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RESUMO
SANTOS CARLOS, Jorge Luis. Avaliagdo comparativa da exposigcao ao frio
e estimulacdo PB3-adrenérgica em camundongos C57BL/6. Brasilia, 2021.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias da Saude) — Faculdade de Ciéncias da Saude,

Universidade de Brasilia, Brasilia, 2021.

A obesidade e outras doencas metabdlicas tem se apresentado atualmente
como doencas em pandemia, dessa forma, estabelecer alvos terapéuticos e novas
estratégias de controle se faz urgente. Nesse contexto algumas abordagens para
identificar novos alvos terapéuticos utilizam modelos tais como a exposi¢cao ao frio
como fator fisiolégico para a termogénese e 0 uso de agonistas 3-adrenérgico como
estimulo farmacolégico. Uma série de trabalhos correlacionam essas duas
abordagens, dessa forma, esse trabalho se prop6s a realizar uma avaliacao
comparativa entre os diferentes estimulos. Os resultados de massa corporal,

temperatura corporal e caracteristicas histoldégicas corroboram com essa percepcéao.

Palavras-chave: Termogénese, exposi¢ao ao frio, agonista f3-adrenérgico.



ABSTRACT
SANTOS CARLOS, Jorge Luis. Comparative evaluation of cold exposure
and B3-adrenergic agonist in C57BL/6 mice. Brasilia, 2021. Dissertacédo (Mestrado
em Ciéncias da Saude) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2021.

Obesity and other metabolic diseases are presented currently as pandemic
diseases, thus establishing therapeutic targets and new control strategies is urgent. In
this context, some approaches to identify new therapeutic targets use such as cold
exposure as a physiological factor for thermogenesis and the use of B3-adrenergic
agonists as a pharmacological stimulus. A series of works correlates these two
approaches, thus this work proposed to obtain a comparative evaluation between the
different stimuli. The results of body mass, body temperature and histological

characteristics corroborate this perception.

Keyword: Thermogenesis, cold exposure, f3-adrenergic agonist.
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PREFACIO

Este trabalho faz parte de um projeto de pesquisa amplo, intitulado
“Metabolismo do colesterol e termogénese: estudo da termogénese no tecido
adiposo em animais com nocaute do receptor de LDL”, que visa avaliar os efeitos
de alteracdes do metabolismo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) sobre a
termogénese adaptativa, por abordagem genética, com emprego de animais
nocaute para receptores LDL estimulados por meio de exposicdo ao frio ou
agonista do receptor 3-adrenérgico. O objetivo do presente estudo foi comparar
os dois estimulos a termogénese, a exposicdo ao frio e a estimulagédo [(3-
adrenérgica, sobre a massa corporal, temperatura corporal, massa de tecido
adiposo e caracteristicas morfologicas do tecido adiposo.

Este trabalho foi estruturado dividindo em dois blocos gerais, nomeados
capitulos, o primeiro correspondendo a uma introducdo ao trabalho e
apresentando elementos textuais exigidos pelo programa, e uma revisao de
literatura buscando contextualizar o trabalho e facilitar sua compreensao,
servindo como ponto de partida para aprofundamento no tema. O segundo bloco
se apresenta em formato de artigo cientifico apresentando os resultados,
discutindo esses achados e apresentando as conclusdes.

Esse prefacio também se faz importante para contextualizar o momento
histérico em que o estudo foi conduzido e apresentar algumas limitagdes devido
a esse momento. No ano de 2020 o mundo de foi apresentado a uma pandemia
por um tipo de coronavirus, SARS-COV-2. Esse fato levou a diversas incertezas,
levou ao fechamento de espacos importantes da Universidade, tal como o
biotério, onde ainda gostariamos de ter conduzido um outro grupo em uso de
dieta normolipidica. Enfrentamos ainda o desafio de realizar o primeiro
experimento de exposicdo de camundongos ao frio em nosso laboratorio.
Embora seja uma abordagem corriqueira, requer uma série de cuidados para
garantir o bem-estar dos animais. Assim, o estudo foi considerado um piloto e ha
a perspectiva de conduzi-lo novamente, com ajuste de algumas condi¢fes. Ha,
também, perspectiva de realizar os testes moleculares para a avaliar a
expressdo de mRNA de alguns marcadores de termogénese. E por fim todo o
contexto da pandemia causou diversos desconfortos e transtornos psicolégicos

no autor principal do trabalho e em muitas pessoas durante esse periodo.



CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

A obesidade é uma epidemia global com morbidade e mortalidade
significativas que afeta adultos e criancas. A resisténcia a insulina, dislipidemia
e hipertensdo séo frequentemente encontradas em pacientes obesos. Estas
condi¢cdes podem, ainda, aparecer em conjunto, caracterizando a sindrome
metabdlica, que aumenta o risco de diabetes e doencas cardiovasculares
(CROWLEY, 2008; LEDE et al. 2016).

O tecido adiposo é composto por adipécitos distintos: o tecido adiposo
branco (TAB) é composto de adipdécitos brancos e adipdcitos bege, ja o tecido
adiposo marrom (TAM) é composto por adipécitos marrons. Cada adipécito
possui caracteristicas distintas e em relacdo ao adipocito marrom e o adipdcito
branco por exemplo, a quantidade de mitocondrias encontradas nos adipocitos
marrons sao superiores das encontradas em adipdcitos brancos, além de outras
caracteristicas principalmente referente as funcdes celulares (ROSEN;
SPIEGELMAN, 2014).

A ativacdo das vias termogénicas por meio da atividade simpética
aumenta a atividade do TAM e, consequentemente, da proteina desacopladora
1 (UCP1), gerando producdo de calor. A termogénese no TAM é totalmente
dependente da UCP1, expressa seletivamente na mitocdndria dos adipdcitos,
que tem atividade de desacoplar a fosforilagdo oxidativa de sintese de ATP,
dissipando assim energia na forma de calor (HENRY et al. 2011; SAITO, 2014).
Aglomerados de adipécitos que expressam UCP1l, com capacidade
termogénica, também se desenvolvem no TAB em resposta a varios estimulos,

e sdo denominados adipdcitos bege.



Recentemente, foi caracterizado um novo tipo de adipécito, o adipdcito
bege, que possui impacto positivo sobre o metabolismo sistémico, resultado de
sua atividade termogénica (ROSEN; SPIEGELMAN, 2014) em resposta ao frio
ou ativacdo da sinalizacdo B3-adrenérgica. Himms-Hagen e colaboradores
(1994) mostraram o efeito de um novo agonista p3-adrenérgico altamente
seletivo, CL-316,243 (CL), sobre o balango energético e nos tecidos adiposos
marrom e branco de camundongos jovens com obesidade induzida pela dieta. O
tratamento crébnico com o CL aumentou a temperatura corporal e o gasto
energético, principalmente pelo aumento da taxa metabodlica de repouso. A
ingestao de alimentos n&o foi alterada, mas a quantidade de tecido adiposo foi
reduzida. Os animais apresentaram também alteragbes favoraveis nas
caracteristicas dos tecidos adiposos branco e marrom, sugerindo que esta via
de sinalizacdo pode ser um auxiliar no tratamento da obesidade.

Apesar da capacidade comum de executar termogénese, adipocitos bege
e marrons tém muitas caracteristicas diferentes. Os adipocitos marrons
expressam altos niveis de UCP1 e de outros genes relacionados a termogénese
sob condicbes basais, enquanto os adipdcitos bege expressam estes genes
apenas em resposta a ativadores, tais como agonistas do receptor (3-
adrenérgico ou receptor ativado por proliferadores peroxisomais y (PPARYy)
(HARMS e SEALE, 2013).

O frio € o principal estimulo fisiol6gico para a termogénese nos adipdcitos
marrons e bege. A atividade termogénica é promovida, em modelos animais, por
abordagens genéticas, que envolvem superexpressdo da maquinaria
termogénica, abordagens farmacologicas, como o uso de agonistas [B3-
adrenérgicos, e pela propria exposicdo ao frio. As duas ultimas abordagens sdo
as mais simples e, assim, mais comumente empregadas (SON’KIN; KIRDIN;
ANDREEV; AKIMOV, 2010). Entretanto, ndo esti claro se o efeito dessas
abordagens é comparavel quando se consideram os diversos desfechos
relacionados a homeostase metabdlica, inclusive a termogénese. Pretende-se
com esse trabalho avaliar de forma comparativa os efeitos desses diferentes

estimulos sobre o tecido adiposo.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.OBESIDADE

A obesidade é hoje uma doenca pandémica, as preocupacdes
relacionadas a ela sdo decorrentes em boa parte de suas altas taxas de
morbidade e mortalidade. Por vezes os 6bitos ocasionados por essa doenca sao
prematuros e frequentemente associados com diversas disfungfes metabdlicas
(MARTINEZ-GARCIA et al, 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), de 1975 até o
momento o0 quantitativo de pessoas com obesidade praticamente triplicou. Em
2016, mais de 1,9 bilhdes de adultos estavam com sobrepeso, sendo que destes
650 milhdes eram obesos. A obesidade infantil também é um desafio a ser
enfrentado. Em 2016, 340 milhdes de criancas e adolescentes (idades entre 5 e
19 anos) se encontravam com sobrepeso ou obesos (WHO — WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

A obesidade é uma forma de adaptacdo do organismo humano para
balancear a conta de alta ingestdo de nutrientes associada a um gasto
energético baixo frente ao volume de nutrientes ingeridos. Claramente outros
fatores também contribuem para o desenvolvimento da obesidade e suas
complicacBes, é possivel citar fatores ambientais, genéticos e epigenéticos
dentre outros (RANGEL-HUERTA; PASTOR-VILLAESCUSA,; GIL, 2019).

O diagnéstico da obesidade é realizado pela avaliacdo do indice de massa
corpérea (IMC). O célculo do IMC permite classificar um individuo entre os graus
de desnutricdo até obesidade moérbida. No entanto, esse indice ndo consegue
mensurar e avaliar as alteracfes e disfungcbes metabdlicas associadas a
obesidade, tais como o processo inflamatério que ocorre no tecido adiposo ou
ainda resisténcia a insulina. Assim, estabelecer protocolos para uma avaliacao
ampla do metabolismo se faz uma tarefa ardua e desafiadora (RANGEL-
HUERTA; PASTOR-VILLAESCUSA; GIL, 2019).

11



Tabela 1: Classificagdo do IMC Segundo a OMS
Classificacdo do IMC

>18,5 Abaixo do peso
Entre 18,5 e 24,9 Normal
Entre 25,0 e 29,9 Sobrepeso

= 30,0 Obesidade

Um dos principais mecanismos que explica a associacdo entre a
obesidade e eventos metabdlicos desfavoraveis é a inflamacéo crbnica do tecido
adiposo. Nessa situacdo, héa liberacdo de diversas interleucinas e adipocinas,
entre outros fatores, sendo todos esses envolvidos também em vérias vias
metabdlicas e sistémicas, em que podemos citar a angiogénese, metabolismo
de glicose e lipideos, producao de hormonios sexuais, imunidade em vias gerais,
saciedade e microbiota gastrointestinal (GOMEZ-LLORENTE, et al., 2017).

2.2. TECIDO ADIPOSO E ADIPOCITOS

O tecido adiposo possui diversas func¢des, uma fisiologia complexa. Por
muitos anos o tecido adiposo foi considerado apenas um tecido que armazenava
lipideos. As informacdes a respeito desse tecido se ampliaram e se
aprofundaram em meados dos anos 80 e 90. Foram identificados como
originarios do tecido adiposo alguns fatores encontrados no soro de humanos,
tais como adipsina, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e leptina. Dessa forma
o tecido adiposo foi caracterizado também como um 6rgdo enddcrino, o que
mudou completamente a compreensao a respeito de seu papel fisiolégico e o
enfoque dos estudos a seu respeito (ROSEN; SPIEGELMAN, 2014).

12



O tecido adiposo surgiu como uma adaptacdo em mamiferos obtida no
intuito de armazenar energia obtida e nao utilizada imediatamente, o que em
longos periodos de escassez de alimentos garantiria a manutencdo da energia
e metabolismo do animal. O fato de ndo necessitar de agua como solventes, uma
vez que as moléculas de lipideos séo hidrofébicas, faz com que seja possivel
armazenar grandes quantidades destes compostos. Estes, por sua vez, contém
grande quantidade de energia armazenada com um peso menor, reduzindo o
espaco necessario para armazenamento de energia e tornando o tecido adiposo
o principal reservatério de energia presente em mamiferos (FONSECA-ALANIZ
et al., 2006).

S&o descritos dois tipos distintos de tecido adiposo, o0 TAB e o TAM.
Ambos sdo capazes de armazenar energia na forma de triaciglicerol e hidrolisa-
los em forma de acidos graxos e glicerol. A distincdo entre os dois tipos de
tecidos adiposos se baseia desde a localizagdo anatdmica dos mesmos (Figura
1), perpassando por diferencas morfologicas, funcionais e a regulacéo
metabdlica de cada um deles. A primeira e mais Obvia diferenca é relacionada a
sua coloracéo, diferenca essa que nomeia os tecidos, mas claramente com tipos
celulares diferentes, ou seja, tipos distintos de adipécitos (PENICAUD et al.,
2000).

O TAM é especializado na termogénese e, dessa forma, participa
ativamente da manutencao da temperatura corporal. Os adipdcitos marrons que
compdem o TAM possuem tamanho muito menor, de aproximadamente 60 um,
que o adipdcito branco, cujo tamanho é de aproximadamente 100 um. Os
adipécitos marrons possuem uma quantidade maior de mitocdndrias em
comparacao com os adipdcitos brancos e a termogénese ocorre marcadamente
ligada a atividade da termogenina ou proteina desacopladora tipo 1 (UCP1), que
desacopla a cadeia transportadora de elétrons da sintese de ATP (FONSECA-
ALANIZ et al., 2006).

13



O TAB é encontrado em diversos sitios anatdémicos e, além das funcdes
metabdlicas, o TAB também possui importante funcdo estrutural, oferecendo
protecdo de visceras contra traumatismos, e auxiliando a ocorréncia de um
deslizamento adequado entre as visceras e feixes musculares, sem que haja
comprometimento da integridade e funcionalidade dos mesmos. Com relacéo ao
metabolismo, possui funcdo marcante de armazenamento energético, além de
funcdo enddcrina muito importante, influenciando processos como a funcéo
reprodutiva, regulacdo do apetite, insulina, entre outras (FONSECA-ALANIZ et

al., 2006; ROSEN; SPIEGELMAN, 2014).

Interescapular
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Figura 1: Localizacdo do TAB e TAM em murinos e alguns locais em humanos. Adaptado de

Bartelt, 2013.
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Temos tipos distintos de adipdcitos (Figura 2), os adipocitos por definicdo
classica foram subdivididos apenas entre os adipocitos brancos e os adipécitos
marrons, aqueles especializados no armazenamento de gordura, se tratava
basicamente de células para armazenamento de energia em certo grau e que
constavam em maior numero no organismo de mamiferos, por outro lado, os
adipdcitos marrons, apresentam caracteristicas diferentes e sdo especializados
em gastar a energia na forma de calor, por meio da termogénese. Séo, também,
menos humerosos que o0s brancos (ROSEN; SPIEGELMAN, 2014).

! , Pax7+/Myf5*
Célula tronco

= [ Pax7/Myf5-
“ Céhula tronco

/\

N\
° @

Precurssor do

Mioblasto Precussor do o Precurssor do
adipcito marrom adipocito branco adipacito bege
Adipécito branco Adipécito Adipécito
bege ativado bege inativo

Figura 2: Linhagem evolutiva dos adipdcitos. Adipécitos marrons derivam de células Pax7*/Myf5*
e adipdcitos brancos e bege derivam de células Pax7/Myf5- A ativagdo dos adipdcitos bege
ocorre pelo frio ou outros indutores. Adaptado de Rosen e Spiegelman, 2014.

Os adipdcitos brancos compdem de modo geral o TAB, armazenando

lipidios e, fisiologicamente, em situacdo de demanda energética nao
contemplada pela alimentacéo, liberam acidos graxos por meio da lipdlise,
ofertando fonte de energia para o organismo. Entretanto, o0 acimulo anormal de
lipidios no TAB, em diversos casos com hipertrofia tecidual caracteristica,
caracteriza a obesidade. O armazenamento e utilizagcdo desses nutrientes
armazenados esta diretamente associado a ciclos de fartura e escassez de

alimentos de modo geral (BARTELT, 2013).
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Adipdcitos brancos atuam em uma funcdo protetora contra danos
lipotoxicos de outros tecidos através de sua capacidade de armazenamento de
lipideos, esses adipdcitos também participam da regulacdo energética
exercendo uma funcédo secretora, sendo essa correlacionada com a funcao
regulatoria fisiologica e metabdlica geral do tecido adiposo (Figura 3). Foram
observados entre os fatores secretados pelos adipdcitos brancos alguns que
exercem fungbes autdcrinas e paracrinas locais, o que afeta principalmente o
remodelamento do tecido adiposo, adipogénese e angiogénese (WANG;
MARIMAN; RENES; KEIJER, 2008).

Other tissues
Brain, (pancreas,
sympathetic liver, muscle
nervous vascular
system endothelium,
etc.)

Triglycerides

Circulation

Figura 3: Funcdes e regulagbes do tecido adiposo adaptado de WANG; MARIMAN; RENES;
KEIJER, 2008.
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Durante a gestacéo e a lactacdo sédo formadas estruturas que produzem
o leite materno, alvéolos, essas estruturas ndo séo identificadas em fémeas nédo
gestantes ou lactantes, nesses casos a regido é preenchida por tecido adiposo,
cerca de 90% do volume composto por adipocitos. Diversos trabalhos apontam
para que os alvéolos formados no periodo da gestacdo derivam da conversao
direta de adipdcitos em células produtoras de leite e que apds o periodo de
lactacdo essas mesmas estruturas séo revertidas em adipécitos. Em algumas
observacdes foram identificados que a estrutura alveolar é rica em células
lipidicas e esses possuem notéria fungéo enddcrina e com isso essa organizacao
celular atende os requisitos para caracterizar 6rgdo e em seguida essas células
também atenderam aos requisitos para serem caracterizadas como adipdcitos.
Devido ao tecido adiposo encontrado em fémeas gestantes e lactantes possuir
coloracdo visivelmente rosa esses adipécitos sdo homeados como adipdcitos
rosa e foram caracterizados a pouco tempo (CINTI, 2019).

Os adipocitos bege sdo uma espécie de forma intermediaria entre os
adipécitos brancos e adipOcitos marrom, esses sdo imunorreativos para UCP1,
entretanto essa imunorreacdo € frequentemente menos intensa que a dos
adipdcitos marrons. A denominacao bege para esses adipdcitos foi devido a ser
uma célula que se coloca entre as caracteristicas dos adipdcitos brancos e
adipécitos marrons, caracteristicas essas que dependendo do estimulo levam
essas células a estarem mais proximas de um tipo de adipécito ou outro,
assumindo também as func¢des metabdlicas e estruturais desses adipdécitos
(CINTI, 2019).

Os adip6citos marrons possuem uma estrutura rica em mitocéndrias em
contraponto a um nuamero menor nos adipécitos brancos, a funcdo dessa
caracteristica € a geracdo continua de energia armazenada através do
desacoplamento de protons e geracao de ATP com liberagdo térmica, conhecida
por uma termogénese ndo oriunda de tremores, o que dissipa a energia
acumulada no tecido em energia térmica mantendo os mamiferos, que possuem
esses tecidos em locais chave, aquecidos. Esse mecanismo é essencial para
mamiferos em hibernagéo e filhotes, ou mesmo crian¢cas humanas, devido ao

seu volume versus superficie corporal (KAJIMURA; SAITO, 2014).
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A exposicao prolongada ao frio ou exposicdo prolongada a sinalizacao
adrenérgica promove um aumento na expressdo de UCP1 em adipdcitos com
caracteristicas similares aos adipdcitos marrons em TAB, mais adiante essas
células seriam denominadas adipocitos bege. Por muitos anos essas células ndo
foram mais bem caracterizadas e apenas denominadas como adipOcitos
marrons, no entanto ao observar melhor essas células estudos mostraram que
as mesmas apesar de varias caracteristicas semelhantes aos adipocitos
marrons possuiam uma expressao genica que se sobrepde, no entanto distinta
aos adipocitos marrons. Ambas expressam de forma semelhante genes
termogénicos e mitocondriais, inclusive UCP1, contudo em murinos por exemplo
h& expressdo de marcadores de superficie como Cd137 e Tmem26 que sdo
presentes apenas em adipdcitos bege e ndo em adipocitos marrons (ROSEN;
SPIEGELMAN, 2014).
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2.3. TERMOGENESE

A temperatura corporal em mamiferos € em geral de aproximadamente
37°C, quando em ambientes com temperaturas mais baixas a resposta gerada
libera energia térmica para manter a temperatura corporal, esse processo €
denominado termogénese e tem relacdo direta com o0 gasto energético
(TRAYHURN, 2003).

Podemos subdividir a termogénese em duas classificacdes: obrigatoria,
ocorrendo em temperatura ambiente e em estado de vigilia e repouso, ndo
realizando processos digestivos (em jejum minimo de 12 horas), e a
termogénese facultativa ou adaptativa onde ocorre uma modulacdo metabdlica
visando uma adaptacdo ambiental, essa podendo ser devida a alteragbes na
temperatura do ambiente ou ainda sobre a ingestdo de alimentos fazendo com
gue haja aumento do gasto energético em repouso, € importante salientar que a
ocorréncia de termogénese adaptativa como forma de perda de massa corporal
nao ocorre de forma situacional mas de forma sustentada com relagdo a
exposicao ao cenario que corrobora com a necessidade adaptativa (BIANCO,
2000; UETA, 2009; MULLER; BOSY-WESTPHAL, 2013).

A regulacdo da temperatura corporal advém de mecanismos evolutivos e
€ importante para homeostase metabdlica. Em ambientes em termoneutralidade
a termogénese obrigatoria € suficiente para manter a homeotermia, contudo a
manutencdo da temperatura corporal em ambientes frios, € regulada pela
termogénese adaptativa, uma vez que a geracao de calor basal ndo é suficiente
para manter a temperatura corporal em ambientes como esse. A homeotermia é
essencial para a homeostase, uma vez que as reacdes metabdlicas em um
organismo homeotérmico dependem da manutencdo de uma temperatura
adequada para que ocorram, dessa forma h& a ativacdo de mecanismos
metabdlicos para a manutencdo da temperatura corporal e esses tém relacéo
direta com a termogénese adaptativa (SILVA, 2006).

Héa dois tipos distintos de mecanismos termorregulatérios que visam a
producao de calor e, consequentemente a manutengao da temperatura corporal,

eles sdo a termogénese com tremor e sem tremor (TRAYHURN, 2003).
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A termogénese com tremores geralmente envolve pequenas contracdes
musculares gerando calor, ocorre em geral em ambientes frios. Contudo é
desvantajoso frente a termogénese sem tremores. A termogénese com tremores
se trata de uma resposta inicial ao estimulo do frio e € 0 que ocorre mais
inicialmente durante uma curta exposicdo ao frio ou ainda em um primeiro
momento de exposi¢cao prolongada a esse estimulo (TRAYHURN, 2003).

Ja a termogénese sem tremores, que é a resposta de longo prazo na
termogénese adaptativa, esta relacionada a producdo de calor sem as
contragcbes musculares envolvidas no outro tipo de termogénese citado
anteriormente. O mecanismo melhor documentado e mais reconhecido para
termogénese sem tremores é o da alteracdo na sintese e hidrolise de ATP
realizada pela UCP1l, na cadeia respiratdéria mitocondrial realizada na
mitocondria dos adipdcitos, especialmente em adipocitos marrom e bege que
expressam quantidades superiores de UCP1. O que ocorre nesse processo é o
desacoplamento do gradiente de prétons na mitocondria da sintese de ATP, pela
UCP1, gerando dissipacao de energia na forma de calor e ndo € utilizado para a
sintese de ATP, diferente do que normalmente ocorreria em outros tecidos
(Figura 4) (TRAYHURN, 2003; CANNON; NEDERGAARD, 2004; SILVA, 2006).

Figura 4: mecanismo classico de producédo de ATP via ATP sintase ha membrana interna da
mitocéndria. Adaptado de Silva, 2006.
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A producéo e dissipacao do calor gerado pelo organismo, seja ele por
termogénese obrigatoria ou adaptativa € essencial para a homeostase. Nos
casos de ressintese de ATP e outros compostos macro energéticos ou hidrolise
de ATP e outras moléculas de armazenamento energético a geracao de energia
€ algo inerente ao processo da reacao quimica para formacdo das moléculas
energéticas ou ainda do seu uso e essas sdo caracteristicas de reacdes
envolvidas na termogénese obrigatéria. Ocorrem reacdes mitocondriais na
cadeia de transporte de elétrons sem a formacdo de compostos
macroenergéticos que dissipam calor, essa forma de gasto energético esta
associada diretamente a termogénese adaptativa. Foram observados em
diversos estudos a ativacdo de termogénese adaptativa por dietas hipercaléricas
e tendo papel de regulacdo na homeostase, ou seja, por vezes esses
mecanismos colaboram com a manutencdo de niveis adequados de nutrientes
e hormoénios em distribuicdo pelo organismo (SON'KIN; KIRDIN; ANDREEV;
AKIMOV, 2010).

A UCP1 é membro da familia das proteinas carreadores de anions, que
conta ainda com as UCPs 2, 3, 4 e 5, e é expressa nas cristas mitocondriais de
adipdcitos. Outras UCPs sao distribuidas em outros tecidos, o que faz com que
a UCP1 seja interessante na perspectiva do controle de peso e gasto energético
por seu sitio de expressao, o TAM e os adipécitos bege no TAB. Ao desacoplar
da cadeia respiratoria mitocondrial um proton e gerar energia térmica, a UCP1
(Figura 5) efetiva a resposta. Este processo € estimulado pela sinalizacdo beta-
adrenérgica, que pode se dar pelo uso de [p3-adrenérgicos ou ainda
fisiologicamente pela exposicdo ao frio (BRONDANI et al, 2012).
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Figura 5: Localizacdo e fungdo da UCP1 na cadeia respiratoria mitocondrial. Adaptado de
BRONDANI, 2012.
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O uso de camundongos, mus musculus, como modelos experimentais de
metabolismo, imunidade, fisiologia cardiovascular e algumas patologias
humanas é corriqueiro devido a correlacéo entre os genes de camundongos e
humanos além da possibilidade de facil manipulacdo de genes dos
camundongos, através das diversas ferramentas desenvolvidas recentemente
que facilitaram esse uso, para atender a demandas especificas e auxiliar na
resposta sobre nossa biologia. Dessa forma podemos assumir que as
informacOes obtidas com os estudos em camundongos podem nos trazer
informagdes importantes sobre a biologia humana, embora isso seja verdadeiro
hé& em todo caso uma diferenca consideravel entre as duas fisiologias que podem
gerar vieses em resultados pré-clinicos, mas as respostas até entao obtidas séo
importantes e auxiliam de forma significativa em respostas sobre a biologia
humana (BASTIAS-PEREZ; ZAGMUTT; SOLER-VAZQUEZ; SERRA; MERA;
HERRERO, 2020).

Os camundongos sdo animais homeotérmicos, dessa forma realizam
termogénese no intuito de manter a temperatura corporal. Devido as
caracteristicas dos camundongos enquanto mamiferos e com relacdo a
homeotermia também sdo observados neles adipécitos com as mesmas
caracteristicas encontradas em humanos (BASTIAS-PEREZ; ZAGMUTT;
SOLER-VAZQUEZ; SERRA; MERA; HERRERO, 2020).

A termogénese pode ser evidenciada em situacdes especificas ou com
estimulos especificos que estdo diretamente relacionados a vias metabdlicas,
homeostase metabdlica e homeotermia. A exposicdo ao frio ativa mecanismos
fisicos, tais como reacbes vasomotoras e pilomotoras, e mecanismos
metabolicos, relacionados a ativagdo do sistema nervoso simpético e adrenal,
esse em especial pela norepinefrina, esses mecanismos estimulam os
receptores B-adrenérgicos, que induzem a termogénese, o amarronzamento de
adipdcitos bege e o recrutamento de novas células para o TAM (SONKIN;
KIRDIN; ANDREEV; AKIMQOV, 2010).
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Uma vez que estudos sugerem a ativagcao de receptores -adrenérgicos
geram uma sinalizagdo que ativa a termogénese em alvos periféricos, dessa
forma testes com o estimulo farmacolégico de agonistas B-adrenérgicos
seletivos mostram um potente estimulo da termogénese. Entre os receptores [3-
adrenérgicos um em especifico se mostrou mais efetivo e sendo assim passou
a ser mais utilizado como modelo, se trata dos receptores B3-adrenérgicos
(LOWELL; BACHMAN, 2003).

Os horménios tireoidianos (HT) sdo de vital importancia para a
termogénese, homeostase energética e metabolismo. A mediacdo do ciclo de
feedback do hormdnio liberador de tireotrofina (TRH) é efetuada pela ativacdo
direta da isoforma 3 do receptor do horménio da tireoide (TR) que sinaliza para
reduzir a secrecdo de TRH e do hormdnio estimulante da tireoide (TSH). Apos
exposicao ao frio, neurdnios TRH sdo ativados e induzem um aumento no
processamento de TRH, liberacdo de TRH e uma estimulagcéo subsequente da
tireoide com niveis mais elevados de HT (Figura 6). Os HT ativam a
gliconeogénese hepatica, termogénese, lipdlise e aumenta a absorcdo de
glicose pelos musculos, elevando assim o gasto energético (ROSENBAUM;

LEILBEL, 2010; IWEN; OELKRUG; BRABANT, 2018).
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2.4. ATIVACAO DA TERMOGENESE: EXPOSICAO AO FRIO E AGONISTAS
BETA-3 ADRENERGICOS

Em uma exposicdo aguda ao frio ha a ativacdo da termogénese
adaptativa sem tremores alguns segundos apdés o inicio dessa, e sua resposta
maxima ativada apos 1 a 2 minutos de exposi¢cao. O mecanismo de resposta ao
frio foi evidenciado como o principal mecanismo fisiologico para a termogénese
(SON’KIN; KIRDIN; ANDREEV; AKIMOV, 2010).

Em situacBes de exposicdo ao frio ha uma ativacdo dos termoceptores
que sinalizam para a regido ventromedial do nucleo hipotalamico e entdo esse
ativa o sistema nervoso simpético com a liberacdo de norepinefrina, essa
sinalizacdo desencadeia a degradacao de triglicerideos nos adipdécitos marrons.
Essa sinalizacdo ocorre pela ativacdo dos receptores p3-adrenérgicos pela
norepinefrina. Um sinal intracelular € transmitido por AMP ciclico e proteina
kinase A, levando assim a liberacdo de triglicerideos e &cidos graxos, sendo
esses substratos para a termogénese. A degradacao de &cidos graxos na cadeia
respiratoria mitocondrial leva a extrusdo de ions H* através da acédo da UCP1,
essa reacdo libera energia térmica e ao invés do que ocorreria em outras células,
devido a esse mecanismo ndo hé formacéao de ATP (Figura 7). Esse mecanismo
termogénico gasta quantidades significativas de energia (CANNON;
NEDERGAARD, 2004).
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Figura 7: Representacdo esquemética da ativacao fisiologica da termogénese adaptativa em
condigdes especificas. Adaptado de CANNON; NEDERGAARD, 2004.

Os HT possuem um importante papel de modulacdo de UCP1l. A

transcricdo da UCPL1 é regulada positivamente por elementos de resposta aos

HT, o que, portanto, envolve os HT nesta atividade de consumo energético. A

concentracdo intracelular de triiodotironina (T3) € relativamente independente

dos niveis circulantes de HT, e é regulada pela desiodinase tipo 2. A DIO2 é

conduzido pela cascata de sinalizacdo do AMP ciclico B-adrenérgico (CAMP),

gue promove um aumento na conversao intracelular do pr6-horménio T4 em T3,

o ligante do TR. E entao a ativagdo B-adrenérgica e a regulacao transcricional

de UCP1 sédo uma outra via de ativacdo da termogénese (VAITKUS; FARRAR,;

CELI, 2015).
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Em adipdcitos marrom e bege encontramos grande quantidade de UCP1
que irdo desacoplar ions da cadeia de transporte de elétrons e que ao fim da
libera energia térmica ao invés de geracdo de ATP, ou seja, ocorre através da
ativacdo dessa via metabdlica a termogénese. A expressao de UCP1 é um fator
chave para que essas células desempenhem um importante papel na
homeostase e na manutencdo da temperatura corporal (CANNON;
NEDERGAARD, 2004; HERZ; KIEFER, 2019).

Adipdcitos bege se apresentam em diferentes estados dependendo de
diversos estimulos possiveis, tais como, temperatura, genética ou uso de
determinados farmacos. Os adipdcitos bege podem apresentar fenétipos tanto
de adipécitos brancos quanto de adip6citos marrom, a expressdo desses
fendtipos dependerd dos fatores anteriormente citados, essa estimulacdo a
diferenciacdo dos adipécitos bege localizados no TAB é conhecida como
amarronzamento do tecido ou eminglés “browning”. Um dos fatores que induzem
de forma importante fisiologicamente o amarronzamento do tecido, aumentando
presenca de adipécitos bege com caracteristicas de adipécitos marrom, € a
exposicao ao frio. Baixas temperaturas identificadas pelas terminacdes nervosas
da pele geram sinal central que libera norepinefrina por sinalizacdo simpéatica
(HERZ; KIEFER, 2019).

Em adipdcitos marrons maduros, a norepinefrina atua por meio de sua
ligacdo com os receptores adrenérgicos a1, a2 e B, expressos na membrana
desta célula. A ativacdo destes receptores, por sua vez diferentes vias de
sinalizacdo celular (Figura 8). A ativacdo dos receptores [3-adrenérgicos,
especificamente, caracterizar a sinalizacdo mais detalhadamente nos adipdocitos
marrons leva a estimulacao da termogénese (CANNON; NEDERGAARD, 2004).
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Figura 8: Ativacdo do receptor B3-adrenérgico por norepinefrina. Adaptado de Cannon e
Nedergaard (2004).

Apesar de possuir quantidades significativas de mitocdndrias os
adipdcitos marrons contam com uma baixa capacidade de producgdo de ATP,
entretanto expressam uma quantidade significativa de UCP1. Nas mitocondrias
dos adipdcitos marrons devido aos baixos niveis de ATP sintase e niveis mais
elevados de UCP1 o estimulo a termogénese ocorre, isso se da através do
desacoplamento dos prétons na respiracao celular pela UCP1 gerando calor ao
invés de ATP (KAJIMURA; SAITO, 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral
Caracterizar o efeito do estimulo da termogénese no tecido adiposo in vivo

em resposta a sinalizacdo B3-adrenérgica e por exposicao ao frio.

3.2.Objetivos especificos
Investigar o efeito do tratamento com o agonista 3-adrenérgico CL-
316,243 e exposicédo ao frio, em camundongos C57BL/6 e alimentados com dieta
normo ou hiperlipidica de forma comparativa, sobre:
e Massa corporal e ingestao de energia.
e Temperatura corporal.
e Massa dos depositos de TAM interescapular, branco epididimal e
inguinal.

e Estrutura histologica.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso Animal da
Universidade de Brasilia (parecer numero 27/2019, ANEXO I). Os procedimentos
a que foram submetidos os animais seguiram as recomendacfes do Guia para
Saude e Uso de Animais de Laboratorio do Instituto Nacional de Saude Norte-
Americano (National Institutes of Health’'s Guide for the Health and Use of
Laboratory Animals, Institute of Laboratory Animal Resources, 2011) e a Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos

(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal, CONCEA 2013).

4.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, com 4 semanas de
idade, obtidos do biotério central da Universidade Catélica de Brasilia. Apos sua
chegada ao biotério da Faculdade de Medicina da UnB, os animais passaram
por um periodo de adaptacdo ao novo ambiente antes de sua utilizacdo, com
duracdo de 1 semana, em que receberam dieta padréo (normolipidica), na forma
de pellet. A partir da 52 semana, foram alimentados com dieta hiperlipidica (60%
de lipideos), também fornecida na forma de pellet. O fornecimento de dieta e de
agua potavel (filtrada) foi ad libitum e os animais foram mantidos em gaiolas de
plastico, 4 animais por gaiola, em ambiente com temperatura de 24°C com ciclos
claro-escuros fixos de 12/12 horas.

Aos 35 dias de vida, os animais foram divididos em 3 grupos, de acordo
com os tratamentos:

(1) Grupo controle: receberam dieta hiperlipidica da 52 semana até a 152
semana de vida e foram mantidos a 24°C durante todo o experimento (n = 8);

(2) Agonista B3-adrenérgico: receberam dieta hiperlipidica da 52 semana
até a 152 semana de vida e foram mantidos a 24°C durante todo o experimento
e tratados com o agonista 3-adrenérgico CL 316,243 durante a Ultima semana
de experimentacao (n = 8);

(3) Exposicéo ao frio: receberam dieta hiperlipidica da 5% semana até a
152 semana de vida e foram expostos ao frio (temperatura de 6°C) durante a

dltima semana de experimentagéo (n = 8).
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Entre a 52 e a 132 semanas de vida, foram avaliados a massa corporal, o
consumo de dieta e a ingestdo hidrica, uma vez por semana. Entre a 142 e 152
semanas, a massa corporal e o consumo de dieta foram avaliados diariamente.

O agonista p3-adrenérgico utilizado foi o CL316,243, na dose de 1
mg/kg/dia, diluido em cloreto de sodio a 0,9% e administrado por via
intraperitoneal 1 vez ao dia, durante 5 dias (entre a 142 e a 158 semanas de vida)
(SANCHEZ-GURMACHES et al., 2012).

Os animais foram colocados em uma camara de exposicdo durante a
Gltima semana do experimento com temperatura controlada entre 4 e 6 °C
(Figura 9) por um periodo de cinco dias, dentro da cAmara as luzes eram ligadas
as seis horas da manhéa e desligadas as dezoito horas, no intuito de emular o
ciclo de claro e escuro, diariamente os animais eram retirados para terem sua

massa corporal, temperatura e consumo de racao aferidos.

Figura 9: Estufa da marca eletrolab modelo EL202/3

Entre a 142 e a 15% semanas de vida, uma semana antes das
intervencgoes, todos os grupos foram individualizados, tendo em vista que este
procedimento é necessario para proceder a exposicdo a frio, conforme
recomendacao para este tipo de intervencao (LIM; HONEK; XUE; SEKI; CAO;
ANDERSSON; YANG; HOSAKA; CAO, 2012).
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Ao final do tratamento, os animais foram eutanasiados seguindo as
diretrizes sugeridas pela Associagdo Americana de Medicina Veterinéria. Foram
coletados o TAM interescapular, TAB inguinal e epididimal. Os tecidos foram
divididos apos coletados e parte dos tecidos coletados foram armazenados em
microtubos e congelados a -80 °C, para extracdo de mRNA e outra parte foi
armazenada em microtubos contendo solucdo de paraformaldeido 10% v/v e
apos um més transferidas para solucdo de formalina tamponada, para a

realizacdo dos cortes e analises histoldgicas.

4.2. ANALISE HISTOLOGICA

4.2.1. Preparo das laminas histolégicas

4.2.1.1. Fixacao de tecidos
Fragmentos de tecidos adiposo marrom, branco epididimal e inguinal e do
figado coletados e separados apds a eutanasia foram armazenados em tubos
contendo solucédo para fixacao (paraformaldeido 10% v/v, em agua obtida de
purificador MiliQ) e apds um periodo de um més foi trocado para formalina
tamponada para nao haver riscos de danos aos tecidos fixados.

4.2.1.2. Desidratacdo e inclusdo em parafina
As amostras passaram pelo processo de clareamento com xilol, impregnacgéo
em parafina.

4.2.1.3. Coloracao com corante hematoxilina-eosina

A etapa de coloragédo foi realizada utilizando o corante hematoxilina-eosina,

para analise das amostras teciduais em relacdo a suas caracteristicas morfologicas.
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4.2.1.4. Captacao de imagens das laminas

Foi utilizado o aparelhno Aperio AT Turbo (Copyright © 2013 Leica
Biosystems Imaging, Inc) no aumento de 20x para digitalizagcdo das imagens
histoldgicas. As imagens histolégicas digitalizadas foram visualizadas utilizando o
programa de leitura de imagens Aperio ImageScope (Copyright © Aperio
Tecnologiches, Inc. 2003 2014. All Rights Reserved).

4.3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média e erro-padréo da média. Para
comparacao entre os grupos, foi utilizada andlise de variancia de um fator
(oneway-ANOVA) seguida do pos-teste Newman-Keuls. Para comparar o0s
grupos ao longo do tempo, foi empregada a analise de variancia de dois fatores
(Two-Way ANOVA). O nivel de significancia foi considerado p < 0,05. A analise
estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism versdo 8.0.2 (263)
(GraphPad Prism Software, EUA).
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CAPITULO 2

Avaliacdo comparativa da exposicao ao frio e estimulagéo 3-adrenérgica em
camundongos C57BL/6

Jorge Luis Santos Carlos?, Sidney Alcantaral, Louise Tavares Garcia Pereira?,

Pedro Henrique de Souza Domingues?, Angélica Amorim Amato?

! Laboratério de Farmacologia Molecular, Faculdade de Ciéncias da Salde,

Universidade de Brasilia, Brasilia, Brasil

Resumo

Introducdo: A estimulagdo B3-adrenérgica é frequentemente utilizada como
condicdo que mimetiza a exposicéo ao frio, em modelos animais e em cultura de
células. Entretanto, poucos estudos investigaram de modo abrangente se essas
abordagens sdo comparaveis. Este estudo buscou realizar uma avaliacdo
comparativa entre a estimulagdo com um agonista 33-adrenérgico e a exposi¢ao
ao frio sobre a massa corporal, temperatura corporal e caracteristicas
histoldgicas do tecido adiposo.

Métodos: Camundongos C57BL/6 foram alimentados com dieta hiperlipidica a
partir da 5% semana de vida e divididos em trés grupos para (i) permanecer a
24°C e receber veiculo (controle), (i) permanecer a 24°C e receber o agonista
B3-adrenérgico seletivo CL316,243 (1 mg/kg/dia) durante 5 dias, na 152 semana,
e (iii) ser exposto ao frio (5 a 6°C) durante 5 dias, na 158 semana, e receber
veiculo. Foram analisados massa corporal, temperatura corporal e, ao final da
exposicdo, os animais foram eutanasiados para avaliacdo da massa de

depdsitos de tecido adiposo e suas caracteristicas histoldgicas.
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Resultados: Foi observado que os camundongos expostos ao frio ou tratados
com o0 agonista B3-adrenérgico apresentaram perda comparavel de massa
corporal, em relacdo ao grupo controle, porém ndo houve alteracao significativa
da massa de tecidos adiposos marrom e branco. Como esperado, 0 grupo
exposto ao frio apresentou reducdo de temperatura, seguida de recuperacéo
parcial, ao passo que o grupo tratado com o agonista 33-adrenérgico apresentou
discreto aumento de temperatura. O frio e o tratamento com o0 agonista (3-
adrenérgico apresentaram efeito comparavel sobre as caracteristicas
histol6gicas do TAM e do TAB.

Conclusao: Os dados obtidos sugerem que os efeitos de estimulacdo B3-
adrenérgica e a exposicdo ao frio sobre a massa corporal e sobre as
caracteristicas histolégicas sdo comparaveis. Dados moleculares podem

esclarecer e contribuir com mais evidéncias para corroborar esses achados.

Palavras-chave: estimulagdo (3-adrenérgica, exposicdo ao frio, massa

corporal, tecido adiposo.

Introducéo

A obesidade é uma epidemia global com morbidade e mortalidade
significativas e que afeta adultos e criancas. A resisténcia a insulina, dislipidemia
e hipertensdo sao frequentemente encontradas em pacientes obesos. Estas
condi¢cdes podem, ainda, aparecer em conjunto, caracterizando a sindrome
metabdlica, que aumenta o risco de diabetes e doencas cardiovasculares
(CROWLEY, 2008; LEDE et al. 2016).

Diferentes depositos de tecido adiposo sdo compostos por adipécitos
distintos. O tecido adiposo branco (TAB) € composto de adipdcitos brancos e
adipdcitos bege, ja o tecido adiposo marrom (TAM) é composto por adipOcitos
marrons. Cada tipo de adip6cito possui caracteristicas Unicas e uma
caracteristica marcante dos adipdécitos marrons e bege em relacéo ao adipécito
branco é sua alta expressdo da proteina desacopladora tipo 1 (UCP1),
mediadora da termogénese. Ha, ainda, outras caracteristicas morfolégicas e
moleculares préprias de cada adipocito, que se reflete em caracteristicas
funcionais (ROSEN; SPIEGELMAN, 2014).
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A ativacdo das vias termogénicas, sobretudo por meio da atividade
simpética, estimula o TAM e, consequentemente, a UCP1, gerando producéo de
calor. A termogénese no TAM ¢é totalmente dependente da UCP1, expressa
seletivamente na mitocéndria, que tem atividade de desacoplar a fosforilacdo
oxidativa de sintese de ATP, dissipando assim energia na forma de calor
(HENRY et al. 2011; SAITO, 2014). Os adipécitos bege, no TAB, também
expressam UCP1 e apresentam, assim, capacidade termogénica. S&o bem
caracterizados em roedores, denominados também adipOcitos recrutaveis e
observados no TAB em resposta a uma variedade de estimulos (ROSEN;
SPIEGELMAN, 2014).

Recentemente, foi observado que humanos adultos apresentam tecido
adiposo termogénico e que sua presenca € correlacionada com indicadores de
salude metabdlica. Além disso, foi observado que esse tecido apresenta
assinatura molecular dos adipécitos bege, caracterizados em roedores. Em
modelos animais, ha evidéncias soélidas de que o adipécito bege possui impacto
positivo sobre o metabolismo sistémico, resultado de sua atividade termogénica
(ROSEN; SPIEGELMAN, 2014). Dessa forma, tem havido grande interesse em
se compreender a fisiologia desse adipécito. As abordagens mais comumente
empregadas para promover o recrutamento de adipécitos bege sédo a exposicao
e a ativacdo da sinalizacdo B3-adrenérgica. Himms-Hagen e colaboradores
(1994) mostraram o efeito de um novo agonista B3-adrenérgico altamente
seletivo, CL-316,243 (CL), sobre o balango energético e nos tecidos adiposos
marrom e branco de camundongos jovens com obesidade induzida pela dieta. O
tratamento crébnico com o CL aumentou a temperatura corporal e o gasto
energético, principalmente pelo aumento da taxa metabdlica de repouso. A
ingestao de alimentos néo foi alterada, mas a quantidade de tecido adiposo foi
reduzida. Os animais apresentaram também alteracBes favoraveis nas
caracteristicas dos tecidos adiposos branco e marrom, sugerindo que esta via

de sinalizacdo pode ser um auxiliar no tratamento da obesidade.
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Embora a exposicdo ao frio e a sinalizacdo PB3-adrenérgica sejam
utilizadas como abordagens para promover o recrutamento de adipdcitos bege,
nao esta claro se representam abordagens equivalentes. Dessa forma, o objetivo
do presente estudo foi comparar o efeito da exposi¢éo ao frio e da ativagao p3-
adrenérgica sobre a massa corporal, temperatura corporal e massa e

caracteristicas histoldgicas do tecido adiposo.

Material e métodos
1. Consideracoes éticas

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal da
Universidade de Brasilia (parecer numero 27/2019, ANEXO I). Os procedimentos
a que foram submetidos os animais seguiram as recomendacfes do Guia para
Saude e Uso de Animais de Laboratorio do Instituto Nacional de Saude Norte-
Americano (National Institutes of Health’'s Guide for the Health and Use of
Laboratory Animals, Institute of Laboratory Animal Resources, 2011) e a Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos

(Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal, CONCEA 2013).

2. Procedimentos

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, com 4 semanas de
idade, obtidos do biotério central da Universidade Catdlica de Brasilia. Os
animais foram ambientados pelo periodo de 1 semana, em que receberam dieta
padrdo (normolipidica), na forma de pellet. O fornecimento de dieta e de agua
potavel (filtrada) foi ad libitum e os animais foram mantidos em gaiolas plasticas,
organizados em 4 animais por gaiola, em ambiente com temperatura de 24°C
com ciclos claro-escuros fixos de 12/12 horas.

A partir da 52 semana, os camundongos foram alimentados com dieta
hiperlipidica (Pragsolugbes, Sao Paulo), também fornecida na forma de pellet
(composigéo descrita no ANEXO IlI), e compuseram trés grupos:

(1) Controle: receberam dieta hiperlipidica da 52 semana até a 152 semana de
vida e foram mantidos a temperatura de 24°C durante todo o experimento (n =
8);
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(2) Agonista B3-adrenérgico: receberam dieta hiperlipidica da 52 semana até a
152 semana de vida, foram mantidos a 24°C durante todo o experimento e
tratados com o agonista p3-adrenérgico seletivo CL316,243 durante a Ultima
semana de experimentacao, por 5 dias (n = 8);

(3) Exposicdo ao frio: receberam dieta hiperlipidica da 52 semana até a 152
semana de vida e foram expostos ao frio (temperatura de 5-6°C) durante a ultima
semana de experimentacéao, por 5 dias (n = 8).

A composicao dos grupos nao foi determinada por distribuicdo aleatoéria
dos camundongos, devido a disponibilidade limitada de camundongos e
necessidade de conduzir os grupos experimentais em momentos diferentes.
Considerando a necessidade de individualizacdo dos camundongos para
exposicao ao frio (LIM et al., 2012), os animais foram individualizados em gaiolas
a partir da 142 semana de vida, para posterior exposicdo ao frio do grupo
correspondente (na 152 semana de vida). Na 152 semana de vida, 0os animais
desse grupo foram colocados em uma camara de exposicdo com temperatura
controlada entre 5 e 6 °C, mantendo o ciclo claro/escuro a cada 12 horas. O
CL316,243 foi administrado por via intraperitonial, na dose de 1 mg/kg/dia,
diluido em cloreto de sédio a 0,9% (SANCHEZ-GURMACHES et al., 2012).

Os camundongos tiveram sua massa corporal e consumo de dieta
avaliados semanalmente até a intervencédo (52 a 132 semanas), a partir de
quando foram avaliados diariamente (142 a 152 semana). Durante o periodo de
intervencéo, a temperatura foi aferida na regido abdominal com termémetro do
tipo laser e foram feitos registros termograficos diarios com o uso de uma camera

termografica modelo FLIR T420, a 1 metro de distancia dos camundongos.
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Ao final da intervencdo, os animais foram eutanasiados seguindo as
recomendagcfes do Guia para Saude e Uso de Animais de Laboratério do
Instituto Nacional de Saude Norte-Americano (National Institutes of Health’s
Guide for the Health and Use of Laboratory Animals, Institute of Laboratory
Animal Resources, 2011) e a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagéao de
Animais para Fins Cientificos (Conselho Nacional de Controle de
Experimentacao Animal, CONCEA 2013). Foram coletados os depdsitos de TAB
inguinal, TAB epididimal e TAM interescapular, para determinagéo de sua massa
e, em seguida, sua fixacdo em formalina. Os tecidos fixados foram emblocados
em parafina, cortados com uso de microtomo e corados com hematoxilina-eosina

para analise histoldgica.

3. Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrao da média
(EPM). Os grupos foram comparados por meio de analise de variancia One-Way
ANOVA, seguida do pés-teste de Dunn. Foram considerados estatisticamente
significativos valore de p inferiores a 0,05. A analise dos dados foi conduzida

com uso do programa GraphPad Prism verséao 8.0.

Resultados

Os animais foram recebidos no biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia, separados em grupos e os estudos foram conduzidos
de acordo com os protocolos estabelecidos. Ao longo do estudo houve perda de

alguns animais do grupo exposto ao frio, como descrito na Tabela 1.
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Tabela 2;: Nimero de animais por grupo e numero de animais ao final do estudo.

o Animais ao
Animais por _ Evento onde
Grupos final do
grupo ocorreram perdas
estudo
Controle (a 24°C) 8 8 -
24 horas apés
Expostos ao frio 8 4 inicio da
exposicao ao frio
Agonista 33-adrenérgico 8 8 -

HFD — Dieta hiperlipidica com presenca de 60% de gordura saturada

1. Massa corporal

Na 5% semana de vida, em que os animais foram aleatoriamente
distribuidos nos grupos de estudo e iniciou-se a administracdo de dieta
hiperlipidica, foi observado que o grupo controle (mantido a 24°C) apresentou
massa corporal significativamente superior aos demais grupos (21,96 + 1,68
versus 20,02 + 1,07 no grupo exposicdo ao frio e 19,52 + 0,80 no grupo
exposicdo ao agonista B3-adrenérgico, p = 0,0018).

Os animais dos trés grupos apresentaram massa corporal semelhante da
82 a 142 semana (Figura 1A). Ao final da 142 semana, antes da intervencéo, 0s
animais do grupo exposicdo ao frio apresentaram perda de peso, embora ndo
significativa e ja dentro do periodo de individualizacdo dos animais (Figura 1A).
O ganho de massa corporal nesse periodo, no entanto, foi superior nos animais

designados para receber o0 agonista p3-adrenérgico (Figura 1B).
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Figura 1. (A) Avaliacdo da massa corporal entre a 52 e a 142 semanas (B) do ganho médio de
massa corporal de cada grupo entre a 52 e a 142 semanas. Os camundongos foram alimentados
com dieta hiperlipidica a partir da 5 semana de vida e individualizados a partir da 132 semana
de vida. Dados apresentados como média + EPM, n = 8/grupo. * grupo apresenta diferenca
estatistica dos outros grupos p=0,0023.

Foi observada perda de massa corporal, durante o periodo de
intervencao, superior nos grupos tratado com o agonista $3-adrenérgico (1,24 +
0,29 g) ou exposto ao frio (1,01 + 0,31 g) em comparagdo com 0 grupo controle

(0,18 £ 0,14 g, p = 0,0064), conforme apresentado nas Figuras 2A e 2B.
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Figura 2. (A) Massa corporal entre a 132 e 152 semanas e (B) variacdo de massa corporal no
decorrer da intervencdo na 15% semana. Dados apresentados como média + EPM, n = 4 a
8/grupo, e analisados por one-way ANOVA; p=0,0064 (grupos frio e agonista B3 versus controle).

N&o foi observada diferenca significativa da massa de TAB epididimal,
branco inguinal ou marrom interescapular dos animais nos diferentes grupos de

estudo (Figura 3 e Tabela 2).
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Figura 3: Massa relativa de (A) tecido adiposo branco epididimal, (B) tecido adiposo branco
inguinal e (C) tecido adiposo marrom interescapular dos grupos de estudo. Dados apresentados
como média £ EPM (n = 4 a 8/grupo) e analisados por analise de variancia One-Way ANOVA.

Tabela 3: Massa absoluta e relativa de tecido adiposo de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica, conforme o grupo de tratamento.

Controle (24°C) Frio Agonista (33
Deposito A R A R A R
(mg) (mg/g) (mg) (mg/g) (mg) (mg/g)
o 757,20 + 28,44 + 601,80 + 23,88+ 57340 + 20,85z
TAB epididimal
80,99 2,39 84,22 2,73 64,07 1,84
o 279,40 + 1049 + 2813 + 11,22+ 319,80 + 11,47+
TAB inguinal
37,64 1,22 43,06 1,69 56,66 1,70
TAM 61,13 + 2,33 + 73,73 £ 2,96 65,48 + 2,44
interescapular 4,33 0,18 3,73 +0,21 3,14 +0,16
Fioad 1099,00 + 41,64 + 1109,00 44,41+ 1349,00 + 49,80+
igado
g 54,93 1,70 + 29,27 1,44 21,86 1,06

Dados apresentados como média + EPM (analise de variancia - Kruskal-Wallis ANOVA seguido pelo pds-
teste De Dunn); n = 4 - 8 camundongos por grupo. A: massa absoluta (mg), R: massa relativa (mg/g de
peso corporal);
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2. Temperatura

A avaliacédo da temperatura na regidao abdominal, com termdmetro laser
digital infravermelho, mostrou que os animais expostos ao frio apresentaram
reducdo de sua temperatura, seguida de recuperacéo parcial até o ultimo dia de
intervencao. Os animais do grupo controle mantiveram sua temperatura corporal
e aqueles em tratamento com agonista f3-adrenérgico tiveram incremento em

sua temperatura corporal (Figura 4).

Temperatura corporal

34~
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g —_—t R ——"
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® 28-
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- 244

22 T T T T 1
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Figura 4: Temperatura dos camundongos durante a intervencdo. Temperatura aferida com
termdmetro laser digital infravermelho, na regido abdominal. Dados apresentados como média +
EPM (n =4 a 8/grupo).

Em um teste ANOVA de duas vias, foi observada diferenca significativa
da temperatura dos grupos (p < 0,0001). Ao comparar o grupo controle com o
grupo tratado com agonista B3-adrenérgico (ambos mantidos a mesma
temperatura), foi observada uma diferenca estatistica ao longo do tempo desses
grupos.

As imagens termogréficas sugeriram temperaturas mais elevadas nas
regides retro-orbital e interescapular dos camundongos em todos os grupos. A
despeito do carater ndo quantitativo dessa analise, observou-se que 0s
camundongos do grupo exposto ao frio apresentaram maior area em vermelho

ou branca, correspondentes aquelas de maior temperatura (Figura 5).

49



R
D
F
R

Atm, T

Controle (24°C)

Atm, T

Frio

Agonista [33-
adrenérgico

Dist. obj om
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TAM interescapular TAB inguinal TAB epididimal

Frio Controle (24°C)

Agonista B3

Figura 6. Caracteristicas histoldgicas do tecido adiposo marrom (TAM) interescapular e tecido
adiposo branco (TAB) inguinal e epididimal. Coloragdo com Hematoxilina-Eosina com uso de
resolucéo para visualizagdo a 100 pm.

As imagens do TAM demonstram estruturas distintas dos animais do
grupo em termoneutralidade sem tratamento, apenas em uso de dieta
hiperlipidica, em relagdo aos outros dois grupos que possuem estruturas que se
assemelham mais estruturalmente, é possivel identificar estrutura semelhante
entre os adipocitos dos grupos tratados, porém quando comparados aos
adipdcitos do grupo sem tratamento em termoneutralidade observamos
diferencas no tamanho dos adipdcitos, os animais sem tratamento apresentam
adipdcitos levemente maiores. A histologia dos figados ficou prejudicada devido
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a danos nos tecidos e dessa forma nédo foi possivel avaliar esses tecidos de
forma adequada. As imagens do TAB inguinal dos animais do grupo em
termoneutralidade sem tratamento, apenas em uso de dieta hiperlipidica,
apresentam ceélulas mais hipertroficas, com volume aumentado e com as
estruturas caracteristicas de células adiposas, apresentando nucleo periférico,
as imagens dos grupos tratados apresentam aspecto similar entre si, com
adipdcitos menores quando comparados aos do grupo sem tratamento e em
alguns pontos células adiposas com aspecto multilocular. Por fim as imagens do
TAB epididimal apresentam entre eles caracteristicas similares entre todos.
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Discussao

O presente estudo teve como objetivo investigar, comparativamente, o
efeito da sinalizacdo B3-adrenérgica e da exposicdo ao frio sobre a massa
corporal, a massa de tecido adiposo e as caracteristicas histologicas do tecido
adiposo, em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. N&o foram
identificadas diferencas significativas em relacdo a estes aspectos, sugerindo
que, pelo menos em desfechos morfolégicos, as duas abordagens sao
comparaveis.

Ao iniciarmos a avaliacdo dos animais observamos uma diferenca
estatistica da média de sua massa corporal absoluta. Essa diferenca ocorreu
devido a disponibilidade de animais para a realizacdo do estudo, que nos fez
realizar o estudo de cada grupo em momentos diferentes. Dessa forma, a
avaliacdo da massa corporal absoluta foi complementada pela avaliagcdo da
diferenca de massa corporal ao longo do tempo. Nessa avaliagcdo, os animais
foram comparaveis, sugerindo que houve recuperacdo da massa corporal dos
animais que inicialmente apresentavam menor massa.

Avaliando o ganho de massa corporal dos animais entre a 5% e a 142
semana, houve ganho levemente superior do grupo designado para receber
tratamento com o agonista B3-adrenérgico. Contudo ao final da 142 semana, a
massa corporal dos animais passou a nao ter diferenca estatistica. Além disso,
o ganho de massa corporal foi compativel com o esperado para a alimentacdo
com a dieta oferecida, hiperlipidica (60% de lipideos) (LANG;
HASSELWANDER,; LI; XIA, 2019).
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Inicialmente, os animais foram mantidos em grupos de 4 por gaiola.
Posteriormente, sua individualizagéo se fez necessaria devido ao protocolo para
exposicao ao frio, uma vez que manter os animais agrupados provocaria nos
individuos o comportamento de se agruparem para se aquecerem (LIM et al.,
2012). Assim, os animais de todos os grupos foram individualizados antes do
periodo das intervengbes, para aclimatacdo a essa condicdo, que pode
promover perda peso (PASCHOS; TANG; THEKEN; LI; VERGINADIS; LEKKAS;
HERMAN; YAN; LAWSON; FITZGERALD, 2018). Além da individualizacdo de
todos o0s grupos, o grupo exposto ao frio e o grupo controle receberam aplicagéo
do mesmo volume de solucéo salina referente ao peso com intuito de emular o
estresse sofrido pelos animais tratados com agonista 3-adrenérgico
(CHARTOUMPEKIS; HABEOS; ZIROS; PSYROGIANNIS; KYRIAZOPOULOU;
PAPAVASSILIOU, 2011). Essa medida visou minimizar os possiveis fatores
interferentes nos resultados e permitir a comparabilidade dos grupos.

Tanto o tratamento com o agonista B3-adrenérgico quanto a exposi¢ao ao
frio resultaram em perda de peso comparaveis e superior a observada entre os
animais mantidos do grupo controle (mantidos a 24°C). A diminuic&o discreta de
peso neste Ultimo, por sua vez, ndo € esperada na 152 semana de vida, em
resposta a alimentacdo com dieta hiperlipidica, porém pode ser atribuida ao
efeito do isolamento (KAPPEL et. al., 2017) e também da aplicacdo de solucdo
salina por via intraperitoneal (YOSHIDA et al., 1996).

Lim et al. (2012) investigaram diferentes protocolos de exposi¢ao ao frio
e sugeriram a necessidade de aclimatacdo dos animais em temperatura de 18°C
antes da exposicdo ao frio, pois a transferéncia dos animais de 22 °C,
temperatura ambiente, para o frio, pode resultar em aumento na taxa de
mortalidade dos animais (LIM et al., 2012). Entretanto, em diversos outros
estudos ha descricdo de transferéncia dos animais de condi¢cdes
termoneutralidade (30°C) ou temperatura ambiente (22°C) diretamente para frio
(4 a 6°C), sem mortalidade (PASCHOS et al., 2018). Apesar dos diferentes
protocolos aceitos, € possivel que, em nossas condic¢des, a transferéncia direta
de 24°C para 5 a 6°C tenha contribuido para a mortalidade observada no grupo

exposto ao frio.
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O trabalho de JIA et al. (2016) apresenta uma evolugéo grafica relativa a
perda de massa corporal dos animais expostos ao frio semelhante a obtida neste
trabalho, embora a duracédo da exposicéo tenha sido superior (7 dias versus 5
dias no presente estudo). A diferenca de massa corporal ao final do periodo de
tratamento evidenciou uma importante e caracteristica perda de massa corporal
associada aos tratamentos utilizados, como nos trabalhos de JIA et al. (2016),
no caso dos animais expostos ao frio, e de GUERRA et. al. (1998), para os
tratados com agonista B3-adrenérgico. Neste ultimo estudo, foi utilizada a
mesma dose do farmaco, porém por periodo mais prolongado, de 24 dias. Ainda
assim, o comportamento de perda de massa corporal foi semelhante ao do
presente estudo, especialmente ao compararmos o mesmo periodo entre 0s
tratamentos do nosso trabalho e do citado anteriormente.

Embora os camundongos expostos ao frio tenham apresentado perda de
peso comparavel a dos que foram tratados com o agonista 3-adrenérgico, foi
observado que estes apresentaram perda progressiva de peso do inicio ao fim
do tratamento, ao passo que aqueles expostos ao frio apresentaram perda inicial
mais acentuada, seguida de estabilizacdo. Esse comportamento pode estar
relacionado a um remodelamento da microbiota intestinal e do intestino delgado,
em resposta ao frio, no sentido de promover maior absorcdo de nutrientes e,
assim, evitar progresséao da perda de peso, descrito anteriormente (CHEVALIER;
STOJANOVIE; COLIN; SUAREZ-ZAMORANO; TARALLO; VEYRAT-DUREBEX;
RIGO; FABBIANO; STEVANOVI¢; HAGEMANN, 2015). Esse processo, para
nosso conhecimento, nao foi investigado em relacdo ao tratamento com o
agonista p3-adrenérgico e é possivel que represente uma das diferencas em

relacdo as duas abordagens.
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Também foi avaliada a massa de diferentes depdsitos de tecido adiposo
dos camundongos dos diferentes grupos. Os tecidos foram descritos tanto em
massa absoluta quanto em massa relativa, no intuito de observar de forma
normalizada as amostras, eliminando possiveis vieses relativos a diferencas de
massa corporal. Ndo houve diferenca da massa desses depdsitos, pelas duas
formas supracitadas. Entretanto, seria esperada uma diferenga especialmente
em relacdo ao TAM, devido ao intenso consumo lipidico para a termogénese
frente aos estimulos apresentados (exposicéo ao frio (JIA et al., 2016) e ativacédo
B3-adrenérgica, POEKES et al., 2018), quando comparados ao grupo controle.
No caso dos TAB inguinal, também se esperaria reducdo de sua massa devido
ao seu amarronzamento e aumento do consumo lipidico. Cabe destacar, no
entanto, que JIA et al. (2016) descreveram, em resposta ao frio, aumento da
massa adiposa inguinal a partir do terceiro dia e que se manteve até o 5° dia de
exposicao ao frio. Essa questdo poderia ser reavaliada com a conducédo de
novos grupos para compreender melhor esse desfecho divergente do esperado.
E possivel, por exemplo, que o tempo de tratamento ou exposi¢do ao frio ndo
tenha sido suficiente para observar reducdo significativa da massa desses
depositos. E possivel, ainda, que o remodelamento intestinal em resposta ao frio,
com aumento da absor¢do de nutrientes, seja responsavel por manutencao da
massa de tecido adiposo, a despeito do aumento da termogénese.

Quando avaliamos a temperatura corporal determinada pelo termémetro
a laser digital infravermelho, pudemos observar que ela foi significativamente
inferior no grupo exposto ao frio e semelhante no grupo mantido a 24°C ou
tratado com o agonista 3-adrenérgico. Este ultimo, inclusive, apresentou
incremento significativo da temperatura ao final do tratamento. Este achado &
semelhante ao de Akesson et. al. (2007) e Szentirmai e Kapas (2017), que
observaram elevagdo da temperatura corporal apos a administracdo de agonista
B3-adrenérgico. Além disso, 0 grupo exposto ao frio apresentou recuperacao
parcial da temperatura, sugerindo que tenha ocorrido o processo de
termogénese (ADLANMERINI et al. 2019).
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A temperatura avaliada por camera infravermelha sugeriu que a
temperatura dos animais expostos ao frio ao longo do tratamento apresentou
temperatura corporal mais uniforme em diferentes regiées do corpo, quando
comparados aos do grupo que foi mantido a 24°C. Entretanto, apesar da
utilizagdo das imagens para avaliar de forma geral o comportamento desses
tecidos, segundo o trabalho de Jackson et. al., 2001, o uso de termografia
infravermelha ndo é um método adequado para avaliar a capacidade da
termogénese nao dependente de tremores no TAM, por ndo apresentar
correlacdo com o pico metabdlico associado as alteragdes previstas com relagdo
a estimulacédo B3-adrenérgica e frio. Dessa forma, esse dado é limitado para
estudar o processo de termogénese no tecido adiposo.

Os cortes histolégicos apresentam o TAM com diferenca visual entre 0s
grupos tratados comparados ao grupo controle e muito similares quando
comparados entre eles. O TAM do grupo controle apresenta adipdcitos
levemente maiores quando comparados aos TAM dos animais dos grupos
tratados. O remodelamento estrutural do tecido sugere sua atividade
termogénica, sendo esse achado esperado em resposta aos estimulos
empregados.

Ao observarmos os cortes histolégicos do TAB inguinal, conseguimos
observar nos grupos tratados caracteristicas que sugerem o amarronzamento do
tecido, incluindo a presenca de adipdcitos multiloculares entre os adip6citos
brancos (uniloculares), em comparagdo ao grupo controle. Também sob esse
mesmo ponto de vista, houve reducdo no tamanho dos adipécitos dos grupos
tratados quando comparado com o grupo controle. Os grupos tratados, além
disso, foram comparaveis.

O TAB epididimal ndo apresentou caracteristicas diferentes entre os
grupos, embora pudesse ser esperado reducdo de seu conteudo lipidico e,
assim, reducdo do tamanho do adipdcito, em resposta aos estimulos
termogénicos, ainda que de maneira menos pronunciada que no TAB inguinal.
E possivel, entretanto, que o tempo de intervencéo tenha sido insuficiente para
promover modificacbes morfologicas no TAB epididimal. Além disso, o tecido
seria mais bem caracterizado pela investigagao de marcadores moleculares, que

nao foi realizada.
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Concluséo

Os resultados do presente estudo sugerem que o efeito da exposicao ao
frio e da sinalizacdo B3-adrenérgico por estimulo farmacolégico promovem
alteragbes comparaveis da massa corporal, massa adiposa e das caracteristicas
histologicas do tecido adiposo em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica. Entretanto, ensaios adicionais, para caracterizacdo molecular
destes tecidos, devem ser realizados para melhor avaliar se a exposicao ao frio
e a sinalizacdo B3-adrenérgica sdo estratégias equivalentes de promover
ativacdo do tecido adiposo termogénico. Nao esta claro, também, se esses
estimulos seriam comparaveis em cenarios de alimentacdo com outros tipos de

dieta.
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interesses.

APROVACAO PELO COMITE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL: Comisséo de
Etica no Uso Animal da Universidade de Brasilia parecer nimero 27/2019 (Anexo
1).
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ANEXOS

ANEXO 1
Pt
Universidade de Brasilia
Instituto de Ciénclas Bloldglcas
Comiss3o de ERCa no Uso Animal
Brasilia, 15 de abril de 2019.

DECLARAGCAO

Declaramos que o projeto intitulado “METABOLISMO DO COLESTEROL E TERMOGENESE: ESTUDO DA TERMOGENESE NO TECIDO ADIPOSO EM
ANIMAIS COM NOCAUTE DO RECEPTOR DE LDL". Protocolo n.? 27/2019, sob responsabilidade da Professora Angélica Amorim Amato foi
avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia. Este projeto foi aprovado para
utilizacdo de: Mus musculus (48 machos). A presente aprovacao é vélida pelo periodo de: 30/04/2019 a 30/04/2021.

Prof. Dr. Cassio José da Silva
Coordenador da CEUA - UnB

Este documento se restringe 3 avaliagdo ética do projeto supracitade e n&o substitul outras licencas e permissdes que porventura se fagam necessérias.

ANEXO 2
AMIDO DE MILHO 15,95000%
CASEINA 20,00000%
AMIDO DEXTRINIZADO 10,00000%
SACAROSE 10,00000%
OLEO DE SOJA 4,00000%
CELULOSE MICROCRISTALINA  5.00000%
MIX MINERAL AIN 93 G 3,50000%
MIX VIT AIN 93 1,00000%
L CISTINA 0,3000%
BITARTARATO DE COLINA 0,2500%
BHT 0,0010%
BANHA 30,0000%
100,00100%
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