em camadas (80) e os
ligantes de RN se ligam no interior deste dominio por possuirem caracteristica
hidrofébica.

Para regular a transcricdo em resposta aos ligantes, os RN reconhecem
elementos responsivos nas regidées promotoras especificas de seus genes alvos no
DNA e, assim, promovem 0 recrutamento dos correguladores responsaveis por
modificacdes estruturais da cromatina e alteracdo da capacidade de recrutamento
de fatores transcricionais gerais que alteram a taxa de expressao génica (75, 77).

A a-hélice 12 (H 12) do LBD demonstra ser essencial para a ativagéo classica
dos RN por estar envolvida em mudancgas estruturais conformacionais do RN e sua
interacdo com correguladores (coativadores ou correpressores) da transcricao (77).

Na auséncia de ligante, a H 12 apresenta movimentagéo instavel. Com a ativagéo
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por ligante, a H 12 estabiliza sua posicdo a fim de manter o contato tanto com o
ligante quanto com os correguladores. Além de ligacdo do ligante, o LBD é
necessario para eficiente homo- ou heterodimerizacdo do RN e, com esta
conformacado, o LBD forma um sulco hidrofébico em sua superficie que € crucial
para o reconhecimento do motivo estrutural LXXLL (L=leucina e X=qualquer
aminoacido), encontrado na maioria das proteinas coativadoras e permitindo a sua

ligacdo (77).

2.4 PPAR

Receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPAR) sao fatores de
transcricdo ativados por ligantes membros da superfamilia de RN (78). Em
mamiferos existem trés isoformas de PPAR, PPARa, -f/6 e -y (81). Cada isoforma
de PPAR possui funcdes in vivo caracteristicas devido a distinta distribuicao tecidual,
diferentes respostas a ligantes e também diferencas inerentes as propriedades
bioguimicas (81), conduzindo assim a regulacédo de diferentes conjuntos de genes
(82) envolvidos na adipogénese, metabolismo de lipideos e manutencdo da
homeostase metabdlica (78, 81). PPAR também sdo expresso em macrofagos,
apresentando funcdo fundamental na modulacéo da resposta inflamatoria (83).

A semelhanca dos diversos membros de receptores nucleares, os PPAR sdo
formados pelos dominios funcionais conservados e se heterodimerizam com o0s
receptores do acido 9-cis retindico (RXR) para regular a transcricdo de genes alvo
(84). PPAR podem ser ativados por acidos graxos alimentares e seus derivados
metabdlicos e atuam como sensores lipidicos que, quando ativados, podem
redirecionar o metabolismo (81).

2.4.1 PPARy

O receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais (PPARY) é um fator

de transcricdo ativado por ligantes com papel essencial na ativacdo da adipogénese
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(85), além de modular o metabolismo lipidico, homeostase da glicose, sensibilidade
a insulina e respostas inflamatéria e imunitaria (8), se apresentando como alvo de
tratamento para o DM2.

O processamento alternativo do transcrito do gene do PPARy resulta, em
seres humanos, em trés variantes de RNA mensageiros (RNAm) e duas isoformas
da proteina (77, 78). Os transcritos 1 e 3 codificam para a mesma isoforma de
proteina, o PPARY1, e o transcrito 2 codifica para o fator de transcricdo PPARYy2
(86).

O PPARy2 possui 505 aminoacidos em sua estrutura e € expresso
principalmente no tecido adiposo. O PPARYy1 difere do PPARY2 pela auséncia de 28
aminoacidos na extremidade N-terminal e € expresso em grande variedade de
tecidos (77). A expressao de PPARYy2 esté restrita ao tecido adiposo sob condi¢cdes
fisiolégicas, porém pode ser induzida em demais tecidos com uma dieta rica em
lipideos (81).

Ensaios in vivo e em cultura celular revelaram, desde o desenvolvimento de
linhagens de pré-adipdcitos imortais, na década de 1970 (58), as vias moleculares
que controlam o processo de diferenciacdo dos adipécitos a partir dos pré-adipdcitos
(46).

Classes de fatores de transcricdo foram identificadas por influenciarem
diretamente o desenvolvimento das células adiposas incluindo, além do PPARy,
membros da familia de fatores de transcricdo C/EBP (proteinas de ligacdo ao
amplificador CCAAT (citosina/ citosina/ adenosina/ adenosina/ timidina)) (87). Os
C/EBP agem como homo- ou heterodimeros e sua distribuicdo nos tecidos nédo esté
limitada apenas ao tecido adiposo (58). Membros da familia C/EBP, C/EBPaq, -3 e -9,
participam da ativacdo e manutencdo da expressdo de genes induzidos na
adipogénese (46) e dados de analises do genoma indicaram que podem, inclusive,
modular ou promover diretamente a atividade do PPARy na maioria de seus sitios de
ligacdo (85).

Assim, a cascata de transcricdo que ocorre no processo da adipogénese
envolve a ativagédo sequencial de C/EBP e PPARYy. A expresséo de C/EBPf e -0
precede a expressao de PPARYy, provavelmente por efeito de transcricdo direta em
sitios de ligacdo de C/EBP no promotor de PPARYy, visto que a expresséo ectdpica

de C/EBPf e -0 conduzem a indugéo da expressao do RN. O PPARy, em sequéncia,
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é responsavel por induzir a expressdo do C/EBPa. Em concordancia, foi observado
gue a expressado ectopica de PPARYy ou ligantes especificos de PPARYy induziram a
expressdo do RNAm de C/EBPa (88, 89). O C/EBPa e o PPARy mantém a cascata
de transcricdo e o adipdcito diferenciado por reforcarem mutualmente suas
expressdes (46). O C/EBPB, além de ser um indutor precoce da expressao de
PPARY, pode também cooperar com o PPARy em adipécitos maduros (85).

PPARy regula distintos genes alvo em células adiposas brancas e marrons
(31), por interferéncia dos fatores correguladores. O PPARy é expresso também em
niveis relativamente elevados no TAM (58), controlando a expressdo de genes
caracteristicos de adipdcitos marrons, como a UCP1, em resposta a ativadores (3-
adrenérgicos (58, 59, 90).

Nos adipdcitos marrons, o corregulador PRDM16 se liga ao C/EBP e recruta
proteinas correpressoras que impedem a expressao dos genes associados ao TAB
ou desenvolvimento muscular (91, 92). Nestas células, ainda, o fator transcricional
PGC1a age por interagéo direta com o PPARY, que ativa o promotor da UCP1 (58).

Ligantes de PPARYy incluem diversidade surpreendente de moléculas naturais
e sintéticas (8). A identidade dos ligantes endégenos que regulam a acdo dos RN in
vivo permanece ndo totalmente elucidada, mas vérias moléculas tem sido apontadas
como ativadores de PPARy, como &cidos graxos poli-insaturados, prostanoides,
acidos graxos oxidados, acidos graxos nitrados e acido lisofosfatidico (93), embora
em concentracdes muito elevadas e, possivelmente, suprafisioldgicas (82).

Dentre os ligantes sintéticos de PPARy, os melhores caracterizados
pertencem a classe de farmacos tiazolidinadionas (TZD), potentes sensibilizadores

insulinicos.

2.5 TIAZOLIDINADIONAS

Pioglitazona e rosiglitazona, representadas na Figura 7, sdo TZD que agem
como potentes agonistas de PPARy e induzem notavel sensibilizacdo a insulina,

diminuindo as concentracdes séricas de glicose (85). As TZD foram desenvolvidas
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na década de 1990 e foram amplamente utilizadas para o tratamento do DM2, por

promoverem significativa melhora do controle glicémico (8).
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Figura 7 Estrutura quimica das TZD cléssicas. (A) TZD pioglitazona e (B) rosiglitazona

2.5.1 Efeitos metabdlicos das TZD

A ativacdo de PPARy pelas TZD nos adipécitos brancos aumenta a
capacidade de expansdo desses adipdcitos e, consequentemente, o deslocamento
do armazenamento intracelular de lipideos do figado e musculo, onde seu acumulo é
prejudicial a sinalizacdo da insulina, para o tecido adiposo branco, agindo assim
como redutor da lipotoxicidade (18). Esta melhora da resisténcia a insulina
acompanhada de aumento da capacidade adipogénica no TAB é responsavel, pelo
menos em parte, pelo efeito de ganho de peso associado as TZD (19).

A ativacdo do PPARYy no tecido adiposo também resulta em regulagéo positiva
dos genes envolvidos na captacdo da glicose e controla a expressédo de fatores
secretados pelo adipécito (19), as adipocinas (Figura 8). A adiponectina, cuja
expressao apresenta-se aumentada em resposta as TZD (94), desempenha papel
central em seus efeitos sensibilizadores insulinicos (82) e, em concordancia,
camundongos com deficiéncia de adiponectina ndo foram responsivos aos efeitos
antidiabéticos das TZD (95).
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Figura 8 Func¢fes da ativacdo de PPARY no tecido adiposo. (1) DHL, ligantes ou TZD ativam PPARy
que (2) se heterodimeriza com o receptor RXR. A homeostase metabdlica é mantida através de
regulacdo de genes que ancoram o elemento responsivo de PPAR (PPRE), envolvidos na
diferenciagdo de adipécitos, no metabolismo lipidico e na homeostase da glicose. (3) Fatores
secretados pelo adipécito atuam em diferentes tecidos alvo promovendo o remodelamento do tecido
adiposo, aumento na captacdo de glicose pelo musculo esquelético e reducdo da gliconeogénese
hepética, resultando em sensibiliza¢&o insulinica. Adaptado de (19).

O PPARYy é também expresso em niveis reduzidos em uma série de tecidos,
gue podem ser alvos diretos das TZD e contribuir para seus efeitos sensibilizadores
insulinicos, assim como para os efeitos secundarios indesejaveis (96, 97).

O figado expressa baixos niveis do PPARy, mas se apresenta como
importante sitio de acédo das TZD. Os efeitos do agonismo de PPARY sobre o figado,
no entanto, sao divergentes quando se comparam dados de estudos em roedores e
humanos. Foi demonstrado que a ativacdo de PPARy em camundongos promove
esteatose hepatica por inducdo da expressao de genes lipogénicos (98, 99). Além
disso, o nocaute do PPARY especifico no figado, em camundongos com obesidade
induzida por dieta, reduziu a esteatose hepética, embora tenha sido acompanhado
de aumento da adiposidade e resisténcia a insulina (98). A explicacdo para o
aumento da resisténcia insulinica causado pela ablacdo especifica do PPARy no
figado é a reducéo da capacidade do figado de captar triglicerideos, o que resulta no
armazenamento destes em outros locais como o tecido muscular, que determina o
aumento da resisténcia insulinica (98). A ablacdo do PPARy no figado né&o

influenciou, no entanto, o efeito sensibilizador insulinico da rosiglitazona. Foi
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observado também que a auséncia de PPARy no figado e no musculo ndo foi
essencial para os efeitos benéficos da TZD rosiglitazona em camundongos (98).

Em humanos, porém, o tratamento com TZD apresentou efeito benéfico no
tratamento da esteatose hepatica (100, 101). Isto sugere que, em humanos, 0
potencial lipogénico das TZD no figado é compensado pela capacidade em
promover o armazenamento dos acidos graxos no TAB (82, 102, 103).

O PPARy também possui papel importante em células do sistema
imunologico, como os macrofagos (19). Foi demonstrado que ativacdo de PPARYy
apresenta efeito antiinflamatério em macrofagos M1 e promove a polarizacdo de
mondcitos humanos em macrofagos M2, alternativamente ativados (104). Em
concordancia, o nocaute de PPARy especifico em macréfagos de camundongos
promove resisténcia a insulina e relevante atenuacdo dos efeitos sensibilizadores
insulinicos das TZD (105, 106). Tratamento com TZD e ativagdo do PPARy
contribuem, assim, para a modulacdo imune e inflamatéria dos macréfagos
promovendo sua polarizacdo em macréfagos M2 antiinflamatorios no TAB (82).

O PPARy também exerce funcgbes criticas na modulacdo da inflamacgéo
vascular e aterosclerose (82) e o tratamento com TZD reduz a expressdo de
marcadores inflamatérios, como o TNF-a, na parede arterial e o tamanho das les6es
ateroscleréticas em modelo de camundongo nocaute para o gene do receptor de
LDL (LDLR-/-) (107).

2.5.2 Efeitos adversos das TZD

As TZD, além de efeitos benéficos sensibilizadores insulinicos, apresentam
também efeitos desfavoraveis resultantes da ativacdo do PPARy, como ganho de
peso, retencao hidrica, perda 6éssea e problemas cardiovasculares.

O efeito adverso comumente observado de ganho de peso induzido pelo uso
das TZD é atribuido a ativagdo do PPARYy nos adipocitos e indugdo da adipogénese.
Além disso, recentes estudos in vivo e em humanos demonstraram papel da

ativacao central do PPARy na homeostase energética (19). A ativagdo do PPARYy no
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SNC, mais do que a ativagcdo no tecido adiposo, induz o aumento da ingestao
alimentar que contribui para o ganho de peso induzido pelas TZD (108, 109).

O aumento da adipogénese com tratamento por TZD esta associado a
redistribuicdo do tecido adiposo, caracterizado por aumento do tecido adiposo
subcutéaneo e concomitante diminuicao do tecido adiposo visceral (110, 111). Apesar
de promover aumento global da adiposidade, a redistribuicdo do tecido adiposo
pelas TZD é geralmente considerada benéfica, visto o efeito desfavoravel que a
obesidade visceral acarreta na sensibilidade a insulina (112).

Ainda como efeito adverso associado ao uso de TZD, é observada reducéo
da massa 6ssea e maior taxa de fraturas (113), principalmente em mulheres com
DM2 (114). As TZD causam perda 0ssea por suprimir a formacdo éssea, ou seja,
diminuindo a osteoblastogénese, e por promover a reabsor¢cdo 0ssea, ou Sseja,
aumentando a osteoclastogénese (115, 116).

Outro efeito adverso caracteristico do uso de TZD é a reten¢do hidrica com
consequente edema, resultantes da ativacdo do PPARy no rim (113). Estratégias
destinadas a eliminar este aspecto da sinalizacdo do PPARy seriam extremamente
benéficas pois, além do impacto sobre o ganho de peso, a reducdo da retencédo
hidrica também poderia reduzir o risco de eventos cardiovasculares, tais como a
insuficiéncia cardiaca congestiva (19).

As TZD contribuem para a retencéo hidrica por alterarem a reabsorcéo de
sédio e 4gua nos ductos coletores renais distais (117, 118), por mecanismos ainda
nao completamente elucidados. A expansdo do volume plasmatico secundaria a
reabsorcdo renal de 4gua aumenta a pressao luminal na microvasculatura que, por
sua vez, resulta em aumento do gradiente de pressdo através da parede dos
microvasos conduzindo, portanto, o fluxo de fluido para o compartimento intersticial.
Este é considerado o principal mecanismo envolvido no desenvolvimento de edema
periférico. A acdo direta das TZD nas células endoteliais, mediada pelo PPARY,
também tem sido implicada em aumentar a permeabilidade vascular (119).

O aumento do risco de insuficiéncia cardiaca congestiva associado ao
tratamento com TZD tem sido tradicionalmente relacionado com a sua propensao
em induzir expansao do volume plasmatico e, consequentemente, aumentar a carga
cardiaca. No entanto, o papel do PPARy no coragédo tem sido controverso (83). A

hipertrofia cardiaca observada em resposta ao tratamento com TZD envolve tanto
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vias independentes quanto dependentes do PPARy, visto que camundongos
nocautes para PPARy especifico em cardiomiécitos desenvolveram hipertrofia
cardiaca e o tratamento de ambos, camundongos selvagens e nocaute, com
rosiglitazona também induziu hipertrofia cardiaca (120).

Apesar de alguns estudos demonstrarem auséncia de efeitos cardiacos
desfavoraveis com o uso de TZD, uma metanalise publicada em 2007 indicou
significante aumento do risco de infarto do miocardio e mortalidade cardiovascular
em pacientes tratados com a TZD rosiglitazona (20) e iniciou preocupacdes sobre a
seguranca cardiovascular do medicamento (83). Outras meta analises efetuadas
posteriormente ou confirmaram os achados iniciais ou foram inconclusivas, mas
nenhuma refutou a associacao entre rosiglitazona e risco aumentado de infarto do
miocéardio (83). Além disso, a metanalise de 2007 foi atualizada em 2010, com uso
de analise alternativa e inclusdo de ensaios sem eventos cardiovasculares, e ainda
assim foram confirmados os dados prévios de que a TZD rosiglitazona estaria
associada a aumento no risco de infarto do miocéardio (121). Em 2010, o acesso a
TZD rosiglitazona ficou restrito nos Estados Unidos e houve recomendacgao para sua
retirada do mercado na Europa (21).

A pioglitazona ndo foi associada aos mesmos riscos cardiovasculares da
rosiglitazona, visto que ensaio clinico randomizado indicou risco reduzido dos
principais eventos cardiovasculares em diabéticos do tipo 2 de alto risco
cardiovascular que receberam pioglitazona por periodo de 3 anos (122).
Preocupacdes sobre a pioglitazona tém sido levantadas em relacdo a insuficiéncia
cardiaca congestiva (123) e cancer de bexiga (124, 125), e este Ultimo aspecto
motivou e elaboracdo de avisos de seguranca ou mesmo retirada do farmaco em

algumas regides da Europa (19).

2.5.3 Ativacao de PPARy por TZD e modulagéo seletiva

As lacunas na compreensédo de como a ativacdo de PPARy por pequenas
moléculas se correlaciona com o efeito antidiabético ou efeitos adversos tem

dificultado o desenvolvimento de tratamentos direcionados ao receptor (85). PPARy
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interage através de seu LBD com muitas moléculas pequenas estruturalmente
diferentes e apesar de varios metabolitos endégenos com baixa afinidade para
PPARy terem sido descritos, ligantes enddgenos de alta afinidade s&o ainda
desconhecidos (126).

Ligantes de PPARy podem induzir espectro de respostas graduadas, incluindo
agonismo, completo ou parcial, antagonismo e, ainda, agonismo inverso (85). A
regido E do PPARy formada pelo LBD, que consiste em 275 residuos de
aminoacidos, e pela regido AF-2, consiste de 13 a-hélices e uma pequena regiao de
4 folhas B (127).

O LBD do PPARYy é grande e acomoda agonistas totais tais como as TZD, que
promovem mudanca conformacional do PPARYy por estabilizacdo da hélice H 12 em
direcdo as hélices H 3 e H 5, resultando em uma conformacdo mais compacta e
rigida e na formacédo de um sulco hidrofébico (128). Essa alteragdo conformacional
permite o recrutamento de cofatores que sao requeridos para a transcricdo de genes
(128). Em contraste com o0 agonismo total, 0s agonistas parciais ou antagonistas de
PPARy tendem a desestabilizar a hélice H 12 e estabilizar a hélice H 3 e a regido de
folhas g do LBD (128).

Os compostos que tendem a ativar PPARy de uma maneira, em geral, mais
fraca do que as TZD foram denominados agonistas parciais ou moduladores
seletivos de PPARy (129). Dependendo da alteracdo conformacional do LBD
desencadeado por sinalizacdo de moléculas pequenas, proteinas coativadoras
distintas, tais como o PGC-la, ou proteinas correpressoras, tais como o0
correpressor de receptor nuclear 1 (NCoR1), podem ser recrutadas junto ao PPARy
e modificar a sua atividade (130).

Moduladores seletivos foram desenvolvidos para otimizar as assinaturas de
expressdo génica com o0 objetivo de gerar efeitos metabolicamente benéficos e
reduzir os efeitos indesejados, como o composto sintético MRL24 (128), que
demonstrou efeito sensibilizador insulinico com reduzido efeito adverso de
adipogénese (22).

Assim, o posicionamento distinto de ligantes dentro do LBD do PPARYy tornou-
se uma abordagem para desenvolver alternativas para modular a atividade do
receptor. Os complexos de correguladores sé&o, provavelmente, regulados por

modificacdes poés-traducionais, que apresentam caracteristicas potencialmente
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distintas e que podem ser exploradas para a modulacdo de sua atividade em
contexto celular ou tecido especifico (128).

2.5.4 Regulacéo poOs-traducional de PPARy

O PPARy é regulado por modificacbes pos-traducionais, dentre as quais
incluem a acetilagcéo e a fosforilacédo (19) (Figura 9).

A desacetilacdo do PPARy, no TAB, demonstra estar envolvida no
recrutamento de adipdcitos bege. Esta modificacdo pos-traducional é resultado da
atividade da enzima desacetilase dependente de NAD sirtuina 1 (SIRT1), nas lisinas
268 e 293, e promove a remocédo do correpressor NCoR do complexo do PPARy e 0
recrutamento do cofator PRDM16 (131), sugerindo possivel mecanismo pelo qual
ocorre amarronzamento do TAB em resposta a ativagdo deste RN (19, 31).

As TZD promovem desacetilacdo do PPARY e estabilizam a interacéo entre a
PRDM16 e o PPARy, aumentando o tempo de meia vida do fator de transcricdo
associado ao recrutamento de adipdécitos bege no TAB (31). In vivo, a ativacao de
SIRT1 promove o amarronzamento do TAB e resisténcia a obesidade (131), o que
sugere que os ativadores de SIRT1 possam ter utilidade como agentes promotores
de perda de peso (31). Apenas o0s agonistas totais de PPARy, tais como a
rosiglitazona, e ndo 0s agonistas parciais, foram descritos como capazes de
promover o amarronzamento do TAB via PRDM16 (15). Este achado sugere que a
desacetilagdo do PPARy e interagdo com a PRDM16 ocorra como resultado da
ativacao total do RN.

Fosforilacdo de PPARy ocorre via proteinas cinases que transferem um
grupamento fosfato proveniente de trifosfatos de nucleotideos para as serinas do
PPARy, no caso do PPARy2 a Ser''? ou Ser?’®. O PPARy2 fosforilado na Ser!!?,
localizada na regido AF1, por proteinas cinases ativadas por mitogénio (MAP
cinases), tem sua atividade transcricional reprimida em raz&o da inibicao da ligacéo
ao ligante e, consequentemente, alteracdo do recrutamento de cofatores (132, 133).
A fosforilagdo do mesmo residuo de aminoacido por proteinas cinases dependentes
de ciclina (Cdk7 e Cdk9) promove o aumento da atividade do PPARy (136, 135).
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Assim, a fosforilacdo do PPARy em Ser!!? pode resultar em diferentes padrdes de
transcricdo que dependem do contexto fisiolégico e das proteinas cinases
envolvidas. (19).

D CED D

| Atividade PPAR 7 Desregulacado de um conjunto de genes
v TAtividade PPARY envolvidos na resisténcia a insulina

Ser112
'Mr

Lis268

Amarronzamento do
adipdcito branco

Figura 9 Modificacdes pos-traducionais do PPARy. ModificagBes poés-traducionais do PPARy
influenciam a atividade transcricional e a estabilidade da proteina de uma maneira dependente do
contexto e da célula. Ac, acetilacdo; P, fosforilagdo; SUMO, SUMOilagdo; Cdk5 / Cdk7 / Cdk9,
cinases dependentes de ciclina; MAPK, cinases ativadas por mitogénio; SIRT1, desacetilase
dependente de NAD sirtuina 1; Lis, lisina; Ser, serina. Adaptado de (19).

Recentemente, foi demonstrado que a fosforilagdo do LBD do PPARy em
Ser?”® pela proteina cinase Cdk5 ndo promove modificacdo geral da atividade
transcricional do receptor, porém resulta em mudancas da expressdo de genes
especificos, como a adiponectina, regulador central da sensibilidade a insulina in
vivo, e a adipsina, gene seletivo de células adiposas cuja expressdo esta
primariamente alterada na obesidade (22).

A fosforilagdo de PPARy mediada por Cdk5 esté relacionada com a obesidade
induzida por dieta rica em lipideos em camundongos (22) e esta envolvida na
patogénese da resisténcia a insulina (8). A sinalizacédo pro-inflamatoria caracteristica
do tecido adiposo obeso provoca a clivagem da proteina p35, cofator de Cdk5, em

proteina p25, que se transloca para o nucleo, onde se liga a Cdk5, ativando-a (136).
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A Cdk5, por sua vez, fosforila a Ser?” do PPARYy, desregulando a expressdo de um
subconjunto de genes que codificam reguladores metabdlicos fundamentais (22). A
fosforilacdo da Ser?”® pela Cdk5 é inibida pelas TZD e parece estar intimamente
associada aos efeitos antidiabéticos de agonistas do receptor (8).

Estes achados tornam possivel o desenvolvimento de novas classe de
drogas, tendo como alvo o PPARy, que sejam altamente efetivas e seguras no
tratamento da resisténcia insulinica, por preservar o efeito das TZD em inibir a
fosforilacdo da Ser?”® do PPARYy e eliminar os efeitos secundarios indesejados que
ocorrem devido ao agonismo classico em genes alvo do PPARy (19, 85).

Agonista de PPARYy ideal representaria um composto que se ligasse de forma
potente ao receptor sem estimular sua atividade de ativacdo da transcricdo, nao
induzisse adipogénese, estimulasse a captacao de glicose induzida pela insulina e,
ainda, bloqueiasse sua fosforilagdo mediada por Cdk5 (85).

MRL24, um composto sintético ndo-TZD com atividade agonista fraca em
PPARY, se mostrou mais eficaz do que a rosiglitazona no bloqueio da fosforilagcao de
PPARy mediada por Cdk5 e com excelentes efeitos antidiabéticos (22).

O composto sintético SR1664, desenvolvido em 2011, ndo possui a atividade
de agonismo classico no PPARy e bloqueia a fosforilagdo de PPARy em Ser?’?
mediada por Cdk5, tanto em cultura de adipécitos quanto em camundongos
resistentes a insulina (24). In vivo, tratamento com SR1664 associou-se a auséncia
de alguns efeitos desfavoraveis das TZD e outros ligantes de PPARYy, incluindo
retencdo hidrica, ganho de peso e comprometimento da formacéo 6ssea (24). Tanto
SR1664 quanto SR1824, outro composto sintético com as mesmas propriedades,
nao interagem com a H 12 de nenhuma forma detectavel, porém ambos os ligantes
promovem aumento da mobilidade da H 11, que distorce a H 12 o suficiente para
bloguear o agonismo no PPARYy (24).

Outro composto com atividade agonista parcial que demonstrou inibir a
fosforilacdo de PPARYy in vitro foi 0 GQ16 (23), composto derivado de TZD. In vivo,
tratamento com GQ-16 resultou em melhora da sensibilidade insulinica e tolerancia
a glicose, sem associar-se aos efeitos adversos de ganho de peso e edema
caracteristico das TZD. Além disso, reduziu a capacidade adipogénica em cultura de
células e in vivo. A semelhanca do MRL24, o GQ-16 estabiliza a hélice 3 e regides
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da folha B do LBD do PPARy mais fortemente que a rosiglitazona, protegendo a
regido da Ser?’® da acéo de cinases e, assim, inibindo sua fosforilacéo (23).

Alguns agonistas parciais ndo-TZD de PPARy, como o0 MRL24, nTZDpa, Mbx-
102 e BVT.13, ndo apresentaram a capacidade de induzir o amarronzamento do
TAB, um efeito potencialmente benéfico no tratamento da obesidade e resisténcia
insulinica (15), enquanto que um agonista parcial derivado de TZD, NC-2000,
apresentou capacidade de induzir a expressdo do RNAm do gene Ucpl no tecido
adiposo branco visceral (mesentérico) em camundongos KKAy obesos (137).

Dados prévios do Laboratério de Farmacologia Molecular da Universidade de
Brasilia sugeriram que o GQ-16 induziu aumento da expressdo de genes
relacionados a termogénese em TAB visceral epididimal em camundongos Swiss
com obesidade e resiténcia a insulina induzidas por dieta hiperlipidica, que poderia
explicar, pelo menos em parte, a auséncia de inducdo de ganho de peso em
resposta ao tratamento com este composto, quando comparado as TZD (dados

submetidos para publicag&o).

2.6 GQ-02

O composto 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(GQ-02) (Figura 10) desenvolvido pela Universidade Federal de Pernambuco, foi
sintetizado a partir da molécula 5-(benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona, com uma substituicdo na posicédo 4 do anel benzilideno por uma molécula de
cloro (25).
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Figura 10 Estrutura quimica do composto 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (GQ-02)



48

Estudos de “doking” que avaliaram a interagdo de compostos derivados de 5-
(benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona com o LBD do PPARy
demonstraram que os complexos formados possuem boa estabilidade (energia de
ligacdo negativa), quando comparada a energia de ligacdo da rosiglitazona (26,
138). O GQ-02 parece interagir com o PPARy através de ligacdo de hidrogénio com
o residuo de Ser?® do LBD do PPARYy (26).

Estudo in vivo com camundongos com diabetes induzido por aloxano
demonstrou que o tratamento com GQ-02, durante 15 dias, apresenta efeito
hipoglicemiante dose-dependente. Resultados semelhantes foram observados
quando se analisou o efeito do composto sobre a concentracdo sérica de
triglicerideos (25). Além disso, o tratamento com GQ-02 associou-se a menor ganho
de peso quando comparado ao tratamento com rosiglitazona (25).

Em camundongos Swiss com obesidade e resisténcia a insulina induzidas por
dieta hiperlipidica, foi observado que o tratamento com GQ-02 durante 14 dias
resultou em ganho de peso significativamente menor que o observado em resposta
ao tratamento, durante o mesmo periodo, com rosiglitazona. O efeito do GQ-02 e da
rosiglitazona em reduzir a glicemia e a massa adiposa visceral foi semelhante.
Entretanto, a reducdo do ganho de peso nos animais tratados com GQ-02 nao foi
acompanhada de reducdo do consumo alimentar (26). Estes ultimos resultados
poderiam sugerir possivel efeito do GQ-02 sobre o gasto energético, ou mesmo
sobre a perda fecal de energia, variaveis ndo analisadas no estudo.

O GQ-02 foi investigado também com relacdo aos seus efeitos
cardiovasculares e hepaticos in vivo e comparado a TZD pioglitazona.
Camundongos homozigotos para a delecdo do gene que codifica o receptor de LDL
(LDLR-/-) foram utilizados como modelo de hipercolesterolemia e aterosclerose
(139), e induzidos a obesidade por dieta rica em lipideos. Neste modelo, o
tratamento com pioglitazona ou os derivados de TZD GQ-02 e GQ-16 nao resultou
em melhora do perfil lipidico (139). A TZD pioglitazona ndo modificou as lesdes
ateroscleroticas, o GQ-16 promoveu aumento das lesdes ateroscleroticas, ao passo
que o GQ-02 reverteu estas lesbes, o que ficou caracterizado por reducao da area
das lesGes aterosclerdticas e das alteragbes do endotélio, sugerindo suas

propriedades protetoras contra a aterosclerose (139).
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Em estudo posterior envolvendo este mesmo modelo (LDLR-/-) foi observado
efeito benéfico do GQ-02 sobre a esteatose hepatica e efeito neutro da pioglitazona.
No figado, o GQ-02 diminuiu a vacuolizacdo e infiltracdo inflamatéria, melhorou a
organizacdo do parénquima hepatico, reduziu o acumulo lipidico, além de ter
apresentado atividade anti-inflamatéria (140).

Em conjunto, estes efeitos benéficos em resposta ao tratamento com GQ-02
em modelos in vivo fundamentam o interesse no desenvolvimento de novos estudos
com compostos derivados de TZD com perfil de efetividade e seguranca mais
favoravel que o das TZD classicas. Os efeitos benéficos de sensibilidade a insulina e
diminuicdo de ganho de peso observados com o GQ-02 em relacdo a TZD
rosiglitazona, acompanhados da auséncia de alteragcdes do consumo alimentar e
reducdo significativa da massa adiposa visceral (26), sugerem 0 potencial deste
composto em induzir termogénese em depositos de TAB. Esta possibilidade é
reforcada, ainda, pelo efeito de um composto relacionado, o GQ-16, em induzir a

expressao de genes relacionados a termogénese em TAB visceral.



50

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar efeito do GQ-02, derivado de tiazolidinadionas, sobre variaveis

metabolicas in vivo e sobre a aquisicdo de fendtipo termogénico pelo adipdcito in

vivo e em cultura.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar efeito do GQ-02 sobre a diferenciacdo de adipécitos em pré-adipocitos

3T3-L1 e em células mesenquimais C3H10T1/2 induzidos a se diferenciar em

cultura;

- Investigar efeito do GQ-02 em camundongos machos C57BIl/6 alimentados com

dieta hiperlipidica sobre as seguintes variaveis:

Peso corporal e ganho de peso corporal;

Consumo energético, hidrico e eficiéncia metabdlica;

Glicemia de jejum;

Massa adiposa branca visceral epididimal, branca subcutanea inguinal e
marrom;

Massas cardiaca, renal e testicular;

Consumo de oxigénio do tecido adiposo branco visceral epididimal, branco
subcuténeo inguinal e marrom,;

Caracteristicas histolégicas do figado, tecido adiposo branco visceral
epididimal, branco subcutaneo inguinal e marrom;

Concentracgao de triglicerideos no figado;

Expressédo de gene relacionado a termogénese no tecido adiposo branco

visceral epididimal, branco subcutaneo inguinal e marrom.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O GQ-02 foi cedido pelo Prof. Ivan da Rocha Pitta (Universidade Federal de
Pernambuco), e a sua sintese se encontra previamente descrita (25). A rosiglitazona
foi obtida da Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, EUA), a isobutilmetilxantina,
dexametasona, insulina, 6leo vermelho O e o tween-20 foram obtidos da Sigma (St.
Louis, MO, EUA).

4.2 CULTURA CELULAR

Neste estudo, foram utilizados pré-adipécitos 3T3-L1 e células mesenquimais
C3H10T1/2 para o ensaio de adipogénese em cultura. Essas células foram
cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) contendo
2 nM de glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina e 10% de
soro neonatal bovino, em placas de 150 mm para cultura de células (Corning®).

As culturas celulares foram mantidas a 37°C e 5% de COa.

4.2.1 Ensaio de adipogénese

O ensaio de adipogénese corresponde a indugdo da diferenciacdo em
adipécitos a partir de células mantidas em cultura. O primeiro e melhor caracterizado
modelo de adipogénese ¢é a linhagem celular 3T3-L1, uma subcepa da linhagem 3T3
do camundongo Swiss, comprometida com o processo de diferenciagdo em
adipécitos (141). As células 3T3-L1 apresentam morfologia de fibroblastos e, quando
induzidas com substancias que ativam a cascata transcricional envolvida na

adipogénese, adotam formato arredondado e acumulo de lipideos visto como
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goticulas intracelulares, um fendétipo compativel com o do adipocito diferenciado
(142). As substancias capazes de induzir a adipogénese sédo a isobutilmetilxantina
(IBMX), a dexametasona e altas concentracdes de insulina, na presenca de soro
fetal bovino (143).

As células C3H10T1/2 s&o pertencentes a linhagem de células
mesenquimais, isoladas de embrides de camundongos C3H e, assim como as
3T3L1, também apresentam morfologia de fibroblastos. Funcionalmente, as células
C3H10T1/2 sdo semelhantes a células tronco mesenquimais e, se induzidas por
IBMX, dexametasona e insulina, podem diferenciar-se em adipécitos maduros
acumulando goticulas lipidicas (144).

Cada componente da combinacdo dexametasona, IBMX e insulina ativa vias
celulares especificas, importantes para a diferenciagdo adipocitaria. A
dexametasona ativa o fator de transcricao C/EBPf3, e a IBMX inibe fosfodiesterases
de nucleotideos ciclicos, 0 que resulta em aumento dos niveis intracelulares de
AMPc e ativagao do fator de transcricado C/EBP®. O C/EBPB e o C/EBP9, por sua
vez, induzem a transcricdo do C/EBPa e do PPARy. A insulina contribui para a
diferenciacdo de adipdcitos por ativar a expressao de genes especificos desse tipo
celular, como o que codifica a sintese de acidos graxos, a proteina ligadora de
acidos graxos (FABP), a leptina e a adiponectina (87).

Os experimentos foram realizados com ambas as linhagens celulares, pré-
adipécitos 3T3-L1 e células mesenquimais C3H10T1/2, que foram cultivadas em
placas de 150 mm para cultura de células (Corning®), em meio DMEM contendo
soro neonatal bovino a 10%, até sua subconfluéncia. As células foram plaqueadas
em placas de 6 pocos até sua confluéncia e, dois dias ap6s a confluéncia, foram
induzidas a se diferenciar em adipdcitos.

As células 3T3-L1 e C3H10T1/2 foram induzidas a se diferenciar em
adipécitos com meio completo composto por 0,5 nM de IBMX, 1 ug/mL de insulina e
1 uM de dexametasona, por 2 dias. Em seguida, foram mantidas com 1 pg/mL de
insulina por 5 dias (3T3-L1) ou 12 dias (C3H10T1/2). Durante o periodo de indugéo e
manutenc¢ao, foram cultivadas em meio DMEM contendo soro fetal bovino a 10% e
submetidas a tratamentos com veiculo (DMSO, controle negativo), rosiglitazona 10-°
M (controle positivo) ou GQ-02 10> M.

A mistura dexametasona, IBMX e insulina constitui um forte indutor de

adipogénese para as células 3T3-L1, ja comprometidas com a diferenciacdo



53

adipocitaria (145). Estas células foram induzidas a se diferenciar também com
tratamento apenas com insulina. O meio indutor contendo insulina, mas nao IBMX e
dexametasona, é considerado um indutor menos acentuado da diferenciacéo
adipocitaria.

Pré-adipodcitos 3T3-L1 foram induzidos a se diferenciar em adipdcitos com a
utilizac&o de insulina (10 pg/mL), por 2 dias, e mantidos em meio contendo insulina a
5 ug/mL por 8 dias. Durante o periodo de inducdo e manutencédo, foram cultivadas
em meio DMEM contendo soro fetal bovino a 10% e submetidas a tratamentos com
veiculo (DMSO, controle negativo), rosiglitazona 10° M (controle positivo) ou GQ-02
105 M.

Ao final do ensaio de diferenciacédo de adipdcitos, a adipogénese foi analisada
pelo acamulo lipidico intracelular das células 3T3-L1 e C3H10T1/2 por meio de
coloracdo com o6leo vermelho O. Foram realizados 3 ensaios de diferenciacdo de
adipdcitos independentes com cada uma das linhagens celulares.

4.2.2 Coloragdo com 6leo vermelho O

Apos o0 ensaio de diferenciacdo de adipocitos das células 3T3-L1 e
C3H10T1/2, o meio de cultura das células foi descartado e essas foram lavadas com
PBS (Phosphate-Buffered Saline) por duas vezes. Posteriormente, foram fixadas
com formaldeido a 4% (v/v) em PBS por 40 minutos e, logo em seguida, feitas 2
lavagens com agua destilada e 2 lavagens com PBS. Foi adicionado isopropanol
60% (v/v) em agua destilada por 5 minutos e, em seguida, as células foram
incubadas com o corante para lipideos 6leo vermelho O (Oil Red O), previamente
solubilizado e filtrado, durante uma hora. Ao término do processo as células foram
lavadas com agua destilada para a retirada do excesso do corante e as imagens
foram fotodocumentadas no microscopio Regular Inverted BF&Fluorescent

Microscope, com aumento de 10 vezes.
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4.3 MODELO ANIMAL

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos isogénicos, obtidos do
Centro de Bioterismo, da Faculdade de Medicina da Universidade de S&ao Paulo.

Durante o estudo os camundongos foram mantidos em gaiolas apropriadas
(micro isolador em estante ventilada — Alesco, SP, Brasil), individualizados, em
ambiente com temperatura controlada (25°C) e ciclo claro/escuro a cada 12 horas

(escuro entre 18 h e 6 h). O acesso a alimentacédo e agua foi livre (ad libitum).

4.3.1 Consideracdes éticas

Os procedimentos realizados estdo de acordo com as recomendacfes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), seguindo a
Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e
Didaticos (146). O projeto foi avaliado e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais da Universidade de Brasilia, UnBDoc n° 141753/2013 (Anexo ).

A eutanasia seguiu as Diretrizes da Prética de Eutanasia, do CONCEA (147)
e 0 Guia Brasileiro para Boas Pratica para Eutanasia em Animais, do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (148). Apds a eutandsia, as carcacas dos animais
foram descartadas seguindo a Lei Nacional de Residuos Soélidos N° 12.305/2010
(149).

4.3.2 Delineamento experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos de 4 a 5 animais. Um
grupo de animais foi alimentado com dieta controle contendo baixa quantidade de
lipideos (DC, 10% do total de kcal representados por lipideos) e os demais grupos,
com dieta hiperlipidica (DHL, 60% do total de kcal representados por lipideos), da 52

a 202 semanas de vida. A DHL teve como objetivo induzir obesidade e hiperglicemia.
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As dietas foram obtidas da empresa Research Diets (New Brunswick, EUA),

cuja descricdo da composicdo encontra-se apresentada no quadro 2, e foram

fornecidas aos animais na forma de pellet.

Quadro 2 — Descricdo dos componentes das dietas controle e hiperlipidica

Dieta controle

Dieta hiperlipidica

(D12450B) (D12492)
g (%) kcal (%) g (%) kcal (%)

Proteina 19,2 20 26 20
Carboidrato 67,3 70 26 20
Lipideo 4,3 10 35 60
Total 100 100
(kcal/g) 3,85 5,24

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
Celulose 50 0 50 0
Oleo de soja 25 225 25 225
Banha de porco 20 180 245 2205
Mistura mineral S10026 10 0 10 0
Fosfato dicalcio 13 13 0
Carbonato de calcio 55 5,5 0
Citrato de potassio 16,5 0 16,5 0
Mistura de vitamina V10001 10 40 10 40
Bitartrato de colina 2 2 0
Corante amarelo 0,05 - -
Corante azul - - 0,05 0
Total 1055,05 4057 773,85 4057

Apos a 162 semana de vida, os camundongos alimentados com DHL foram

subdivididos aleatoriamente em 3 grupos contendo 4 a 5 camundongos cada. Estes

grupos foram tratados, diariamente, durante 21 dias (entre a 172 e a 202 semanas de
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vida), com GQ-02 (20 mg/kg/dia), rosiglitazona (4 mg/kg/dia, controle positivo) ou
veiculo (solucédo de tween-20 a 0,25% em solucdo fisiolégica, v/v, controle negativo),
via injecao intraperitoneal.

Desta forma, foram compostos 0s seguintes grupos de tratamento:

Grupo 1: Dieta controle, tratamento com veiculo.

Grupo 2: DHL, tratamento com veiculo.

Grupo 3: DHL, tratamento com rosiglitazona (4 mg/kg/dia).
Grupo 4: DHL, tratamento com GQ-02 (20 mg/kg/dia).

4.3.3 Procedimentos

Entre a 52 e a 162 semanas de vida, o peso corporal (g), energia ingerida (kJ)
e ingestdo hidrica (mL) foram avaliados trés vezes por semana. Durante o periodo
do tratamento, da 172 a 202 semanas de vida, estas varidveis foram avaliadas

diariamente. A partir desses dados, as seguintes variaveis foram calculadas:

- Ganho de peso corporal durante o tratamento (peso ao final do tratamento
menos o0 peso no dia de inicio do tratamento, em @).

- Ingestéo hidrica durante o tratamento (média do consumo diario, em mL, de
agua durante o tratamento).

- Energia ingerida durante o tratamento (energia ingerida durante os 21 dias
do tratamento, considerando a quantidade de energia, em kJ, por g de dieta).

- Eficiéncia metabdlica (ganho de peso em g dividido pela energia ingerida em
kJ).

- Peso dos tecidos adiposos branco visceral (epididimal), branco subcutaneo
(inguinal), tecido adiposo marrom (interescapular), coracao, rins e testiculos (peso

dos tecidos normalizados para o peso total dos camundongos, em mg/g).

A glicemia foi aferida no periodo da manha, apds jejum noturno de 12 horas,

na 162 e na 20% semanas de vida, com a utilizagcdo de tiras reativas (Accuchek
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Performa, Roche, USA) e com uso de glicosimetro (Accuchek Performa, Roche,
USA) com limite de deteccéo entre 10 e 600 mg/dL.

Ao final do estudo, os animais foram eutanasiados e foram dissecados 0s
depdsitos de tecido adiposo branco visceral (epididimal), tecido adiposo branco
subcutaneo (inguinal) e tecido adiposo marrom (interescapular), além do figado,
coracao, rins e testiculos. Depois desse procedimento, suas massas foram aferidas.
Os tecidos foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para
avaliacdo da expressdo de RNA mensageiro (RNAmM) dos genes de interesse.
Fragmentos desses tecidos foram fixados em paraformaldeido 4% e embebidos em
parafina para posterior andlise histoldgica com coloragdo com hematoxilina e eosina.
Outros fragmentos dos diferentes depdsitos de tecido adiposo foram mantidos em

PBS para avaliacdo da taxa de respiracdo do tecido.

4.4 ENSAIO DE RESPIRACAO

Foram coletados, durante a eutanasia, amostras de tecido adiposo branco
visceral epididimal, tecido adiposo branco subcutaneo inguinal e tecido adiposo
marrom interescapular frescos para mensurar a taxa de respiracdo celular. Para
isso, foi utilizado o aparelho Mitocell MT200 respirometer (Strathkelvin instruments
limited, North Lanarkshire, Scotland), conforme previamente descrito (17, 150) com
adaptacoes.

Dois fragmentos de aproximadamente 30 a 80 mg dos depdsitos de tecido
adiposo branco foram coletados de cada animal. Do tecido adiposo marrom
interescapular, foram coletados dois fragmentos de aproximadamente 10 a 30 mg.
Os tecidos foram pesados e, em seguida, cortados em fragmentos menores
rapidamente, com auxilio de tesoura.

O tecido foi transferido para o interior da camara de respiracdo ja contendo o
tampéo de respiragdo pré-aquecido a 37°C. A camara foi fechada e o consumo do
oxigénio mensurado por 1 e 5 minutos, em pmol/L.

O tampéo de respiracdo foi mantido pré-aguecido em banho-maria a 37°C

para estabilizacdo da temperatura e consiste em DPBS 1x (Dulbecco’s phosphate-
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buffer saline), 2% de albumina de soro bovino, 25 mM de glicose e 1 mM de piruvato
de sodio.
Cada tecido foi analisado em duplicata e os valores do consumo de O2, em

Kg, foram normalizados para o tempo, em minutos, e o peso do tecido, em mg.

4.5 HISTOLOGIA

4.5.1 Fixagéao de tecidos

Fragmentos de tecido adiposo branco visceral epididimal, tecido adiposo
branco subcutaneo inguinal e tecido adiposo marrom interescapular coletados
durante a eutanasia foram imediatamente armazenados em solucdo fixadora de
paraformaldeido 4% (v/v) em PBS até o seu processamento.

Fragmentos de figado coletados foram mantidos no paraformaldeido 4% por
24 horas e entéo transferidos para outra solucéo fixadora, solu¢cdo de Bouin (75 mL
de &cido picrico, 25 mL de formol e 5 mL de &cido acético) por 4 h, lavados véarias
vezes em solucéo de alcool etilico 50% (v/v) e depois conservados em alcool etilico

70% (v/v) até o seu processamento.

4.5.2 Desidratacéo e inclusdo em parafina

Para a realizacdo do processo de desidratacdo, os fragmentos de tecido
adiposo foram transferidos para cassetes tradicionais de histologia e submetidos a
consecutivos banhos em concentracdes progressivas de alcool como descrito a
sequir.

- 1 hora em alcool 30% (v/v);

- 1 hora em alcool 50% (v/v);

- 1 hora em alcool 70% (v/v);

- 1 hora em alcool 80% (v/v);
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- 1 hora em alcool 90% (v/v);
- 1 hora em alcool absoluto, 2 vezes.

Os fragmentos de figado mantidos no alcool etilico 70% foram transferidos
para cassetes tradicionais de histologia e realizada a desidratacdo em alcoois em
concentragcdes progressivas de 1 hora em cada é&lcool, como descrito, a partir do
alcool 80% (v/v).

Apoés a desidratacdo, os tecidos passam pela diafanizacdo por imersao em
solucdo de alcool absoluto e tolueno (v/v) por 1 hora, seguido por dois banhos de 1
hora em tolueno absoluto, um banho de 30 minutos em solucdo de tolueno e
parafina a 60°C (v/v) e, por ultimo, 3 banhos de uma hora em parafina (Paraplast,
Leica Biosystems, Alemanha) fundida em estufa a 60 °C.

Os cortes de tecidos foram entéo fixados na parafina em moldes na posicao
vertical e no fundo da forma, com o auxilio de pingca pré-aquecida. O material
parafinizado foi mantido em temperatura ambiente até a realizacdo de cortes de
tecido no micrétomo (Rotary microtome, modelo RM2125, Leica Biosystems,

Alemanha).

4.5.3 Corte no micrétomo

Os tecidos incluidos em blocos de parafina permaneceram 30 minutos a 20°C
antes da microtomia, para evitar possivel enrugamento do tecido durante o corte.

Os blocos com os fragmentos de figado e tecido adiposo foram cortados em
micrétomo com espessuras, respectivamente, de 5 e 7 ym. Os fragmentos obtidos
foram transferidos para banho-maria (40°C), distendidos com o auxilio de pinca e
aderidos em laminas histoldgicas. As laminas foram armazenadas em temperatura

ambiente até a coloragéo.
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4.5.4 Coloragdo com hematoxilina-eosina

As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina. Para a realizacdo desta
etapa, as laminas foram transferidas para estufa a 60°C por aproximadamente 30
minutos para a desparafinizagdo e imersas em consecutivos banhos de
rehidratacdo, como descritos a sequir.

- 3 banhos em xilol, por 2 minutos;

- 3 banhos em alcool etilico absoluto, por 2 minutos;

- 1 banho em alcool etilico 95%, por 2 minutos;

- 1 banho em alcool etilico 80%, por 2 minutos;

- 1 banho em alcool etilico 70%, por 2 minutos;

- 1 banho em alcool etilico 50%, por 2 minutos;

- Lavadas em &gua corrente, por 3 minutos;

- Lavadas em agua destilada;

- Imersas em solucédo de hematoxilina de Harris (5 mg hematoxilina, 50 mL de
alcool absoluto, 100 mg de alumen de potassio, 2,5 g de 6xido vermelho de
mercurio, 1000 mL de agua destilada) por 2 minutos, para as amostras de figado, e
5 minutos para as de tecido adiposo.

Posteriormente as laminas foram lavadas em agua corrente para retirada do
excesso de hematoxilina, mergulhadas em agua destilada e imersas rapidamente
em alcool acido (&cido cloridrico 1% em alcool 70%) e novamente lavadas em agua
destilada, seguindo para a coloracao por eosina.

Para imersdo em eosina, as laminas foram inicialmente imersas em solugéo
Scott (Leica Biosystems, Alemanha), lavadas em agua corrente e em seguida em
agua destilada, foi retirado o excesso de agua destilada e entdo as laminas foram
imersas em eosina alcodlica 1% por 1 minuto, para amostras de figado. Em seguida,
as laminas foram imersas em 3 banhos de 1 minuto em alcool etilico 95% (v/v) e 6
banhos de 1 minuto em &lcool etilico absoluto. Para finalizacdo do processo de
coloracao, as laminas foram imersas em 3 banhos de 1 minuto em xilol.

No tecido adiposo, a eosina utilizada foi eosina aquosa 1% com 0,05 mg de
acido fosfotungstico, realizado 1 banho de 5 minutos e entdo as laminas foram
lavadas em &gua destilada, secas em temperatura ambiente e realizada a

montagem das laminas.
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Para a montagem das laminas, foi usado meio sintético Entellan (Entellan
new, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e laminula para finalizacéo.

A analise histolégica foi realizada por imagens dos cortes dos tecidos
capturadas por camera digital acoplada a um microscopio de luz (Axio imager Al,

Zeiss Inc., Jena, Alemanha), com aumento de 10 vezes.

4.6 QUANTIFICACAO DE TRIGLICERIDEOS HEPATICOS

O teor de triglicerideos hepatico foi quantificado como descrito anteriormente
(151), com adaptacbes. Amostras do figado de aproximadamente 100mg
congeladas  foram homogeneizados em  solucdo de 2:1:.0,8 de
cloroférmio:metanol:PBS e, em seguida, centrifugadas. A camada organica foi
removida e o contetudo de triglicerideos foi mensurada pelo método enziméatico
usando kit comercial (OSR60118, Beckman Coulter, Inc., Brea, EUA).

4.7 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

4.7.1 Isolamento de RNA total

RNA total foi extraido das amostras de tecido adiposo branco visceral
epididimal, branco subcutaneo inguinal e tecido adiposo marrom interescapular.

As amostras de tecido foram descongeladas e imediatamente
homogeneizadas em tubos conicos de 15 mL com reagente TRIzol (Invitrogen, Life
Technologies), na proporcao de 0,1g de tecido por mL de TRIzol, com a utilizacdo de
um homogeneizador de tecidos. As amostras foram entdo incubadas a temperatura
ambiente por 5 minutos e, em seguida, centrifugadas a 14 000 rpm, durante 10
minutos, a 4°C, com formacdo de pellet de debris celulares. Apenas para as

amostras de tecido adiposo branco, ocorre a formagéo de fina camada de gordura
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na parte superior do tubo que foi descartada e as amostras centrifugadas
novamente.

O sobrenadante foi entéo transferido para microtubos de 1,5 mL e o pellet
descartado. Foram adicionados 200 pL de cloroformio por mL de TRIzol utilizado na
etapa de homogeneizacdo. Os tubos foram agitados em vortex durante 15
segundos, incubados a temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugados a 14
0000 rpm, durante 15 minutos, a 4°C. Houve a formacéo de trés fases, fase inferior
de coloracdo vermelha, que contém o DNA; fase intermediaria de coloracao branca,
contendo proteinas; e fase superior incolor, que contém o RNA. Apenas a fase
superior (aquosa) que contém o RNA foi transferida para outro microtubo de 1,5 mL
onde foram adicionados 500 pL de isopropanol absoluto (por mL de TRIzol utilizado
na etapa de homogeneizacdo). Os tubos foram agitados em vdértex, incubados
durante 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugados a 14 000 rpm, durante
10 minutos, a 4°C, com formacéo de pellet de RNA. O sobrenadante foi descartado e
ao pellet foi adicionado 1 mL de etanol 75% (v/v) gelado. Os tubos foram agitados
em vortex e centrifugados a 9000 rpm, durante 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e os tubos vertidos sobre gaze estéril para secagem do pellet. O pellet
foi entdo ressuspendido em volumes de 20 - 50 puL de agua MilliQ tratada com
dietilpirocarbonato 0,1% (DEPC 0,1%) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e as

amostras mantidas a -80°C até sua utilizacao.

4.7.2 Quantificacdo do RNA total e determinacao da pureza da amostra

A concentracdo de RNA total nas amostras foi determinada no
espectrofotometro de microvolume NanoDrop 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, Delaware USA), utilizando-se 1 puL da amostra.

A concentracdo de RNA total é fornecida automaticamente pelo equipamento
em ug/pL, determinada pelo seguinte calculo: (DO 260 nm x 40) / 1000, em que DO
260 representa o valor da densidade Optica da amostra determinada no
comprimento de onda 260 nm. O grau de pureza da amostra, também fornecido
automaticamente pelo equipamento, € calculado pela razdo entre as densidades

opticas nos comprimentos de onda 260 e 280 nm. Consideraram-se satisfatérias as
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amostras que demonstraram grau de pureza entre 1,7 e 2,0, visto que estes valores

representam baixa contaminacdo da amostra com proteinas.

4.7.3 Tratamento do RNA com enzima DNAse

Com a finalidade de evitar possibilidade de contaminacdo com DNA gendmico
e consequente influéncia sobre a avaliacdo da expressdo génica, as amostras de
RNA total foram tratadas com enzima desoxirribonuclease (DNAse) (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, EUA) durante 15 minutos, a temperatura ambiente e de acordo com o

protocolo do fabricante.

4.7.4 PCR quantitativa em tempo real

A transcricdo reversa e amplificacdo do cDNA foram realizadas a partir do
RNA total extraido das amostras, em Unico passo, por PCR quantitativa em tempo
real utilizando o kit Power SYBR® Green RNA-to-CT 1-Step (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). O produto de amplificacdo de cada amostra foi analisado pelo
fluor6foro SYBR® Green. Os fluoréforos se intercalam na fita dupla de DNA e, ao
serem excitados por luz, emitem fluorescéncia cujo intensidade é proporcional a
guantidade do produto de amplificacdo. A fluorescéncia detectada é representada
por meio do Ct (ciclo limiar, cycle threshold), que representa o ciclo na reacdo de
amplificagéo a partir do qual a amplificagéo se torna exponencial.

As reacdes foram preparadas em placas de 96 pocos (MicroAmp Optical,
Applied Biosystems), em triplicatas, para volume final de 10 pL, de acordo com
instrugdes do fabricante. Uma reacao controle negativo, ou seja, sem amostra de
RNA total, foi realizada para cada par de primers a fim de se verificarem possiveis
contaminagodes.

As reacdes foram conduzidas por termociclador AB7500 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). As sequéncias dos iniciadores ou primers utilizados estao

descritas no quadro 3.



64

Quadro 3 - Sequéncia dos primers utilizados para determinacdo da expressao
génica por PCR guantitativa em tempo real

Primer ! Proteina correspondente Sequéncia

Ucpl Proteina desacopladora | F: 5-ACTGCCACACCTCCAGTCATT-3

tipo 1 (UCP1
po 1 ) R: 5-CTTTGCCTCACTCAGGATTGG-3’

Gapdh Gliceraldeido 3-fosfato | F: 5-AAGGGCTCATGACCACAGTC-3’

desidrogenase (GAPDH
g ( ) R: 5-CAGGGATGATGTTCTGGGCA-3’

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

As condi¢cdes de termociclagem durante a PCR foram:

* Programa de transcrigao reversa: 48°C durante 30 minutos;

* Ativacado da Taq DNA polimerase: 95°C durante 10 minutos;

* Quarenta ciclos de desnaturacéo (95°C durante 15 segundos) e anelamento
e amplificagéo (60°C durante 1 minuto);

* Curvas de dissociagdo (programa de dissociagdo do produto de
amplificacdo) realizado ap6s cada reacdo com o0 objetivo de se verificar sua
especificidade, confirmando a auséncia de formacdo de dimeros de primers e/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 o
momento em que o produto de PCR apresenta-se 50% em fita dupla e 50% em fita
simples. A Tm é especifica para cada sequéncia de DNA amplificada e, assim,
espera-se que apenas um pico de decaimento seja detectado para cada par de
primers utilizado.

A expresséo relativa do RNAmM para cada um dos genes alvo foi determinada
pelo método comparativo AACt, com normalizagado para o gene de referéncia que
codifica a gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (Gapdh). Para isso, os valores de Ct

obtidos para cada amostra nas reacbes de amplificacdo dos genes alvo (cuja
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expressdo se objetivou quantificar) foram subtraidos do valor do Ct obtido para as
mesmas amostras nas reacfes de amplificacdo do gene referéncia (Gapdh), sendo
obtido o ACt.

ACt = Ct gene alvo — Ct gene referéncia

A quantificacéo relativa de cada gene alvo foi obtida por meio do método de
comparagao de Ct ou AACt. Segundo este método, a expressao relativa do gene

alvo corresponde ao valor obtido pela formula aritmética 2-242%t, em que

AACt = ACt intervencéo — ACt calibrador

Para as amostras de tecidos animais analisadas, a intervencdo corresponde
as amostras de camundongos alimentados com DHL e tratados com RSG ou GQ-02,
e o calibrador corresponde as amostras de tecidos originadas de animais

alimentados com DHL e tratados com veiculo.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados no programa estatistico Graph Pad Prism 5.0.
Todos os resultados foram expressos como meédia * erro padrdo da média (EPM). O
teste t de Student ndo pareado foi utilizado para comparar a média entre dois
grupos; a andlise de variancia de um fator (one way ANOVA) seguida do pds-teste
de Newman-Keuls foi utilizada para comparar as médias entre multiplos grupos; e a
analise de variancia de dois fatores (two-way ANOVA) seguida do poés-teste de
Bonferroni foi utilizada para comparar as médias entre multiplos grupos com relagéo
tratamento ao longo do tempo.

A expressdo relativa do RNAm foi analisada utlizando o teste né&o-
paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste Dunn. O nivel de significancia
adotado foi p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 CULTURA CELULAR

5.1.1 Efeito do GQ-02 sobre a adipogénese

Pré-adipocitos 3T3-L1 e células mesenquimais C3H10T1/2 foram induzidos a
se diferenciar com meio completo contendo combinacédo de IBMX, dexametasona e
insulina em placas de 6 pocos por 7 e 14 dias, respectivamente. Durante todo o
periodo de diferenciacdo, as células foram tratadas com veiculo (DMSO, controle
negativo), rosiglitazona (10° M, controle positivo) ou GQ-02 (10° M). Ao final dos 7
(células 3T3-L1) e 14 dias (células C3H10T1/2), a diferenciacdo foi avaliada pela
coloragdo com 6leo vermelho O.

Foi observado aumento do acumulo intracelular de lipideos, indicativo de
diferenciacdo adipocitaria, nas células 3T3-L1 e mesenquimais C3H10T1/2 com
tratamento com rosiglitazona 10° M, controle positivo da inducdo da adipogénese,
em relacdo as células tratadas com o veiculo DMSO (Figuras 11 e 12).

Nas células 3T3-L1 induzidas a se diferenciar em adipécitos com meio
contendo IBMX, dexametasona e insulina e tratadas com GQ-02, foi observado
aumento da diferenciacdo adipocitaria avaliado pelo acumulo intracelular de lipideos
corados com O6leo vermelho O em relacdo as células tratadas com DMSO. O
acumulo lipidico observado foi reduzido em relacdo as células tratadas com
rosiglitazona (Figura 11).
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1. Nao diferenciado 2. DMSO 3. Rosiglitazona 10°°M

4. GQ-0210°M

Figura 11 Efeito do GQ-02 sobre a adipogénese em pré-adipécitos 3T3-L1 induzidos com meio
completo. Pré-adipécitos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar em adipécitos com meio contendo 1 uM
de dexametasona, 0,5 nM de IBMX e 1 pg/mL de insulina por dois dias e, em seguida, mantidos em
meio contendo 1 pg/mL de insulina. Durante o periodo de cultivo (7 dias), foram tratados com veiculo
(DMSO), rosiglitazona (10 M) ou GQ-02 (10° M). Apés 7 dias, foram corados com 6leo vermelho O e
observados por microscopia. Aumento de 10x.
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Nas células mesenquimais C3H10T1/2 induzidas a se diferenciar em
adipécitos em presenca do GQ-02, ndo foi observado aumento do acumulo lipidico

intracelular quando comparadas ao grupo controle tratado com DMSO (Figura 12).

1. Nao diferenciado 2. DMSO 3. Rosiglitazona 10°M

4. GQ-0210°M

Figura 12 Efeito do GQ-02 sobre a adipogénese em células mesenquimais C3H10T1/2 induzidas com
meio completo. Células mesenquimais C3H10T1/2 induzidas a se diferenciar em adipdcitos com meio
contendo 1 pM de dexametasona, 0,5 nM de IBMX e 1 pug/mL de insulina por dois dias e, em seguida,
mantidas em meio contendo 1 pg/mL de insulina. Durante o periodo de cultivo (14 dias), foram
tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (10> M) ou GQ-02 (105 M). Apés 14 dias, foram coradas
com o6leo vermelho O e observadas por microscopia. Aumento de 10x.

A inducdo da diferenciacdo das células 3T3-L1 em adipocitos pela
combinacao IBMX, dexametasona e insulina é considerada um potente estimulo a
adipogénese em cultura (152). Para testar o efeito do GQ-02 em condi¢cdes menos
potentes de inducdo de adipogénese, e possivelmente mais consistentes com as do
ambiente extracelular in vivo (144), os pré-adipécitos 3T3-L1 foram induzidos a se
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diferenciar somente com insulina (10 pg/mL) por 2 dias e mantidos com insulina (5
pug/mL) por 8 dias. Durante todo o periodo de diferenciacdo, as células foram
tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (10> M) ou GQ-02 (10-° M). Ao final dos
10 dias, a diferenciacéo foi avaliada pela coloracdo com 6leo vermelho O.

Foi observado discreto aumento do acumulo lipidico por tratamento com GQ-
02 em relagéo as células tratadas com DMSO. O acumulo lipidico com tratamento

com GQ-02 foi reduzido em relacdo as ceélulas com tratamento com rosiglitazona
(Figura 13).

1. Na&o diferenciado 2. DMSO 3. Rosiglitazona 10°M

4. GQ-0210°M

Figura 13 Efeito do GQ-02 sobre a adipogénese em pré-adipécitos 3T3-L1 induzidos com meio
incompleto. Pré-adipdcitos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar em adipdcitos em meio contendo 10
pg/mL de insulina por dois dias e, em seguida, mantidos em meio contendo 5 pg/mL de insulina.
Durante o periodo de cultivo (10 dias), foram tratados com veiculo (DMSO), rosiglitazona (10> M) ou
GQ-02 (10 M). Apds 10 dias, foram corados com 6leo vermelho O e observados por microscopia.
Aumento de 10x.
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5.2 MODELO ANIMAL

5.2.1 Caracterizacdo do modelo animal

Os camundongos foram divididos, aleatoriamente, na 52 semana de vida em 4
grupos contendo 5 animais cada. Um grupo foi alimentado com DC e os demais
grupos alimentados com DHL. Nao foi observada diferenca do peso corporal entre
0S grupos na 52 semana de vida, ou seja, no inicio do estudo (Figura 14).

A partir da 162 semana de vida foi observado aumento significativo do peso
corporal nos grupos alimentados com DHL em comparacdo ao grupo alimentado
com DC (Figura 14).
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Figura 14 Ganho de peso corporal em camundongos alimentados com DC ou DHL. (A) Peso corporal
desde a 5% até a 16@ semana de vida e (B) peso corporal apresentado na 162 semana de vida em
camundongos alimentados com dieta controle (n = 5) ou DHL (n = 14). Dados apresentados como
média + EPM. * p < 0,05 vs. grupo alimentado com DC (andlise de variancia de dois fatores seguida
do teste de Bonferroni e teste t de Student ndo pareado).

Com relacéo a energia ingerida (Figura 15 A) e ao consumo hidrico (Figura 15
B), ndo foram observadas diferencas entre o grupo alimentado com DC e 0s grupos
alimentados com DHL.
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Figura 15 Consumo energético e hidrico em camundongos alimentados com DC ou DHL. (A) Energia
ingerida e (B) consumo hidrico dos camundongos alimentados com dieta controle e dieta hiperlipidica

da 5% a 162 semana de vida. Dados apresentados como média + EPM (teste t de Student nao
pareado).

Na 162 semana de vida, antes do inicio do tratamento, os camundongos
alimentados com DHL apresentaram glicemia de jejum média de 149,0 + 9,27 mg/dL
em comparacao com glicemia de jejum meédia de 114,3 + 10,41 mg/dL observada no

grupo mantido em DC (Figura 16), sem diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 16 Glicemia de jejum em camundongos alimentados com DC ou DHL. Glicemia em jejum na
162 semana de vida em camundongos alimentados com dieta controle (n = 5) ou DHL (n = 14) a partir
da 52 semana de vida. Dados apresentado como média + EPM (teste t de Student ndo pareado).
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5.2.2 Efeito do GQ-02 sobre a glicemia de jejum

Apoés a 162 semana de vida, os camundongos alimentados com DHL foram
subdivididos aleatoriamente em 3 grupos contendo 4 a 5 animais cada e foram
tratados, diariamente, durante 21 dias, com GQ-02 (20 mg/kg/dia), rosiglitazona (4
mg/kg/dia) ou veiculo, via injecao intraperitoneal. Os camundongos alimentados com
dieta DC foram tratados, por igual periodo de tempo, com veiculo.

Foi observada reducéo significativa da glicemia de jejum nos grupos tratados
tanto com rosiglitazona quanto com GQ-02, apés 21 dias de tratamento, em relacéo

ao grupo alimentado com DHL e tratado com veiculo (Figura 17).

2001
# [ Dieta controle
- Hl Dieta hiperlipidica
'_CI 150' T *
B *
E
« 1004
S
(0]
9
o 50'
0 T

. RSG GQ-02
Veiculo

Figura 17 Efeito do GQ-02 sobre a glicemia de jejum. Glicemia em jejum ap6s 21 dias de tratamento
com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20 mg/kg/dia) nos camundongos alimentados com
DHL; e veiculo nos camundongos alimentados com DC. Dados apresentados como média = EPM. #
p< 0,05 vs dieta controle, * p < 0,05 vs. DHL tratado com veiculo (andlise de Variancia de um fator
seguida de p6s-teste de Newman-Keuls); n = 4-5 camundongos por grupo. RSG, rosiglitazona.

5.2.3 Efeito do GQ-02 sobre o ganho de peso, ingestdo energética e hidrica e
eficiéncia metabdlica

Foi observada perda de peso induzido por DHL nos animais tratados com

GQ-02 (20 mg/kg/dia) em comparacdo com 0s demais grupos, como demonstrado
na figura 18.
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Figura 18 Efeito do GQ-02 sobre o ganho ponderal induzido por DHL. (A) Ganho de peso absoluto,
em g, e (B) ganho de peso relativo, em %, apés 21 dias de tratamento com veiculo, rosiglitazona (4
mg/kg/dia) ou GQ-02 (20 mg/kg/dia) nos camundongos alimentados com dieta DHL ou alimentados
com DC e tratados com veiculo. Dados apresentados como média £+ EPM. * p < 0.05 vs. todos os
grupos (analise de variancia de um fator seguida de pds-teste de Newman-Keuls); n = 4-5
camundongos por grupo. RSG, rosiglitazona.

Foi observada diminuicdo da energia ingerida dos animais tratados com GQ-
02 e alimentados com DHL em relacdo aos demais grupos (Figura 19 A) e, com
relacdo ao consumo hidrico, ndo houve diferenca entre os grupos em estudo (Figura
19 B).
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Figura 19 Efeito do GQ-02 sobre o consumo energético e hidrico. (A) Energia ingerida e (B) consumo
hidrico dos camundongos apés 21 dias de tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-
02 (20 mg/kg/dia) nos camundongos alimentados com DHL ou tratamento com veiculo e alimentados
com DC. Dados apresentados como média + EPM. # p<0,05 vs grupo alimentado com DC, * p < 0,05
vs. todos os grupos (andlise de variancia de um fator seguida de pds-teste de Newman-Keuls); n = 4-
5 camundongos por grupo. RSG, rosiglitazona.
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Foi verificada reducdo significativa da eficiéncia metabdlica dos animais que
receberam GQ-02 (20 mg/kg/dia) quando comparados aos animais dos demais

grupos, como apresentado na Figura 20.
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Figura 20 Efeito do GQ-02 sobre a eficiéncia metabdlica. Eficiéncia metabdlica (calculada como
ganho de peso, em g, dividido pela energia ingerida, em kJ), apés 21 dias de tratamento com veiculo,
rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20 mg/kg/dia) nos camundongos alimentados com DHL ou
alimentados com DC e tratados com veiculo. Dados apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs.
todos os grupos (analise de variancia de um fator seguida de pds-teste de Newman-Keuls). n = 4-5
camundongos por grupo. RSG, rosiglitazona.

5.2.4 Efeito do GQ-02 sobre a adiposidade

Foi observado aumento significativo da massa do tecido adiposo branco
visceral epididimal no grupo tratado com veiculo e alimentado com DHL em relacéo
ao grupo alimentado com DC (Figura 21). Os animais alimentados com DHL e
tratados com GQ-02 apresentaram reducdo da massa do depdsito de TAB visceral
epididimal quando comparados aos animais alimentados com DHL e tratados com

veiculo (Figura 21).
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Figura 21 Efeito do GQ-02 sobre a massa do tecido adiposo branco visceral epididimal apés 21 dias
de tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20 mg/kg/dia) nos camundongos
alimentados com DHL; e veiculo nos camundongos alimentados com DC. Dados apresentados como
média £+ EPM. # p< 0,05 vs dieta controle, * p < 0,05 vs. DHL tratado com veiculo (analise de
Variancia de um fator seguida de pés-teste de Newman-Keuls); n = 4-5 camundongos por grupo.
RSG, rosiglitazona.

A massa do tecido adiposo branco subcutédneo inguinal ndo apresentou

diferenca significativa entre os grupos (Figura 22).
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Figura 22 Efeito do GQ-02 sobre a massa do tecido adiposo branco subcutaneo inguinal apés 21 dias
de tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20 mg/kg/dia) nos camundongos
alimentados com DHL; e veiculo nos camundongos alimentados com DC. Dados apresentados como
média + EPM. # p< 0,05 vs dieta controle, * p < 0,05 vs. DHL tratado com veiculo (andlise de
Variancia de um fator seguida de pés-teste de Newman-Keuls); n = 4-5 camundongos por grupo.
RSG, rosiglitazona.

O deposito de tecido adiposo marrom interescapular apresentou reducao
significativa nos animais tratados com veiculo e alimentados com DHL em
comparacdo aqueles tratados com veiculo e alimentados com DC (Figura 23). O

tratamento com rosiglitazona induziu aumento significativo da massa do TAM em
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relacdo ao tratamento com veiculo nos animais alimentados com DHL (Figura 23). O
GQ-02 néo induziu alteragcdo da massa deste depdsito de TAM em relacdo ao

veiculo, nos animais alimentado com DHL.
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Figura 23 Efeito do GQ-02 sobre a massa do tecido adiposo marrom interescapular apés 21 dias de
tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20 mg/kg/dia) nos camundongos
alimentados com DHL; e veiculo nos camundongos alimentados com DC. Dados apresentados como
média £+ EPM. # p< 0,05 vs dieta controle, * p < 0,05 vs. DHL tratado com veiculo (analise de
Variancia de um fator seguida de pés-teste de Newman-Keuls); n = 4-5 camundongos por grupo.
RSG, rosiglitazona.

5.2.5 Efeito do GQ-02 sobre o peso do coracéao, rins e testiculos

Nao foram observadas diferencas nas massas cardiaca (Figura 24 A), renal
(Figura 24 B) ou testicular (Figura 24 C) entre os diferentes tratamentos, nos animais
alimentados com DHL, ou entre estes e 0s animais tratados com veiculo e

alimentados com DC (Figura 24).
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Figura 24 Efeito do GQ-02 sobre a (A) massa do coracdo, (B) massa dos rins e (C) massa dos
testiculos apdés 21 dias de tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20
mg/kg/dia) nos camundongos alimentados com DHL; e veiculo nos camundongos alimentados com
DC. Dados apresentados como média £+ EPM (analise de Variancia de um fator seguida de pés-teste
de Newman-Keuls); n = 4-5 camundongos por grupo. RSG, rosiglitazona.

5.2.6 Efeito do GQ-02 sobre o consumo de oxigénio

A taxa de consumo de oxigénio foi mensurada em amostras de tecido dos
depdsitos de TAB visceral (epididimal), TAB subcutaneo (inguinal) e TAM
(interescapular).

No TAB epididimal (deposito visceral), ndo foi observada diferenga entre os
grupos tratados com veiculo e alimentados com DC ou DHL, nem entre 0s
tratamentos nos camundongos alimentados com DHL (Figura 25). Foi observada, no
entanto, tendéncia de aumento da taxa de consumo de oxigénio nos animais
tratados com GQ-02 e alimentados com DHL, quando comparados aos demais
grupos. (Figura 25). Tendéncia contréria (de redugdo do consumo de oxigénio) foi
observada nos animais tratados com RSG e alimentados com DHL, em comparagao

aos demais grupos (Figura 25).
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Figura 25 Efeito do GQ-02 sobre o consumo de oxigénio do tecido adiposo branco epididimal visceral
por (A) 1 minuto e (B) 5 minutos. Consumo de oxigénio mensurado a partir de fragmentos de
aproximadamente 30 a 80 mg de tecido adiposo visceral em camundongos apds 21 dias de
tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20 mg/kg/dia) nos camundongos
alimentados com dieta DHL ou tratamento com veiculo e alimentados com DC. A taxa de respiracéo
celular foi mensurada em camara de respiragdo contendo DPBS 1x (Dulbecco’s phosphate-buffer
saline), 2% de albumina de soro bovino, 25 mM de glicose e 1 mM de piruvato, mantido a 37°C, por 1
e 5 minutos. Dados apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs. DHL tratado com veiculo
(analise de Variancia de um fator seguida de pds-teste de Newman-Keuls); n = 4-5 camundongos por
grupo. RSG, rosiglitazona.

N&o foram observadas diferencas significativas do consumo de oxigénio entre
0s grupos no TAB inguinal (depdsito subcutaneo) (Figura 26), embora tenha sido
verificada tendéncia de reducdo da taxa de consumo de oxigénio neste depdsito em
resposta ao tratamento com RSG, em comparagdo com o0s demais tratamentos

(Figura 26), mais evidente na mensuracao apos 1 minuto.
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Figura 26 Efeito do GQ-02 sobre o consumo de oxigénio do tecido adiposo branco inguinal
subcutédneo por (A) 1 minutos e (B) 5 minutos. Consumo de oxigénio mensurado a partir de
fragmentos de aproximadamente 30 a 80 mg de tecido adiposo subcutaneo em camundongos apés
21 dias de tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20mg/kg/dia) nos
camundongos alimentados com dieta DHL ou tratamento com veiculo e alimentados com DC. A taxa
de respiracdo celular foi mensurada em camara de respiragdo contendo DPBS 1x (Dulbecco’s
phosphate-buffer saline), 2% de albumina de soro bovino, 25 mM de glicose e 1 mM de piruvato,
mantido a 37°C, por 1 e 5 minutos. Dados apresentados como média + EPM (analise de Variancia de
um fator seguida de poés-teste de Newman-Keuls); n = 4-5 camundongos por grupo. RSG,
rosiglitazona.
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N&o foram observadas diferencas significativas no consumo de oxigénio
mensurado no TAM interescapular entre os grupos de tratamento alimentados com

DHL, ou entre tratamento com veiculo e os grupos alimentados com DC e DHL
(Figura 27).
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Figura 27 Efeito do GQ-02 sobre o consumo de oxigénio do tecido adiposo marrom interescapular por
(A) 1 minuto e (B) 5 miutos. Consumo de oxigénio mensurado a partir de fragmentos de
aproximadamente 10 a 30 mg de tecido adiposo marrom em camundongos apds 21 dias de
tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20 mg/kg/dia) nos camundongos
alimentados com dieta DHL ou tratamento com veiculo e alimentados com DC. A taxa de respiracdo
celular foi mensurada em cémara de respiracdo contendo DPBS 1x (Dulbecco’s phosphate-buffer
saline), 2% de albumina de soro bovino, 25 mM de glicose e 1 mM de piruvato, mantido a 37°C, por 1
e 5 minutos. Dados apresentados como média £+ EPM (analise de Variancia de um fator seguida de
poés-teste de Newman-Keuls); n = 4-5 camundongos por grupo. RSG, rosiglitazona.

5.2.7 Efeito do GQ-02 sobre caracteristicas histolégicas do tecido adiposo e
figado

Amostras dos depdsitos de tecido adiposo branco visceral epididimal, branco
subcutaneo inguinal e marrom interescapular, além de amostras do figado, foram
fixadas em paraformaldeido 4% e incluidas em parafina. A analise histoldgica foi
realizada apoOs coloragdo com hematoxilina-eosina e imagens capturadas por
microscopio de luz com aumento de 10 vezes, representativas de um animal por
grupo.

No TAB epididimal (depdsito visceral) e inguinal (depdsito subcutaneo) foi
observado aumento do tamanho dos adipdcitos nos camundongos alimentados com

DHL e tratados com veiculo quando comparados aos animais alimentados com dieta
controle (Figuras 28 e 29).
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Os camundongos alimentados com DHL e tratados com RSG apresentaram
caracteristicas histologicas nos depositos de TAB visceral e subcutaneo similares ao
grupo alimentado com DHL e tratado com veiculo, com o aumento do tamanho dos
adipécitos em relacdo aos camundongos mantidos em DC (Figuras 28 e 29).

No depoésito visceral (Figura 28), os animais alimentados com DHL e tratados com
GQ-02 apresentaram reducdo do tamanho do adip6cito em relagdo aos
camundongos alimentados com DHL e tratados com veiculo, indicado por tendéncia
de reducdo do diametro dos adipécitos e tamanho das goticulas lipidicas. Em
relacdo ao depodsito subcutdneo (Figura 29), ndo foi observada modificacdo das
caracteristicas histolégicas nos camundongos tratados com GQ-02 em relacdo aos

animais tratados com veiculo e alimentados com DHL.

1. DC - veiculo 2. DHL - veiculo
3. DHL - RSG 4. DHL - GQ-02

Figura 28 Efeito do GQ-02 sobre caracteristicas morfolégicas do tecido adiposo branco visceral
epididimal ap6s 21 dias de tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20
mg/kg/dia) nos camundongos alimentados com DHL; e veiculo nos camundongos alimentados com
DC. Amostras de tecido adiposo branco epididimal coradas com hematoxilina e eosina. Imagens
representativas de um camundongo por grupo, aumento de 10 vezes e escala de 50 pm. n = 4-5
camundongos por grupo. RSG, rosiglitazona; DC, dieta controle; DHL, dieta hiperlipidica.
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1. DC - veiculo 2. DHL - veiculo
3. DHL - RSG 4. DHL - GQ-02

Figura 29 Efeito do GQ-02 sobre caracteristicas morfologicas do tecido adiposo branco subcutaneo
inguinal apds 21 dias de tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20 mg/kg/dia)
nos camundongos alimentados com DHL; e veiculo nos camundongos alimentados com DC.
Amostras de tecido adiposo branco epididimal coradas com hematoxilina e eosina. Imagens
representativas de um camundongo por grupo, aumento de 10 vezes e escala de 50 um. n = 4-5
camundongos por grupo. RSG, rosiglitazona; DC, dieta controle; DHL, dieta hiperlipidica.

A andlise das caracteristicas histolégicas do TAM interescapular sugeriu
maior acumulo lipidico nos animais tratados com veiculo e alimentados com DHL em
relacdo a DC, indicado pelo aumento de tamanho das goticulas lipidicas
intracelulares neste tecido (Figura 30). Os animais alimentados com DHL e tratados
com RSG também apresentaram aumento do tamanho das goticulas e acumulo
lipidico no depdsito marrom, porém de forma menos acentuada. O tratamento com
GQ-02 nos camundongos alimentados com DHL reduziu o acumulo e o tamanho das
goticulas lipidicas em relacdo aos camundongos tratados com veiculo e alimentados

com DHL, neste deposito de tecido adiposo.
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1. DC - veiculo 2. DHL - veiculo
3. DHL - RSG 4. DHL - GQ-02

Figura 30 Efeito do GQ-02 sobre -caracteristicas morfolégicas do tecido adiposo marrom
interescapular apés 21 dias de tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20
mg/kg/dia) nos camundongos alimentados com DHL; e veiculo nos camundongos alimentados com
DC. Amostras de tecido adiposo marrom coradas com hematoxilina e eosina. Imagens
representativas de um camundongo por grupo, aumento de 10 vezes e escala de 50 yum. n = 4-5
camundongos por grupo. RSG, rosiglitazona; DC, dieta controle; DHL, dieta hiperlipidica.

No figado, foi observado aumento do acumulo lipidico, caracterizado pela
presenca de goticulas lipidicas nos hepatocitos, nos camundongos alimentados com
DHL e tratados com veiculo ou RSG, quando comparados aos animais alimentados
com DC. Os camundongos alimentados com DHL e tratados com GQ-02
apresentaram reducdo das goticulas lipidicas nos hepatdcitos e do acumulo lipidico

no figado em relagcéo ao grupo mantido com DHL e veiculo (Figura 31).
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3. DHL-RSG 4. DHL - GQ-02

Figura 31 Efeito do GQ-02 sobre caracteristicas morfolégicas do figado apds 21 dias de tratamento
com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20 mg/kg/dia) nos camundongos alimentados com
DHL; e veiculo nos camundongos alimentados com DC. Amostras de figado coradas com
hematoxilina e eosina. Imagens representativas de um camundongo por grupo, aumento de 10 vezes
e escala de 50 um. n = 4-5 camundongos por grupo. RSG, rosiglitazona; DC, dieta controle; DHL,
dieta hiperlipidica.

5.2.8 Efeito do GQ-02 sobre a dosagem de triglicerideos

A dosagem de TG foi realizada por extracdo dos TG a partir de fragmentos de
tecido hepatico. Foi observada tendéncia de aumento no contetdo de TG hepaticos
nos animais alimentados com DHL em relacdo ao grupo alimentado com DC (Figura
32).

Entre os tratamentos, foi observado reducéo significativa da dosagem de TG
no figado dos animais tratados com GQ-02 em relacao ao conteudo de TG do grupo

alimentado com DHL e tratado com veiculo (Figura 32).
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Figura 32 Efeito do GQ-02 sobre a dosagem de TG hepatico. Contetdo de triglicerideos do figado
apos 21 dias de tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20 mg/kg/dia) nos
camundongos alimentados com DHL; e veiculo nos camundongos alimentados com DC. Dados
apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs. DHL tratado com veiculo (analise de Variancia de
um fator seguida de poés-teste de Newman-Keuls); n = 4-5 camundongos por grupo. RSG,
rosiglitazona.

5.3 EXPRESSAO GENICA

5.3.1 Efeitos do GQ-02 sobre a expresséo de gene relacionado a termogénese

no tecido adiposo

A expressdo relativa do RNAm do gene Ucpl no tecido adiposo branco
visceral epididimal, nos animais alimentados com DHL, observou-se aumento
significativo com o grupo tratado com GQ-02, em relagdo aos animais tratados com
veiculo (Figura 33 A).

No tecido adiposo branco subcutaneo, ndo foi observado diferenca da
expressao relativa do RNAmM da Ucpl entre os grupos (Figura 33 B), com tendéncia
de aumento da expresséo relativa do RNAmM da Ucpl nos tratamentos com RSG e
GQ-02 em relacdo ao grupo tratado com veiculo.

No tecido adiposo marrom, foi observado tendéncia de aumento da expressao
relativa de Ucpl com tratamento com o GQ-02 em relacdo ao grupo alimentado com

DHL e tratado com veiculo (Figura 33 C). Nao foi observado alteracdo na expressao
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relativa do RNAm da Ucpl com tratamento com RSG, em relacdo ao grupo tratado

com veiculo.
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Figura 33. Efeito do GQ-02 sobre a expressdo de RNAm do gene relacionado a termogénese Ucpl.
Expressdo do RNAm de gene relacionados a termogénese no (A) Tecido adiposo branco visceral
epididimal, (B) tecido adiposo branco subcutaneo inguinal e (C) tecido adiposo marrom interescapular
apos 21 dias de tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/dia) ou GQ-02 (20 mg/kg/dia) nos
camundongos alimentados com DHL. Dados apresentados como média + EPM (andlise de Kruskal-
Wallis seguido pelo pds-teste Dunn); n = 4-5 camundongos por grupo. RSG, rosiglitazona
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, foi investigado o efeito do GQ-02, um composto sintético
derivado de TZD, em cultura de células e in vivo. Em cultura, foi observado efeito
adipogénico fraco e, in vivo, efeito antidiabético significativo, semelhante ao da TZD
classica rosiglitazona, acompanhado de perda de peso, perda de massa adiposa,
reducdo da eficiéncia metabdlica e aumento significativo da expressao do gene que
codifica UCP1 no TAB visceral.

Estudos in silico conduzidos previamente (138) indicaram que o GQ-02 se liga
ao PPARYy, fator de transcricdo ativado por ligantes que regula a expressdo de
multiplos genes envolvidos na adipogénese, sensibilizacdo a insulina, metabolismo
lipidico e resposta inflamatdria, representando um alvo para o tratamento de
resisténcia insulinica e DM2 (8).

As TZD, como rosiglitazona e pioglitazona, sdo agonistas totais de PPARy
que possuem efeitos benéficos sobre a homeostase da glicose, aumentando a
sensibilidade a insulina e a captacao periférica de glicose (153, 154). Apesar de sua
efetividade no tratamento do DM2, a utilizacdo das TZD tem sido associada a efeitos
adversos comuns da classe que incluem ganho de peso (155), retencéo hidrica e
edema (117, 118, 156), fraturas 6sseas (115, 116) e possivel aumento do risco de
insuficiéncia cardiaca congestiva (156), limitando seu uso clinico.

Os efeitos adversos das TZD podem ocorrer via ativacdo suprafisioldgica do
PPARy nos tecidos alvo, modulagdo indesejada da atividade do receptor em
variados alvos, ou ser devido a efeitos especificos e peculiares de determinado
composto (157), como a hepatotoxicidade idiossincratica associada com a TZD
troglitazona (158) que foi motivo para a descontinuidade de seu uso em 1998. Em
2010, a FDA (Food and Drug Administration) restringiu a acesso a TZD rosiglitazona
nos Estados Unidos (159) e houve recomendacéo para sua retirada do mercado na
Europa (21) devido a sua associagdo com risco de infarto do miocardio (20).

Pequenas moléculas que exibem modo de ligacdo diferente ao LBD do
PPARy, quando comparadas aos agonistas totais, podem resultar na regulacao de
conjuntos especificos de correguladores e, assim, na expressao diferencial de genes

alvo. Choi e cols (2010) constataram que o efeito antidiabético de ligantes de PPARYy
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esta associado a inibicdo da fosforilacdo, dependente de Cdk5, da serina 273 do
PPARY, e ndo de sua atividade agonista classica. Estudos subsequentes reforcaram
a possibilidade de dissociar o efeito antidiabético de ligantes do PPARy da atividade
agonista classica no receptor. O GQ-16, composto derivado de TZD com atividade
agonista parcial no PPARY, estabiliza a hélice 3 (H 3) e regides da folha  do PPARY,
apresentando eficacia semelhante a da rosiglitazona em bloquear a fosforilagcdo de
Ser?”® mediada por Cdk5 e em melhorar a sensibilidade insulinica in vivo, com
auséncia de inducao de ganho de peso (23).

Na tentativa de desenvolver novos ligantes de PPARy com perfil mais
favoravel de acéo, o GQ-02 foi sintetizado a partir do composto 5-benzilideno-3-(4-
metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona e estudos de modelagem molecular demonstraram
que o complexo formado entre 0 GQ-02 e o PPARy apresenta boa estabilidade
(energia de ligacdo negativa) quando comparada com a energia de ligacdo da
rosiglitazona (138). Estudos adicionais in silico demostraram que entre o atomo de
oxigénio do anel heterociclico do GQ-02 e o residuo Ser?®® do LBD do PPARy
formam-se ligacdes de hidrogénio, o que estabiliza o receptor e reforca que GQ-02
seja um ligante de PPARY (26).

Estudos in vivo prévios mostraram os efeitos antidiabéticos e sensibilizadores
insulinicos do GQ-02. Mourao e cols (2005) observaram reducao dose-dependente
da glicemia de jejum e da concentracdo sérica de triglicerideos em resposta ao
tratamento com GQ-02 (10 e 30 mg/kg/dia, durante 15 dias, por gavagem), em
camundongos Swiss de ambos o0s sexos e com diabetes induzido por aloxano.
Costa Leite e cols (2007) confirmaram estes resultados no mesmo modelo. Em
camundongos Swiss machos com obesidade e diabetes induzidos por dieta
hiperlipidica, foi observado que o tratamento com GQ-02 (20 mg/kg/dia, durante 14
dias, por gavagem) resultou em reducdo do ganho de peso e da massa adiposa
epididimal em resposta a dieta hiperlipidica, sem alterac6es da ingestdo de energia
(26). Além disso, foi observado efeito sensibilizador insulinico semelhante ao da
rosiglitazona (26).

O efeito do GQ-02 em promover redugéo do ganho ponderal simultaneamente
a inalteracdo da ingestao de energia sugeriu que o tratamento com este composto
se associou a reducdo da eficiéncia metabdlica que, por sua vez, poderia estar

relacionada a aumento do gasto energético. Considerando estes aspectos e a
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capacidade de as TZD induzirem o aumento da expressao de genes relacionados a
termogénese no TAB (15), o objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos do
derivado de TZD GQ-02 sobre o tecido adiposo, em especial seu efeito em induzir o
fendtipo termogénico neste tecido.

O PPARy é um fator chave na adipogénese e é induzido durante a
diferenciacdo de adipdcitos (13, 93). As TZD sao capazes de iniciar a cascata de
sinalizacdo adipogénica em linhagem de células mesenquimais e aumentar a
diferenciacdo de pré-adipécitos em adipécitos (46). No presente estudo, a
adipogénese foi estudada em dois tipos celulares, pré-adipécitos 3T3-L1 e células
mesenquimais C3H10T1/2. A TZD rosiglitazona apresentou adipogénese em ambas
as linhagens celulares. Essa capacidade adipogénica das TZD € responsavel, em
parte, pelo efeito adverso conhecido de ganho ponderal in vivo e em seres humanos
(157).

O GQ-02 foi capaz de induzir a adipogénese nos pré-adipocitos 3T3-L1,
linhagem ja comprometida com o processo de diferenciacdo em adipocitos (141), de
forma menos acentuada que a rosiglitazona. Resultado semelhante foi observado
com a mesma linhagem celular com o derivado de TZD e agonista parcial de PPARY,
GQ-16 (23). Em células mesenquimais C3H10T1/2 ndo foi observado efeito
adipogénico do GQ-02, enquanto que o GQ-16 continuou apresentando potencial
adipogénico, ainda que menos acentuado que o da rosiglitazona (23). Estes dados,
em conjunto, sugerem que o GQ-02 apresente potencial adipogénico mais fraco que
o de um agonista parcial de PPARy derivado de TZD previamente descrito e
compativel com ligantes previamente descritos (23, 160).

Para investigacdo dos efeitos do GQ-02 in vivo, foi utilizada a linhagem
isogénica de camundongos C57BI/6, um modelo bem estabelecido para inducdo de
obesidade por dieta (161, 162). A exposicdo prolongada destes animais a dieta
altamente calorica, contendo alto teor de lipideos, € responsavel por induzir
hiperglicemia e resisténcia a insulina decorrente da obesidade, possivelmente por
predisposicdo genética (161). Em concordancia, os camundongos alimentados por
12 semanas com DHL, desde a 42 semana de vida, apresentaram aumento
significativo do peso corporal em relacdo aos alimentados com DC e desenvolveram

hiperglicemia de forma analoga a maioria dos casos em seres humanos, ou seja, em
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individuos predispostos que se tornam obesos apds acesso a dieta altamente
calérica (161).

Os animais alimentados com DHL apresentaram glicemia de jejum de 149,0 £
9,27 mg/dL, o que representa valores abaixo dos esperados em relacdo aos dados
observados na literatura com a mesma linhagem de camundongos (161, 162). Ainda
assim, estes valores médios sdo compativeis com o diagnéstico de DM2 (163). Cabe
destacar que os camundongos alimentados com dieta controle apresentaram
glicemia média de 114,3 + 10,41 mg/dL, compativel com glicemia de jejum alterada
(163). Embora este valor esteja acima da faixa de normalidade da glicemia, esta de
acordo com dados da literatura relacionados a esta linhagem de camundongos (162,
164). Foi previamente descrito que camundongos C57BI/6 machos alimentados com
dieta controle acima de 10 semanas de vida, provenientes do Biotério da Faculdade
de Medicina da USP, apresentaram glicemia de jejum média de 109 + 26,69 mg/dL
(164).

Neste modelo de obesidade e hiperglicemia, o presente estudo demonstrou
que o tratamento com GQ-02 na dose de 20 mg/kg/dia, por via intraperitoneal,
durante 3 semanas, reduziu significativamente a glicemia de jejum em animais
alimentados com dieta hiperlipidica, em comparacdo com o veiculo. Esta reducéo foi
comparavel a observada em resposta ao tratamento com rosiglitazona e resultou em
valores semelhantes aos observados em animais alimentados com dieta controle.
Estes dados confirmaram o0s resultados de estudos prévios envolvendo
camundongos Swiss com diabetes induzido por aloxano (25, 138) e camundongos
Swiss com obesidade e diabetes induzidos por dieta hiperlipidica (26).
Diferentemente destes ultimos estudos, em que o GQ-02 foi administrado por
gavagem, neste estudo este composto foi administrado por via intraperitoneal, o que
confirmou sua atividade antidiabética também por esta via e descartou a
possibilidade de interferéncia do procedimento de gavagem com variaveis
metabdlicas, como a glicemia.

As TZD apresentam efeito adverso caracteristico da classe de ganho de peso
em roedores e humanos (155). De forma inesperada, ndo foi observado ganho de
peso significativo em resposta ao tratamento com a TZD rosiglitazona. Este
resultado poderia ser explicado pelo pequeno namero amostral (de animais) em
cada grupo experimental ou por problemas relacionados a biodisponibilidade da

rosiglitazona administrada pela via peritoneal no presente estudo. O tratamento com
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GQ-02, em contrapartida, promoveu perda de peso nos camundongos com
obesidade induzida por DHL, o que sugere que este derivado de TZD nédo esti
associado ao efeito adverso de ganho ponderal das TZD classicas. Efeito
semelhante ao do GQ-02, de reduzir a glicemia sem associar-se a ganho de peso, é
caracteristico de agonistas parciais/moduladores seletivos de PPARy, como 0 GQ-16
(23) e MRL24 (22), ou mesmo de ligantes “ndo agonistas”, como o SR1664 (24).

No estudo prévio com camundongos Swiss obesos tratados com GQ-02, foi
observada reducdo do ganho de peso e glicemia em resposta a DHL, porém nao
perda de peso (26). E possivel que a diferenca entre este e o presente estudo esteja
relacionada ao tempo de tratamento (14 dias no estudo de Mouréo e cols, 2006 vs
21 dias no presente estudo), diferencas de biodisponibilidade do GQ-02
administrado por gavagem (no estudo de Mouré&o e cols, 2006) ou via intraperitoneal
(presente estudo), ou mesmo por diferencas nas linhagens e caracteristicas
genéticas de camundongos utilizadas no estudo de Mourdo e cols (Swiss) e no
presente estudo (C57BI/6).

A perda de peso induzida pelo tratamento com GQ-02 foi acompanhada por
reducdo significativa da energia ingerida. Considerando que no estudo prévio
envolvendo camundongos Swiss tratados com GQ-02 foi observada reducédo do
ganho de peso induzido pela DHL acompanhada de inalteragdo da ingestdo de
energia (26), o efeito do GQ-02 sobre o peso corporal, observado no presente
estudo, nédo foi atribuido em sua totalidade a reducdo do consumo alimentar. Para
investigar outros mecanismos envolvidos no efeito do GQ-02 sobre o peso, foi
calculada a eficiéncia metabdlica, que representada a fracao de energia ingerida que
€ armazenada como reserva energética corporal (165).

No presente estudo, a reducdo de peso em resposta ao tratamento com GQ-
02 foi acompanhada de reducéo da eficiéncia metabdlica, sugerindo o envolvimento
de mecanismos adicionais a reducdo da ingestdo de energia. Duas possibilidades
foram consideradas: (i) o aumento de perda fecal de energia e (i) 0 aumento do
gasto energético por inducdo da termogénese. A primeira, embora ndo descartada,
foi considerada pouco provavel considerando a via de administracdo do GQ-02,
intraperitoneal e ndo gastrointestinal. A segunda possibilidade, plausivel. Aumento
da termogénese ou producdo de calor pode ocorrer em mamiferos em associacao

com a contracdo muscular (termogénese induzida por exercicio), em decorréncia da
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atividade da UCP1 no adip6cito marrom ou bege (termogénese adaptativa) ou em
associacdo com a ingestao alimentar (termogénese induzida por dieta) (31).

Ha mais de uma década, foi observado que agonistas totais de PPARy, como
as TZD, induzem a expresséao do transcrito do gene que codifica a UCP1 no tecido
adiposo de roedores (166). Subsequentemente, estes agonistas promovem, além do
aumento da expressdo da UCP1 no TAB, o aumento da biogénese mitocondrial,
induzindo caracteristicas semelhantes as do adipdcito marrom no TAB (14, 131). O
aumento da expressdo de genes termogénicos, além de lipoliticos e oxidativos, no
TAB é também observado no TAM, in vivo e em cultura, e é semelhante ao que
ocorre em resposta a estimulacado 3-adrenérgica (12, 14).

Paradoxalmente, a ativacdo de PPARy in vivo promove aumento do
armazenamento de energia e ganho de peso, em vez de gasto energético e perda
de peso, sugerindo que a regulacdo da termogénese no tecido adiposo pela ativacéo
completa de PPARy seja silenciada por ambiente neuronal e hormonal em que o
armazenamento energético é favorecido (167).

Considerando os aspectos acima descritos e, ainda, que o PPARYy apresenta
expressao elevada no tecido adiposo (19) e que estudos in silico indicaram que o
derivado de TZD GQ-02 é um possivel ligante de PPARYy (138), foi investigado se a
perda de peso associada ao tratamento com GQ-02 estaria associada a inducdo da
termogénese no tecido adiposo. Embora ndo tenha sido avaliado o gasto energético
dos camundongos tratados com GQ-02, foram analisadas caracteristicas que
pudessem apontar para fenétipo de atividade termogénica no TAM e no TAB.

No TAM, embora néo tenha sido observada alteracdo da massa do depdsito
interescapular nos animais tratados com GQ-02, em compara¢cdo com 0S animais
tratados com veiculo, a analise histologica sugeriu reducdo do conteudo lipidico
neste depdsito, indicado por reducédo do tamanho das goticulas lipidicas no adipdcito
marrom. Além disso, foi observado tendéncia de aumento da expressdo do RNAmM
do gene da Ucpl neste deposito de TAM. Estas caracteristicas, indicativas de
aumento da atividade deste tecido (52), sugerem a possibilidade de a perda de peso
associada ao tratamento com GQ-02 ser devida, pelo menos em parte, a ativacao do
TAM.

O amarronzamento do TAB, ou recrutamento do adipdcito bege, em resposta

a agonistas de PPARy ocorre preferencialmente no TAB subcutaneo e é
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determinado por aumento dos niveis de PRDM16 (15), corregulador da transcricdo
critico para a diferenciacdo de adipdcitos bege. E possivel, porém, que ocorra
também amarronzamento do TAB visceral, em decorréncia de caracteristicas da
linhagem de animais estudada. Fukui e cols (2000) demonstraram inducdo da
expressdo de Ucpl no tecido adiposo branco mesentérico (depdsito visceral) em
resposta a composto derivado de TZD e dados do Laboratério de Farmacologia
Molecular (ndo publicados) envolvendo outro derivado de TZD, o GQ-16, também
mostraram indugdo da expressao genes relacionados a termogénese (Ucpl e Cidea)
no TAB epididimal em camundongos Swiss heterogénicos.

No presente estudo, no TAB visceral, foi observada reducao significativa da
massa do TAB epididimal nos animais tratados com GQ-02. A analise histologica
sugeriu que esta reducdo foi acompanhada de tendéncia de reducdo do diametro
dos adipécitos neste depdsito em resposta ao tratamento com este derivado de TZD.
Estes achados poderiam sugerir aumento da lipdlise e termogénese no TAB visceral.
Para investigar estes aspectos, foi analisado o consumo de oxigénio do TAB
epididimal e observado que os animais tratados com GQ-02 apresentaram tendéncia
de aumento desta variavel, quando comparados aos tratados com veiculo ou
rosiglitazona. A expressdo do RNAmM do gene da Ucpl também foi analisada no
deposito visceral de TAB e foi observado aumento significativo com tratamento com
GQ-02 em relacéo a expressao do RNAmM no grupo tratado com veiculo.

Nado foram observadas alteracbes da massa de TAB inguinal (depdsito
subcutaneo), de suas caracteristicas histoldgicas, da taxa de consumo de oxigénio
neste depdsito ou da expressdo de Ucpl entre os diferentes tratamentos, sugerindo
gue eventuais efeitos do GQ-02 sobre este depdsito de TAB ndo estejam envolvidos
nos efeitos deste composto sobre o peso.

E plausivel, ainda, hipotetizar efeito do GQ-02 no SNC para explicar seu
efeito sobre o peso. O PPARy é expresso em areas do cérebro envolvidas com a
homeostase de glicose e o metabolismo energético (108) e ativacdo desse receptor
esta envolvida na regulacdo do balanco energético (109). O nocaute do PPARy em
areas especificas do cérebro de camundongos resulta em protecdo contra a
obesidade induzida por dieta por promover aumento do gasto energético e redugéo
da ingestdo de energia (109), além de aumento da sensibilidade a leptina (109),

adipocina envolvida na regulacao do balanco energético.
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Considerando que o GQ-02 apresenta estrutura quimica derivada de TZD
(25), é possivel que, a semelhanca das TZD, apresentasse capacidade de
atravessar a barreira encefalica de maneira similar as TZD porém, no SNC,
modulasse a atividade do PPARy de forma distinta que resultasse em aumento do
gasto energético. E possivel, ainda, que a semelhanca das TZD induzisse a
expressao de genes relacionados a termogénese por acdo direta sobre o TAM e
TAB, porém, de maneira distinta das TZD, ndo influenciasse mecanismos neuronais
envolvidos na redugcdo do gasto energético e na falta de expressdo da atividade
termogénica no tecido adiposo (167).

Outra hipotese a ser considerada para explicar a reducdo do peso e da
ingestdo de alimentos nos animais tratados com GQ-02 € a possivel toxicidade
deste composto. Embora esta possibilidade seja pouco provavel com base em
estudos prévios em que foram utilizadas doses iguais ou superiores do GQ-02 e néo
foi descrita toxicidade (25, 26, 139), algumas caracteristicas analisadas no presente
estudo sugerem que nao tenha havido toxicidade associada ao tratamento com GQ-
02. Nao foram observadas alteracbes histoldégicas hepéticas sugestivas de
toxicidade, nem alteracbes da massa cardiaca, renal ou testicular nos animais
tratados com o composto, em relacdo aos demais grupos. As caracteristicas
histoldgicas do figado, ao contrario, sugeririam efeito favoravel do GQ-02 neste
modelo animal.

A obesidade e resisténcia a insulina promovem, no figado, aumento do fluxo
de &cidos graxos livres com consequente acumulo lipidico nos hepatdcitos (98), em
concordancia com a observagdo, no presente estudo, de que 0s animais que
receberam dieta hiperlipidica e foram tratados com veiculo apresentaram
caracteristicas histologicas sugestivas de acumulo lipidico no figado em comparacéo
com aqueles alimentados com dieta controle.

Ativagdo de PPARy, em camundongos, promove esteatose hepética por
inducdo da expressdo de genes lipogénicos (98, 137), enquanto que a inativagao
especifica do PPARy no figado, em camundongos com obesidade induzida por dieta,
reduz a esteatose hepatica (98). Rull e cols (2014) descreveram significante
esteatose hepatica e aumento do conteudo de triglicerideos no figado de
camundongos tratados com rosiglitazona. Em concordancia, no presente estudo foi

observado aumento do acumulo lipidico nos hepatdcitos de camundongos tratados
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com rosiglitazona, em comparagdo com animais tratados com veiculo. Nao houve,
contudo, correspondente aumento do conteddo quantitativo de triglicerideos no
figado. Os resultados discordantes entre a analise histoldgica e o conteudo hepatico
de triglicerideos podem ser devidos ao reduzido numero amostral em cada grupo
experimental.

O efeito positivo do GQ-02 sobre a esteatose hepética foi previamente
descrito em outro modelo. Silva e cols (2015) estudaram camundongos C57BI/6
nocautes para o gene do receptor de LDL (LDLR-/-) tratados com GQ-02 na dose de
30 mg/kg/dia. Foi observado que este derivado de TZD melhorou a esteatose
hepatica em relagdo ao tratamento com veiculo e esta melhora foi caracterizada por
diminuicdo da vacuolizacdo e de infiltrados inflamatorios, melhor organizacdo do
parénquima hepético e reducdo do conteudo de lipideos no figado (140).

Os resultados do presente estudo, em conjunto, sugerem que o GQ-02
apresenta efeito antidiabético semelhante ao das TZD classicas, porém nao
associado a ganho peso, mas sim a perda de peso em animais alimentados com
dieta hiperlipidica. Alguns resultados sugerem que seu efeito sobre 0 peso possa
estar relacionado a aumento do gasto energético, incluindo (i) a reducdo da
eficiéncia metabdlica, (i) a reducdo do conteudo lipidico e tendéncia de aumento da
expressdo de Ucpl no TAM e (i) a reducdo da massa adiposa visceral
acompanhada de tendéncia de aumento da taxa de consumo de oxigénio neste
depodsito de TAB e de aumento significativo da expressdo de Ucpl. Estes efeitos,
embora carecam de caracterizacdo mais detalhada em estudos futuros, sugerem
seu potencial como estratégia terapéutica para a obesidade e DM2.

Podemos, ainda, ressalvar algumas limitacbes do presente estudo, que
incluem reduzido numero amostral nos estudos in vivo; auséncia da analise de perda
fecal de gordura como mecanismo para explicar a reducdo da eficiéncia metabdlica;
auséncia da analise de consumo de oxigénio por calorimetria indireta; auséncia de
analise quantitativa do diametro dos adip6citos nas laminas histolégicas; auséncia
da andlise de genes relacionados a lipdlise, outros genes termogénicos ou ainda de
genes do adipdcito bege; e auséncia da analise da expressao proteica da UCPL1.

E importante destacar que os efeitos do GQ-02 sobre o PPARy precisam
ainda ser explorados. Estudos prévios conduzidos no Laboratorio de Farmacologia
Molecular da Universidade de Brasilia (dados ndo mostrados) ndo caracterizaram o

GQ-02 como agonista ou antagonista de PPARy em ensaios de gene reporter,
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porém seu efeito sobre modificacbes pds-traducionais do receptor, que poderiam
estar associadas a inducao do fendétipo termogénico no TAB (15), ainda ndo foram

investigados.
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7 CONCLUSAO

Em cultura de células, o GQ-02:

e Apresentou potencial adipogénico fraco em pré-adipécitos murinos 3T3-L1
induzidos a se diferenciar com IBMX, dexametasona e insulina e induzidos a
se diferenciar apenas com insulina;

e N&o apresentou potencial adipogénico em células mesenquimais murinas

C3H10T1/2 induzidas a se diferenciar com IBMX, dexametasona e insulina.

Em camundongos C57BI/6 alimentados com DHL, o tratamento com GQ-02:

e Reduziu a glicemia de jejum com magnitude semelhante a RSG;

¢ Induziu perda de peso e reducao da eficiéncia metabdlica;

e Reduziu a massa adiposa visceral e o tamanho do adip6cito no TAB
epididimal, e resultou em tendéncia de aumento do consumo de oxigénio
deste depdsito visceral,

¢ Nao modificou as caracteristicas histolégicas do TAB inguinal (subcutaneo);

e Reduziu o acumulo lipidico no TAM, sem alteracdo da massa adiposa ou do
consumo de oxigénio deste depdsito;

¢ Resultou em tendéncia de aumento da expressdo do RNAmM do gene Ucpl
no TAM e em aumento significativo no TAB epididimal (visceral);

e Na&o alterou as massas cardiaca, renal ou testicular;

¢ Reduziu o acumulo lipidico no figado (esteatose hepatica).
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