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RESUMO
OLIVEIRA, L. B. EFEIO DA ASSOCIAGAO ENTRE OLEO DE PEIXE E AGONISTA

B3-ADRENERGICO SOBRE O BALANGO ENERGETICO. 2019. Dissertagao
(Mestrado) — Programa de Pés-Graduagdo em Farmacologia, Universidade
Federal do Piaui. Teresina — PI.

O aumento drastico da prevaléncia de patologias associadas ao ganho de peso é
resultado do desequilibrio no balango energético corporal, o que caracteriza uma
desregulagdo neuroendocrina e leva a um grupo heterogéneo de condigbes com
multiplas causas. Frente a importdncia das alteracbes causadas por esse
desbalanco, estratégias sdo empregadas com a finalidade de elevar a eficacia de
perda de peso, como por exemplo, o uso de nutrientes presentes nos alimentos,
como o 6leo de peixe, capaz de ligar-se a receptores importantes na manutencao da
homeostase energética, associado a estimulagao do receptor 33-adrenérgico, um
dos principais responsaveis pela termogénese e gasto energético. O presente
estudo teve como objetivo avaliar se a utilizagdo do oleo de peixe (OP) potencializa a
acao (33-adrenérgica do agonista mirabegrona (MIRA) em ratos. Apds o estudo dose-
resposta foram selecionadas as doses com maior efeito para os tratamentos via oral
(V.O) e intracerebroventricular (ICV), estas doses foram utilizadas no tratamento crénico
(8 dias), os animais foram segregados em quatro grupos, Salina, OP, MIRA e OP+MIRA.
A associagdo de OP+MIRA (V.O) mostrou-se mais eficaz que os demais tratamentos
para, reducdo do peso corporal, consumo de racdo e aumento da temperatura
interescapular, além de aumento da expressdo de genes responsaveis pelo fendtipo
termogénico (LPL, UCP1 e ADRB3) e reducdo da expressdo do gene relacionado a
adipogénese (PPARYy) no tecido adiposo branco epididimal (TABepi) onde a frequéncia
de distribuicao referente a area dos adipdcitos foi menor para o grupo OP+MIRA. Apds a
estimulacdo da termogénese através do frio o tratamento OP+MIRA sobrepds seu efeito
termogénico em relagao aos grupos salina e OP, e apds exposi¢ao continua ao calor o
tratamento OP+MIRA manteve a temperatura interescapular maior que os demais
tratamentos mesmo em uma condigdo de reducdo da taxa metabdlica. O protocolo
realizado com um B-bloqueador revelou que apenas os grupos MIRA e OP+MIRA séo
influenciados pela via simpatica no aumento da temperatura interescapular, porém sem
promover aumento da pressao arterial média, verificado através do protocolo de pressao
arterial média por medida indireta. A associagdo entre OP+MIRA no tratamento ICV
promoveu reducao no consumo de ragéo e a frequéncia de distribuicao referente a area
dos adipécitos deste grupo foi menor que os demais tratamentos. Conclui-se que a
terapia combinada utilizando OP e MIRA mostra-se eficaz na modulagao do balanco
energético, com efeitos sobre o peso corporal, 0 consumo de ragao e termogénese
interescapular podendo constituir uma estratégia futura para estudos de tratamento
e prevencao da obesidade.

Palavras-chave: balanco energético, dleo de peixe, mirabegrona.



ABSTRACT
OLIVEIRA, L. B. EFFECT OF THE ASSOCIATION BETWEEN FISH OIL AND @3-

ADRENERGIC AGONIST ON THE ENERGY BALANCE. 2019. Dissertation
(Master) - Postgraduate Program in Pharmacology, Federal University of Piaui.
Teresina - PI.

The drastic increase in the prevalence of pathologies associated with weight gain is a
result of imbalance in body energy balance, which characterizes neuroendocrine
dysregulation and leads to a heterogeneous group of conditions with multiple causes.
Given the importance of the changes caused by this imbalance, strategies are
employed to increase the effectiveness of weight loss, such as the use of nutrients
present in food, such as fish oil, capable of binding to receptors. important in
maintaining energy homeostasis, associated with stimulation of the B3-adrenergic
receptor, one of the main factors responsible for thermogenesis and energy
expenditure. The present study aimed to evaluate if the use of fish oil (OP)
potentiates the 3-adrenergic action of mirabegrone agonist (MIRA) in rats. After the
dose-response study, the doses with the greatest effect for oral (VO) and
intracerebroventricular (ICV) treatments were selected. These doses were used for
chronic treatment (8 days), the animals were segregated into four groups, Salina,
OP. , MIRA and OP + MIRA. The association of OP + MIRA (VO) was more effective
than the other treatments for body weight reduction, feed intake and interscapular
temperature increase, as well as increased expression of genes responsible for
thermogenic phenotype (LPL, UCP1 and ADRB3) and reduction of adipogenesis-
related gene (PPARY) expression in epididymal white adipose tissue (TABepi) where
the frequency of distribution regarding adipocyte area was lower for the OP + MIRA
group. After cold thermogenesis stimulation, the OP + MIRA treatment overlapped its
thermogenic effect in relation to the saline and OP groups, and after continuous
exposure to heat, the OP + MIRA treatment kept the interscapular temperature
higher than the other treatments, even under normal conditions. reduction of
metabolic rate. The protocol performed with a B-blocker revealed that only the MIRA
and OP + MIRA groups are influenced by the sympathetic pathway in the increase of
the interscapular temperature, but without promoting an increase in mean arterial
pressure, verified through the indirect measure mean arterial pressure protocol. The
association between OP + MIRA in the ICV treatment promoted a reduction in feed
intake and the frequency of distribution regarding the adipocyte area of this group
was lower than the other treatments. It can be concluded that combined therapy
using OP and MIRA is effective in modulating energy balance, with effects on body
weight, feed intake and interscapular thermogenesis and may be a future strategy for
obesity treatment and prevention studies.

Keywords: Energy balance, fish oil, mirabegrone.
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13

1 INTRODUGAO

A manutencdo do peso corporal saudavel € possivel através de uma fina
regulacdo do balangco de energia, que coordena a ingestdo e o gasto energética
(DENIS et al., 2014). O excesso cronico de nutrientes, onde a ingestao de energia
excede significativamente o gasto energético, resulta num estado de aumento da
adiposidade que € um fator predisponente para o desenvolvimento de doencas
como diabetes, hipertensao, hiperlipidemia, cancer e outras desordens (ZHANG et
al., 2014).

O eixo hipotalamo-tecido adiposo integra informagdes importantes sobre o
estado energético (XIE et al., 2017). Além desses, existem varios sistemas
hormonais, neurotransmissores e receptores envolvidos na regulagdo do balango
energético. As tentativas farmacoldgicas para modular favoravelmente esses
sistemas e encorajar a perda de peso tém sido de alguma forma eficazes, embora
haja efeitos secundarios adversos, isso leva a busca de alvos terapéuticos mais
adequados (BERBEE et al., 2015).

Atualmente, uma estratégia potencialmente eficaz para prevenir ou tratar
desordens metabdlicas associadas ao sobrepeso € aumentar o gasto de energia
através da ativacdo da proteina desacopladora 1 (UCP1), resultado as
transdiferenciagdo dos adipdcitos brancos em adipdcitos bege ("browning") com
caracteristicas de adipécitos marrom (BRAY; BELLANGER, 2006). Os adipdcitos
marrons sao caracterizados pela expressao abundante de UCP1 e contém goticulas
lipidicas multiloculares sendo abundante na matriz interna das mitocéndrias. A UCP1
diminui o gradiente de protons entre as membranas mitocondriais e dissipa energia
como calor ao desacoplar a respiragao da sintese de ATP (CEDIKOVA et al., 2016).

A via B3-adrenérgica possui papel importante na ativacdo da proteina UCP1 e
consequentemente na homeostase energética, seu receptor é altamente expresso no
tecido adiposo marrom e também pode ser encontrado em tecido adiposo branco
(SONG et al., 2017). Em ratos, a inibicao do receptor 3 adrenérgico causa obesidade,
enquanto que os agonistas do receptor provocam efeitos anti-obesidade, como a
supressao da ingestdo de alimentos e a termogénese mediada pela proteina
desacopladora 1. Com base nesses achados, varios ensaios clinicos avaliaram a
viabilidade de desenvolver um tratamento potencialmente efetivo para a obesidade
usando agonistas 33-adrenérgicos (NASCIMENTO-FERREIRA et al., 2016).
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No entanto, como outras monoterapias farmacoldgicas concebidas para este fim,
essas estratégias apresentaram pouca eficacia clinica tendo em vista os potenciais e
sérios efeitos colaterais de ativar o sistema simpatico. Os esforgos cientificos estao
agora focados no desenvolvimento da associagcado entre terapias que exercem seus
efeitos em diferentes processos bioldgicos, como na ingestao de nutrientes e no gasto
energético (SONG et al., 2017). Uma estratégia em potencial seria estudar os efeitos
dos agonistas 33-adrenérgicos em terapia combinatéria com nutrientes, em especial
com o Oleo de peixe (OP), através de sua ligagao ao receptor ativado por proliferador de
peroxisoma (PPARs) seus subtipos tem papel fundamental em processos chaves da
homeostase energética como na [(-oxidagdo de acidos graxos (PPARa/B) e na
adipogénes (PPARy) (MATSUMOTO; KIUCHI; MURASE, 2019).

No presente estudo, foi investigado a potencializagdo da redugao do consumo
alimentar e do ganho de peso corporal além do aumento da temperatura
interescapular quando os receptores B3-adrenérgicos e PPARs sdo coativados pelo
agonista pleno adrenérgico mirabegrona (MIRA) e pelo 6leo de peixe (OP),

respectivamente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

21 Balango energético

O balango energético é resultado do equilibrio entre a ingestdo alimentar e o
gasto de energia, o desequilibrio entre os mesmos € a condicdo minima para
desencadear o balango energético positivo ou negativo, quando positivo é a
condigdo basica para o aparecimento da obesidade, que se configura uma
importante alteracdo nutricional (LOPEZ et al., 2010). A atual abundancia de
alimentos com alto valor energético, combinada com uma mudanga nos estilos de
vida para sedentarios, leva a um crescente desequilibrio termodindmico e como
consequéncia principal ao desenvolvimento de desordens metabdlicas associadas a
diversas patologias (WU; CLARK; PALMITER, 2012).

O controle da homeostase energética € orquestrado pelo sistema nervoso
central mais especificamente pelo sistema nervoso autbnomo (SNA) que é um
importante e poderoso regulador. O SNA garante a homeostase das fun¢des do
corpo. O apetite é regulado por um sistema complexo de sinais centrais e periféricos
que interagem para modular a resposta individual a ingestdo de nutrientes
(BRUINSTROOP; FLIERS; KALSBEEK, 2014). A regulacgao periférica inclui sinais de
saciedade e sinais de adiposidade, enquanto o controle central é realizado por
varios efetores, incluindo os sistemas neuropeptidérgico, monoaminérgico e
endocanabindide (YABAKI et al., 2010). Essas aferencias sao integradas para emitir
uma resposta através da regulagao da ingestao de alimentos, gasto de energia (GE)
e destino dos nutrientes (VALASSI; SCACCHI; CAVAGNINI, 2007).

No controle do peso corporal, o tecido adiposo interage diretamente com o
hipotalamo, este possui varios centros neuronais, entre eles o nucleo hipotalamico
lateral, que é importante na homeostase da fome e os nucleos ventromediais
importante na homeostase da saciedade (KONTUREK et al., 2005). O nucleo
arqueado é responsavel por reconhecer uma diminuicdo nas concentracbes de
leptina e insulina. Isso causa a supressao de sinais anorexigenos (hormdnios
estimulantes de melandcitos: a-MSH) e a estimulacdo de sinais orexigenos
(Peptideo relacionado ao gene agouti: ARGP ou neuropeptideo Y: NPY), resultando
num aumento do consumo alimentar e diminuicdo do gasto de energia, visando

assim, restaurar a massa de células adiposas (Figura 1). De forma inversa, a
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ingestao de alimentos gera sinais de saciedade neural e hormonal para o hipotalamo
(TORRES, CHABARDES e BENABID, 2011).

Figura 1: Integragéo de sinais metabdlicos entre hipotalamo e periferia
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Fonte: Adaptado de Denis et al., 2013

A pesar do complexo processo de regulagdo da homeostase energética

envolver varias areas do cérebro, as rotas de efetores centrais e periféricos

mostram-se mais sensiveis na regido do hipotalamo, demonstrando serem estreitas

suas interagdes com os circuitos de fome, saciedade e tamanho da massa adiposa,

0 que regula o tamanho da refeicdo, modulando o consumo e balango de energia

(HALPER et al., 2011). Além disso, o balango energético periférico € controlado pelo

hipotdlamo através do SNA, quando os neurbnios do nucleo arqueado (ARC)

detectam fatores circulantes, como insulina, grelina, leptina e sinais nutricionais,

como glicose, aminoacidos ou lipidios, refletindo nas necessidades de energia do

organismo. Isso €& possivel, pois, o ARC esta localizado na base do terceiro
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ventriculo onde a membrana hematoencefdlica €& especialmente modificada e
permite a passagem desses fatores circulantes (CONTRERAR et al., 2017).

Além desses efeitos, a ativagdo simpatica € o gatilho fisiolégico da
termogénese nos adipocitos marrom. As terminagdes nervosas do sistema nervoso
simpatico (SNS) atingem tais adipocitos e libera noradrenalina, que estimula a
atividade termogénica do tecido adiposo marrom (TAM) por meio da ligagdo aos
receptores adrenérgicos, principalmente o receptor P3-adrenérgico (FENZL;
KIEFER, 2014). Primariamente, o TAM atua na produgao de calor, € encontrado em
abundancia relativa em pequenos mamiferos eutérios, distribuido em pequenos
depdsitos discretos. Em ratos e camundongos, os depésitos de TAM séao
encontrados nas regides interescapular, subescapular, axilar, perirrenal e
periadrtica, isso possibilita que vivam em ambientes frios sem depender do processo
de tremor para produzir calor, ja em humanos adultos foi constatada a presenca de
depdsitos importantes de TAM no pescogo e no ombro. (BARTNESS et al., 2014).

Apesar de ter sido considerado praticamente inexistente e irrelevante na
fisiologia adulta, ha indicios de sua presenga e atuagdo no gasto energético em
humanos adultos, a estimulagdo maxima de cerca de 50 g de TAM, poderia
responder por até 20% do gasto energético diario em um humano adulto. Apesar de
sua importancia fisioldgica potencial, métodos para medir a massa e a atividade do
tecido adiposo marrom em humanos é deficiente. Recentemente, tomografia
combinada de emissdo de positrons e tomografia computadorizada (PET-CT) tem
sido usada para identificar o tecido adiposo com uma alta taxa de captacédo de 18F-
fluorodesoxiglucose (18F-FDG) indicando presenca de tecido adiposo marrom,
Cypess e colaboradores, (2009), analisaram imagens de 18F-FDG PET-CT em 1972
pacientes e apresentaram evidéncia para a presenca de tecido adiposo marrom
fisiologicamente significativo em humanos adultos, apresentando depdsitos
substanciais desse tecido em uma regidao que se estende desde o0 pescogo anterior
até o torax, além do mais, os adipodcitos dessa regido apresentaram presencga de
UCP1 e demonstraram ser multiloculares (CYPESS et al., 2010).

Embora relativamente escassa em comparagcdo com a inervagdo do SNS no
TAM estudos imuno-histoquimicos e de microscopia eletrbnica revelaram
terminagdes nervosas simpaticas no parénquima de tecido adiposo branco (TAB)
(BARTNESS et al., 2014) essa estimulagdo simpatica, no entanto, apresenta-se
distinta nos diferentes coxins do TAB, apesar de que existam condicdbes em que
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multiplos tecidos sao, similarmente, simpaticamente estimulados (ex.: exposi¢gao ao
frio), nesta condigao o impulso para o TAM é aumentado para culminar no aumento
da termogénese e o aumento do estimulo simpatico ao TAB poderia fornecer
combustivel para a producdo de calor pelo TAM e outros tecidos (BARTNESS ;
SONG, 2007).

O TAB é o principal 6rgdo de armazenamento, acumulando o excesso de
energia na forma de triglicerideos. Além de atuar como um importante 6rgéao
endocrino liberando mediadores como as adipocinas envolvidas na regulagdo de
funcdes fisioldgicas, como peso corporal (leptina), metabolismo vascular (PAI-1),
metabolismo da glicose e sensibilidade a insulina (adiponectina) e algumas citocinas
inflamatérias e quimiocinas (TNF-a, IL-1, IL-6, RBP-4 ou MCP-1) entre outros
(FERNANDEZ et al., 2015). Desta maneira o TAB é integrado em uma conversa
cruzada global com diferentes 6rgédos e tecidos envolvidos na homeostase
energética, incluindo o sistema nervoso central (SNC), figado, musculo esquelético e
pancreas (TRAYHURN, 2005).

Mesmo n&o totalmente estabelecido, mecanismos moleculares atuam de
diferentes formas nas células adiposas desses dois tipos de tecidos. Ademais
adipocitos semelhantes a gordura marrom, com uma morfologia multilocular e
expressando a proteina termogenina (proteina desacopladora: UCP), s&o
encontrados intercalados no TAB de roedores e humanos (Figura 2). Estes tém sido
chamados de células de gordura marrons adaptaveis ou células beges (ISHIBASHI;
SEALE, 2010). O desenvolvimento dessas células parecidas com a gordura marrom
no TAB é dramaticamente aumentado durante a adaptacao ao frio ou em resposta
ao tratamento com agonistas adrenérgicos p3-seletivos. A transformacgao parda do
TAB é mais proeminente no depdsito subcutaneo inguinal, enquanto o tecido
adiposo perigonadal € menos suscetivel ao escurecimento (SEALE et al., 2011).

Devido ao desafio de entender os mecanismos moleculares pelos quais os
estimulos ambientais estimulam a transformacgao dessas células alguns fatores tém
sido implicados na ativagdo do desenvolvimento de adipdcitos parecidos com o
marrom no TAB, como a regulagdo transcricional do gene UCP1, que codifica a
termogenina, a proteina desacopladora mitocondrial cuja acdo é controlada por
elementos reguladores que mostraram-se criticos para a adipogénese das gorduras
branca e marrom (PETROVIC et al., 2010).
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Figura 2: Classificagédo de diferentes tipos de adipdcitos e transdiferenciagdo de adipécitos bege
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Fonte: Adaptado de Favero et al., 2018

No TAB, os prétons bombeados durante a transferéncia de elétrons reentram
na matriz por meio da ATP-sintase, e a energia dessa transferéncia € conservada na
sintese de ATP. No TAM, a termogenina proporciona uma via alternativa para a
entrada dos prétons na matriz, que ignora a ATP-sintase; a energia do gradiente de
prétons € assim dissipada na forma de calor, que mantém o corpo (principalmente o
sistema nervoso e as visceras) na sua temperatura 6tima quando a temperatura
ambiente estiver relativamente baixa (RICQUIER, 2016).

Fatores nutricionais como acidos graxos poliinsaturados sdo capazes de
promover alteracbes nesses tecidos mediante ativacdo de receptores como o
TRPV1 (receptor vaniléide de potencial transitério 1) que esta envolvido na
homeostase energética e na modulagdo de hormoénios do apetite (CAO et al., 2013).
Também sao ligantes de membros das familias de receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPAR) que estdo envolvidas no “escurecimento” das

células adiposas brancas (OHNO et al., 2013).
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Com relacdo ao PPARs, o tratamento de camundongos com agonistas
sintéticos do PPARa promove o escurecimento do tecido adiposo, demonstrado pelo
aparecimento de adipdcitos multiloculares e aumento da expressao de UCP1, o que
desencadeia a capacidade termogénica no TAB (GUAN et al., 2005). Além disso, a
ativacdo de PPARa em pré-adipdcitos e adipécitos humanos aumentou a expressao
de UCP1 e outros genes relacionados com escurecimento (BARQUISSAU et al.,
2016). Estudos mostram que a ativagdo da funcdo transcricional do PPAR-y é
estimulado pela proteina contendo dominio PR 16 (proteina Prdm16), este controla
o desenvolvimento de adipdcitos marrons em depdsitos classicos da TAM além de
ser fundamental para o recrutamento dos adipécitos beges. Prdm16 € expresso no
TAB subcutaneo, TAB epididimal e no TAB retroperitoneal, o Prdm16 estimula a
adipogénese marrom por ligacdo ao PPAR-a ativando sua fungdo transcricional
(SEALE et at.,2008).

Embora a regulacdo do equilibrio energético pare¢ca uma balangca de
complexos mecanismos hormonais e neurais que se autorregulam para compensar
o déficit energético e o aumento da adiposidade essas condi¢gdes ndo séo facilmente
revertidas. Em resumo, o hipotalamo € o sitio primario do SNC para o controle do
balango energético, neurbnios localizados nessas regides produzem mensageiros
quimicos que sao liberados em seus terminais para estimular ou inibir o
comportamento alimentar.

A sequéncia de eventos a partir da ingestao de nutrientes e posteriores sinais
periféricos chegam diretamente ao sistema nervoso central, levando a respostas
adaptativas apropriadas. Em resumo (1) a ingestao alimentar e o gasto energético
sdo regulados principalmente por nucleos hipotalamicos; (2) o nucleo arqueado
(ARC) do hipotalamo contém pelo menos duas populagdes neuronais principais
atuando sobre a homeostase energética, o0s neurbnios orexigénicos e
anorexigénicos; (3) a maioria dos receptores para esses sinais estdo concentrados
nos nucleos paraventricular (PVN) e ventromediais (VMH); (4) os neurbnios que
expressam esses neuropeptideos interagem entre si e com sinais periféricos (ex.:
leptina, insulina entre outros), atuando na regulagéo do controle alimentar e do gasto
energético; (5) a ativagao do SNS, promove aumento da liberagdo de noradrenalina
(NA) o que aumenta a termogénese e ativa o processo de lipdlise, iniciando assim a

producao de calor mitocondrial e aumentando sinergicamente o gasto energético; (6)
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em contraste, o TAB acumula energia em excesso, como triglicerideos (TG), o que

gera aumento do peso corporal e liberagao de adipocinas.

2.2 Receptores 3-3 adrenérgicos

O sistema nervoso auténomo (SNA), também conhecido como neurovegetativo
ou sistema nervoso visceral, € a parte do sistema nervoso que esta relacionada ao
controle das funcbes vegetativas frente as modificagbes do ambiente, como
respiragao, circulagdo, controle de temperatura, digestdo e excregdo. O SNA se
subdivide em sistema nervoso simpatico (SNS) e sistema nervoso parassimpatico
(SNP) (MUND; FRISHMAN, 2013). O SNS desempenha importante papel no sistema
cardiovascular e no metabolismo através da liberagdo de adrenalina. Essas
catecolaminas ativam os receptores adrenérgicos localizados na membrana celular,
regulando assim os diversos 6rgaos e sistemas. Os receptores adrenérgicos sao
classifcados em a (a-AR) e B (B-AR) e estes podem ser subdivididos
predominantemente em a1 e a2 e 31, B2 e B3 (Davis et al., 2008).

Estes receptores sdo proteinas transmembranas com duas por¢des, uma
amino terminal (extracelular) e a outra carboxi terminal (intracelular). Sua porgéo
hidrofobica atravessa sete vezes a membrana celular. Os diferentes subtipos de
receptores adrenérgicos apresentam aminoacidos homologos e diferengas em seus
segmentos que lhes conferem a especificidade para seus agonistas (FITZGERALD,
2007). Tardiamente aos demais receptores o subtipo B3 (33-AR) foi caracterizado ao
final da década de 80, e sua clonagem permitiu elucidar alguns efeitos das
catecolaminas nao relacionados a ativacdo dos receptores 31 e B2. Os receptores
B3-AR estdo amplamente distribuidos em diferentes células, encontrando-se
principalmente no tecido adiposo branco. S&o receptores acoplados a proteina Gs
(estimulatédria), e sua ativagdo promove cronotropismo positivo, relaxamento da
musculatura lisa vascular e nao vascular, lipdlise no tecido adiposo branco e
termogénese no tecido adiposo marrom (SILVA, 2018).

Sua ativagdo esta envolvida na estimulagdo do gasto energético e na lipdlise,
isso ocorre pela maior expressdo da UCP1, uma molécula mitocondrial envolvida na
termogénese induzida pelo frio, assim como induzida por dieta e pelo
desacoplamento da cadeia respiratoria em adipécitos no TAM e no TAB (SUAREZ et

al.,2014). Embora ainda n&o totalmente esclarecido, aparentemente esta envolvido
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na sinalizagcdo da insulina e no aumento da captagdo de glicose pelas células.
Camundongos sem os receptores p3-adrenérgicos podem desenvolver obesidade,
enquanto que agonistas destes receptores provocam efeitos sobre a homeostase
energética, a supressédo da ingestdo de alimentos, a perda de gordura corporal, a
oxidagao lipidica, o consumo de oxigénio e a biogénese mitocondrial, bem como
melhorar a sensibilidade a insulina e tolerdncia a glicose (CHERNOGUBOVA,;
CANNON; BENGTSSON, 2004).

Em seres humanos as catecolaminas noradrenalina e adrenalina s&o os
principais mediadores da lipdlise, sendo este efeito mediado pelos adrenoceptores a
e B, ambos ligados a proteina G. No tecido adiposo, a ativagao dos B3-AR/Gs, ativa
a enzima adenilato ciclase (AC) a qual converte a adenosina trifosfato (ATP) em
AMPc., levando ao acumulo deste segundo mensageiro, e consequente ativagao da
proteina quinase A (PKA). A PKA, por sua vez, ira fosforilar a lipase horménio
sensivel (HSL), o que desencadeia a hidrélise de TG em acidos graxos livres e
glicerol (figura 3). (SILVA, 2018) A PKA também levara ao aumento da captagao de
glicose por esse tecido, fornecendo substratos para o metabolismo mitocondrial e
produgao de calor pelas UCPs. Além disso, a ativagao da PKA levara a sinalizagao
nuclear para aumento da expresséao proteica de UCP1 (ZHENG et al., 2014).

Estudos com agonistas de receptores B3-AR evidenciaram o aumento da
termogénese pelo TAM em modelos animais, 0 que poderia ser uma ferramenta
farmacoldgica para o direcionamento do gasto energético (MUND, FRISHMAN, 2013).
Além disso, a administracdo de agonistas de receptores [3-adrenérgicos parece
contribuir para a diferenciacdo de células bege de algumas regibes de TAB
subcutaneo de roedores, em humanos essa relacao permanece nao esclarecida por
falta de estudos clinicos que comprovem sua eficacia na regulacdo do metabolismo
(ZHENG et al., 2014).
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Figura 3: Interacdo de agonista com receptor 33-adrenérgico
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Fonte: Adaptado de Luo and Liu, 2016

2.3 Mirabegrona

A MIRA quimicamente conhecida como 2- (2-amino-l, 3-tiazol-4-il) -N- [4- (2 -
{[(2R) -2-hidroxi-2-feniletil] amino} etilo) fenil acetamida (figura 4) € um agonista (33-
adrenérgico seletivo, atualmente desenvolvido por Astellas Pharma Inc. e aprovado
desde 2012 pelos EUA para tratamento de bexiga hiperativa, considerando a agao dos
3-adrenérgicos no relaxamento do musculo liso e importancia desse subtipo de
receptor no controle da fungao vesical (TYAGI, 2010). Em relagéo aos efeitos da MIRA
sobre o metabolismo energético a literatura ainda é escassa, sendo que poucos
estudos avaliam as implicagdes desse farmaco sobre o peso corporal e os resultados
sao controversos (YUNO et al. 2014; CALMASINI et al. 2017). Pouco se sabe sobre os
efeitos desse composto na composicdo corporal e o0s possiveis efeitos
cardiometabolicos. Apds a administragéo oral do farmaco, a MIRA é absorvida atingindo

0 pico de concentragéo plasmatica (Crax) entre 3 e 4 horas (IITSUKA et al., 2015).
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Figura 4: Estrutura quimica da mirabegrona
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Fonte: Adaptado de Chen and zhang, 2019.

A MIRA é extensamente distribuida no organismo e liga-se as proteinas
plasmaticas (aproximadamente 71%), apresentando uma afinidade para a albumina
e alfa 1-glicoproteina acida e distribui-se nos eritrocitos. Foram identificados dois
metabdlitos principais no plasma humano (ambos glucurénideos e inativos
farmacologicamente) (IITSUKA et al., 2015). A excregcdo urinaria da MIRA é
dependente da dose e varia desde aproximadamente 6% apos uma dose diaria de
25 mg até 12,2% apo6s uma dose diaria de 100 mg.

A MIRA pode ativar a termogénese de TAM, induzindo a captagdo de glicose
e aumentando o gasto de energia além de aumentar o escurecimento de TAB e
diminuir a gordura corporal. Além disso, a administracdo de MIRA reduz os pesos
dos depdsitos de gordura, com redugdo acentuada do tamanho do adipdcito e
aumento da expressao de UCP1 em TAM (SUI, 2019).

Cypess e colaboradores, (2015) apos detectar a presenca de TAM em humanos
adultos, testaram a capacidade de estimulagdo da atividade termogénica de forma
aguda desse tecido pela mirabegrona (200 mg), observou-se uma elevagéo na taxa
metabdlica de repouso nos individuos assim como houve evidéncia de estimulagao da
lipolise do TAB, Além disso, a dose de 200 mg foi bem tolerada mesmo apos 12
semanas de administracao oral diaria mesmo sendo esta dose muito superior a dose
diaria recomendada (50 mg) para o tratamento da bexiga hiperativa (CYPESS et al.,
2015). Outro estudo, porém, em animais demonstrou que a administragdo aguda de
mirabegrona (0,1 pg/g de peso corporal) através de inje¢ao intraperitoneal estimulou a
captacao de glicose no TAM (ROBERTS-TOLER et al., 2015).

Além disso, um estudo feito com animais obesos resultou em reducédo do peso
corporal total e da massa da gordura epididimal independente de alteragao na ingestao

caldrica de animais tratados por duas semanas com MIRA (10mg/kg) (SILVA, 2018).
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Assim, s&o escassos o0s estudos que convergem sobre os efeitos do tratamento crénico
com MIRA tanto em modelo de animais normais quanto obesos, porém, dados sugerem
que os efeitos sobre o gasto energético podem ser decorrentes da ativagao (-3

adrenérgica nos adipocitos ocasionando aumento da lipdlise.
2.4 Oleo de peixe

Apos estudos epidemioldgicos estabelecerem relagdo sobre a baixa incidéncia
de doengas cardiovasculares nos esquimés e japoneses, e o consumo de lipideos
provenientes de peixes marinhos (DYERBERG; BANG, 1979), a ingestao dietética de
acidos graxos, de diferentes fontes e composi¢des diversas, tornou-se crescente alvo
de estudos de pesquisadores de diferentes linhas de pesquisa (DYERBERG, 1981).
Os acidos graxos sao constituintes dietéticos naturais e possuem extensas fung¢des
metabdlicas, estruturais e funcionais no corpo, tendo relevantes fungbes como fonte
energética, componente de membranas celulares e precursores de moléculas
sinalizadoras. Os beneficios por traz dos lipidios na alimentacdo humana sao
subjacentes as quantidades de acidos graxos poli-insaturados, principalmente os da
familia 6mega-3, presentes em sua composigédo (CALDER, 2011).

Os acidos graxos poliinsaturados (AGPI) com uma ligagdo dupla entre os
carbonos w-3 e w-4 (dmega-3) ou entre w-6 e w-7(6mega-6), a partir da extremidade
da cadeia com grupo metila sdo de grande importancia na dieta humana. Em animais,
os AGPI (6mega 3 e 6) s&o biossintetizados a partir de um precursor, o acido linoléico
(18: 2A%"?) e 0 4cido a-linolénico (18: 3A%'"%) (JAMES; GIBSON; CLELAND, 2000).
Os acidos linoléico e a-linolénico ndao podem ser biossintetizados pelos organismos
animais e devem ser fornecidos pelos alimentos. A partir desses precursores também
s&o produzidos outros AGPI de grande importancia no funcionamento celular: acido
eicosapentaendico (EPA ou 20: 5n-3) acido docosahexaendico (DHA ou 22: 6n-3) e
acido araquidénico (REES et al., 2006).

Os AGPI w-3 DHA e EPA sao encontrados em concentragdes mais expressivas
em lipidios de peixes e animais marinhos, especialmente aqueles procedentes de
regioes frias. Eles estdo bem documentados por diminuir o ganho de peso corporal e
acumulo de gordura concomitante com aumento do gasto energético, o que sugere que
sua ingestdo aumenta a termogénese (SAINI; KEUM, 2018). Além da complexidade de

processos biologicos em que estdo envolvidos os AG sdo moléculas bioldgicas
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onipresentes que sao usadas como combustiveis metabdlicos, como reguladores
covalentes de moléculas de sinalizagdo e componentes essenciais de membranas
celulares. Dessa forma a regulacdo é importante, tendo em vista que alguns dos
disturbios médicos mais comuns nas sociedades industrializadas sao as doencgas
cardiovasculares, hiperlipidemia, obesidade e resisténcia a insulina, caracterizadas por
niveis alterados de &cidos graxos ou metabdlitos (LORENTE-CEBRIAN et al., 2013).

Para controlar as concentragcdes de AG, 0s organismos possuem sensores
responsivos as mudancgas nos niveis disponiveis de metabdlitos de AG, o receptor
ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR) parece ser o principal regulador da
oxidacdo de AGs.Foi identificado como um receptor nuclear de vertebrado que
regula os genes envolvidos no metabolismo dos acidos graxos. Esse receptor é
altamente expresso no figado e tecido adiposo sendo integrante da superfamilia de
receptores hormonais nucleares que atuam como fatores de transcricdo ativados por
ligantes (ADEGHATE et al., 2011; HAN, 2017). Por atuarem como ligantes de uma
ampla gama de acidos graxos poli-insaturados, atuando como sensores de lipideos
importantes na manutengcdo da homeostase lipidica e na regulacdo do metabolismo
da glicose, acabam tendo papel importante sobre o metabolismo energético (LI et
al., 2010).

Por serem ativados por pequenas moléculas, os receptores nucleares sio
alvos em potencial, ndo apenas para farmacos, mas também para fatores
alimentares funcionais. Sendo assim, entre os receptores nucleares, os PPARs é um
dos alvos principais dos nutrientes que regulam os disturbios metabdlicos
(CORRALES; VIDAL; MEDINA, 2018). Apods interagirem com um ligante ocorre
translocacdao do PPAR para o nucleo, onde eles heterodimerizam-se com outro
receptor nuclear, o receptor X retindide (RXR), este complexo liga-se a elementos
especificos de resposta ao PPAR (PPREs) (Figura 5), encontrados nas
proximidades de promotores de genes responsivos ao PPAR, e contribuem para
transativar e/ou transcrever genes especificos envolvidos na inflamagao,
adipogénese, metabolismo lipidico e homeostase da glicose (MOUTINHO et al.,
2018).
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Figura 5: Acao genémica do PPARs

[ Ligantes do PPARs ]

Fonte: Adaptado de Darbre, 2015.

Atualmente sao descritos trés isotipos principais de PPAR: PPARa, PPARR
(também conhecido como PPARJS) e PPARy (CORRALES; VIDAL; MEDINA, 2018).
Estes sao ativados por diferentes compostos, o que desencadeia respostas biologicas
especificas inerentes a cada isotipo que estao distribuidos em tecidos distintos e
possuem diferengas intrinsecas em suas propriedades bioquimicas, além disso, a
expressdo dos PPARs em varios tecidos ocorre de maneira e tempo distintos em
resposta a alimentacdo, ao exercicio fisico e ao frio, por exemplo. As duas isoformas
mais relacionadas com disturbios metabdlicos sdo PPARa e PPARy (WAHLI, 2014).

O subtipo PPARa é expresso principalmente no figado e no musculo
esquelético e sua ativacao esta envolvida na resposta de privacdo, aumentando a (3-
oxidagao de acidos graxos e inibindo a utilizagao de glicose. O PPARP esta presente
no trato gastrointestinal, pele, TAM, figado, rim, pulm&o e em baixo nivel no musculo

esquelético, cérebro e outros tecidos, varios acidos graxos e eicosanoides
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funcionam como ligantes do PPARB (HONG et al., 2019). O PPARYy é expresso em
diversos tecidos como figado e musculo, mas seu papel principalmente ocorre no
tecido adiposo onde é considerado o principal regulador da diferenciagdo desse
tecido, promove lipogénese e armazenamento de lipideos, além de regular a
expressao de genes que codificam proteinas envolvidas em fungbes chave dos
adipocitos, como metabolismo dos lipideos, sensibilidade insulinica e produgao de
adipocinas (AUBOEUF et al., 1997; MICHALIK L, et al., 2006) (Figura 6).

Figura 6: Fungbes dos PPARs no metabolismo energético de varios érgaos.
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Fonte: Adaptado de Hong et al., 2019

Legenda: AG: Acido graxo; TAB= Tecido adiposo branco; TAM= Tecido adiposo marrom.

Dentre os principais ligantes dos PPARs que ocorrem naturalmente incluem
acidos graxos e seus derivados eicosanodides, especialmente 4&cidos graxos
poliinsaturados, atuam como sensores lipidicos que desempenham um papel
importante na manutengcdo da homeostase lipidica e na regulagdo do metabolismo da
glicose (balanco energético) (BURRI et al., 2011; GRYGIEL , 2014). Fato coerente
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com sua forma de regulagdo, uma vez que podem afetar a expressdo de genes
envolvidos no metabolismo de glicose e lipideos. Por meio deste mecanismo, a
homeostase celular € mantida durante periodos de alimentacido e fome, estudos com
Oleo de peixe mostraram aumento da expressao de genes de resposta PPAR, em
particular com altas doses de AGPI n-3 (AHMADIAN et al., 2013; ROLE et al., 2013).

Estudos em animais demonstraram que o 6leo de peixe reduz o acumulo de
gordura corporal, que poderia ser mediado por varios mecanismos possiveis,
incluindo a reducgao da proliferacado de células adiposas e alteragdes metabdlicas no
figado, no tecido adiposo e no intestino delgado (PUGLISI M et al., 2011; KIM et al.,
1999; KAWADA et al., 1998; KIMURA et al., 2013). A principio esses processos sao
mediante a ativacdo do receptor PPAR, porém outros mecanismos sao propostos
para o envolvimento do 6leo de peixe no gasto energético, como a indugdo da
termogénese tanto em TAM interescapular quando em TAB epididimal através da
ativacao de UCP1 independente da ativacao direta do SNS possivelmente resultado
do aumento no turnover de noradrenalina (NA) (CRESCENZO et al., 2017). A UCP1
€ ativada posteriormente a liberacdo de catecolaminas, para correlacionar os efeitos
da liberagdo de catecolaminas KIM et al. 2015, quantificaram a NA na urina de
camundongos tratados com OP. A quantidade de NA encontrada foi
significativamente aumentada pela ingestdo de OP, sendo assim, posteriormente foi
avaliado os efeitos do tratamento com OP sobre a expressao de genes marcadores
de receptores B3-adrenérgicos e UCP1 que para ambos mostrou-se aumentado,
sugerindo que a ingestdo de OP aumenta o fluxo simpatico (KIM et al., 2015).

Para além dos niveis de UCP1 também foi relatado o escurecimento o TAB
epididimal apds administracdo de OP (MAEDA, 2015; KIM et al., 2016). Além disso,
a expressao de genes marcadores de adipdcitos beges, incluindo coativador gama
de receptor ativado por proliferador de peroxissoma 1 alfa (PGC1a) carnitina
palmitoiltransferase 1 B (Cpt1b), ativador da morte celular CIDE-A (Cidea), proteina
contendo dominio PR 16 (Prdm16), e fator de crescimento de fibroblastos 21
(Fgf21), foi aumentado em TAM interescapular e TAB epididimal de camundongos
alimentados com dleo de peixe (BARGUT et al., 2016; KIM et al 2015). Além desses
o fator de transcricdo T-box 1 (Tbx1), recentemente definido como um marcador de
adipdcitos beges, foi significativamente induzido na TAB epididimal pelo dleo de
peixe (SHAN; LIANG & KUANG, 2013).
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Entre os genes seletivamente expressos no adipocito bege, destacam-se o
Tbx1 (que codifica o fator de transcrigdo T-box 1), o Slc27a1 (que codifica o
transportador de acidos graxos solute carrier Family 27) e genes que codificam
proteinas de superficie, como Cd40 e Cd137 (envolvidos na resposta imunoldgica e
inflamatoria) e Tmem26 (que codifica a proteina transmembrana 26)
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3 OBJETIVOS
3.1  Geral
. Determinar se a administragcdo do OP potencializa o efeito da estimulagdo (B3-

adrenérgica pelo agonista MIRA em ratos.

3.2 Especificos

o Determinar a melhor dose-resposta da administragdo aguda do:
= Agonista 33-adrenérgico, MIRA, sobre o consumo alimentar acumulativo de 24h.
= OP, sobre o consumo alimentar acumulativo de 24h.

o Estudar o efeito da administragdo consecutiva por 8 dias de MIRA e/ou OP sobre

= Consumo alimentar, peso corporal e adiposidade dos animais;
» Temperatura do TAM inter-escapular;

= Massa do TAB epididimal, TAM e do figado;

= Morfologia do TAB epididimal, TAM e do figado;

»  Fendtipo semelhante ao TAM em TAB;

» Regulagao da expressao de genes associados ao metabolismo energético.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados Rattus norvegicus da linhagem Wistar, machos, adultos-jovem,
provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Piaui, os protocolos foram aprovados pelo CEUA 451/18. Todos os animais foram
mantidos individualmente em condigbes experimentais controladas (temperatura: 22 + 2
°C, umidade: 40 £ 5%, ciclo claro-escuro de 12 horas, luzes acesas as 6:00 da manha)
com acesso livre a alimento e agua. A ingestdo de rag&o individual foi monitorada ao

longo de todo desenho experimental, bem como o ganho de peso corporal.

4.2 Desenho Experimental

Inicialmente, os animais foram tratados com Mira e/ou OP em diferentes doses
previamente estabelecidas (tratamento dose-resposta agudo) por via oral (V.O.) e via
intracerebroventricular (ICV), capazes de promover redugao na ingestéo de ragao e /
ou peso corporal (Figura 7). Posteriormente, foram utilizadas as doses de melhor
resposta nos demais experimentos: Para os tratamentos cronicos via oral avaliamos:
ingestao alimentar, variacdo do peso corporal, temperatura no TAM interescapular,
teste de resposta ao frio, teste de resposta ao calor, avaliacdo da atividade
locomotora, avaliacdo de resposta ao propranolol sobre o peso, consumo e
temperatura interescapular e avaliacdo da pressao arterial média, foi realizada ao final
dos protocolos de ingestao alimentar, variagao do peso corporal, temperatura no TAM
interescapular. Para os tratamentos crbnicos via intracebroventricular avaliamos a
ingestao alimentar, variagao do peso corporal, temperatura no TAM interescapular.

Ao final do protocolo crénico via oral procedeu-se a eutanasia dos animais seguida da
coleta dos tecidos para analises de RT-PCR do TABepi, e histologia do figado,
TABepi e do TAM (Figura 8).
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Figura 7: Desenho Experimental tratamento dose-resposta por gavagem e via intracerebroventricular
(ICV): Avaliagdo dos parametros, ganho de peso corporal e consumo acumulado de ragéo, apos 24 horas
da administragao de diferentes doses.
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Figura 8: Desenho Experimental tratamento crénico por gavagem e via intracerebroventricular com
duragédo de 8 dias: Avaliacao dos parametros, ganho de peso corporal, consumo de ragao acumulado e

temperatura interescapular.
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4.3 Mirabegrona e éleo de peixe (Estudo dose-resposta)

A fim de se obter a dose mais eficaz para o estudo cronico do agonista do

receptor 33-adrenérgico, mirabegrona (MIRA) (Astellas, Sdo Paulo, Brasil) e do o dleo
de peixe (OP) (fonte de AGPI, razdo 1:5 EPA / DHA; Nordic Naturals, Sao Paulo,

Brasil) (Tabela 1), foram feitos estudos dose-resposta agudos. A ingestao de alimentos

e a variagao do peso foram mensuradas ao longo do tempo 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 12

e 24 horas em ratos previamente privados de comida durante 24 horas. A MIRA foi

dissolvida em solugao salina estéril (NaCl a 0,9%) e administrada V.O. nas doses de

10,0; 20,0; e 30,0 mg/kg de peso corporal. O OP foi administrado V.O. nas doses de
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1,0; 2,0 e 3,0 g/kg de peso corporal. O grupo controle foi tratado com solugéo salina
estéril (NaCl a 0,9%) V.O. na dose de 2 g/kg do animal. A dose mais eficaz,
relacionada as redugdes de ingestdo alimentar e variagdo do peso corporal
acumulados, foi selecionada para cada agonista e utilizada no tratamento crénico
(tratamento de 8 dias), para cada dose o respectivo grupo contou com um total de 10
animais. Este protocolo experimental deu origem aos quatro grupos estudados nos
protocolos (de administragdo por via oral) posteriores, sendo eles: Grupo Salina
(solugao salina na dose de 2 g/kg do animal), Grupo OP (2g/kg), Grupo MIRA (30mg/kg)
e Grupo OP+MIRA (2g/kg de OP + 30 mg/kg de MIRA).

Tabela 1: Composi¢ao do 6leo de peixe utilizado no presente trabalho

Composicao Nutricional

Porgao 3g Quantidade por porgao
Valor energético 27 kcal=113 KJ
Carboidrato Og
Proteina Og
Gorduras totais 39
Gorduras saturadas Og
Gorduras trans Og
Gorduras monoinsaturadas 0,3¢g
Gorduras poliinsaturadas 1,89

EPA (Ac.Eicosapentaenoico) 0,3g

DHA (Ac.Docosahexaenoico) 1,59

Fibra alimentar Og

Sadio Omg
Vitamina E 6mg

Fonte: Naturalis, 2019 (Adaptado).

4.4 Avaliacao da ingestao de alimentos e do peso corporal

Apb6s a determinacado da melhor dose do 6leo de peixe (OP) e da mirabegrona
(MIRA), (tratamento dose-resposta agudo), foi avaliado a ingestao alimentar e ganho de

peso corporal durante 8 dias de tratamento V.O e ICV, que por sua vez, foi seguido da
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eutanasia dos animais para coleta dos tecidos nos quatro grupos experimentais (Salina,
OP, MIRA e OP+ MIRA), conforme desenho experimental (Figura 8). Foram utilizados
10 animais por grupo e os tecidos coletados foram utilizados para as analises de RT-
PCR (tratamento V.O), e histologia do figado, TABepi e do TAM (V.O e ICV).

4.5 Avaliagao da temperatura no TAM

A temperatura interescapular do TAM foi obtida com auxilio de camera
infravermelha (Compact-Infrared-Thermal-Imaging Camera ONE PRO FLIR, West
Malling, Kent, Reino Unido), ao longo do experimento nos tempos 2, 4, 6, 8, 24 horas e
no 8° dia de protocolo e analisada por meio de software especifico (FLIR Tools
Software). Em cada animal foi calculada a temperatura média, a partir de trés imagens,
de uma area interescapular definida (2 cm de @) (MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2017).

4.6 Tratamento intracerebroventricular (ICV)

As canulas intracerebroventriculares (ICV) foram implantadas através do
aparelho extereotaxico no ventriculo lateral sob anestesia com ketamina 100 mg/kg
intraperitoneal e xilazina 5 mg/kg intraperitoneal, como descrito anteriormente (LOPEZ
et al., 2008, 2010, WHITTLE et al., 2012, CONTRERAS et al., 2014, MARTINEZ et al.,
2014, ALVAREZ- CRESPO et al., 2016, MARTINS et al., 2016), usando as seguintes
coordenadas 1,6 mm lateral, 0,6 mm posterior, 4,5 mm de profundidade do cranio.
Durante o periodo de 72h apds a cirurgia os animais foram tratados com anti-
inflamatério cetoprofeno na dose de 2,5 mg/kg, via oral de 12h/12h. A fim de se obter a
dose mais eficaz de OP e MIRA foram feitos estudos dose-resposta agudos sob o
consumo de ragdo e o peso corporal. A MIRA foi diluida em solugcdo salina e
administrada centralmente nas doses de 1,6; 4,0; 80 e 16 pg/rato, o OP foi
administrado nas doses 0,9; 1,8; 3,7; 4,6 ug/rato e no grupo controle sera administrada
salina 1,0 pg/rato. Em seguida, foi utilizada a dose de melhor resposta nos
tratamento via ICV crénico (tratamento de 8 dias), neste foram utilizados 10 animais
por grupo, os parametros avaliados foram: paralelamente a ingestdo alimentar e o
ganho de peso corporal, € a captura das imagens térmicas nos tempos 2, 4, 6, 8, 24
horas e no 8° dia, seguido da eutanasia dos animais para coleta dos tecidos para
analise histologica do figado TABepi e do TAM.
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4.7 Coleta de amostras

Os animais dos quatro grupos experimentais (Salina, MIRA, OP e MIRA+OP) do
tratamento via oral e via intracerebroventricular foram eutanasiados por sobredose de
anestésico (Tiopental sddico - 150 mg/kg + Cloridrato de Lidocaina 10 mg/kg, via
intraperitoneal) 2 horas apds a ultima dose de tratamento para os protocolos crénicos
de 8 dias por via oral e ICV . O TAB (epididimal), o TAM e o figado foram dissecados e
fixados com 10% de paraformaldeido em solugéo salina tamponada com fosfato 0,1 M
(PBS) por imerséo até analise histoldgica. O restante da amostra do TABepi do

tratamento V.O foi congelado a -80 °C para analises RT-qPCR.
4.8 Analise histologica
4.8.1 Obtencao e processamento dos tecidos

As amostras dos diferentes tecidos figado, TAM e TABepi foram fixadas em
paraformaldeido a 4% por 24 horas. Depois de fixadas, foram entdo desidratadas
com concentracbes crescentes de etanol (70, 95 e 100%) e em seguida a
desidratagcédo, as amostras foram compensadas em banhos de xilol e mergulhadas
em parafina (Paraplast X-tra, SEM) para inclusdo. Todo o procedimento teve
duracado de 12 horas e foi executado no histotécnico (Leica®). Decorrido esse tempo,
as amostras foram montadas em blocos de parafina para realizagdo da microtomia,
de forma que foram feitos cortes de 3 ym de espessura e colocados sobre as

laminas. Técnica adaptada de Silvério et al. (2017).
4.8.2 Desparafinizagao e hidratagao

Os cortes foram colocados em estufa a 70 °C e em seguida,
desparafinizados com sucessivos banhos de xilol, hidratados em concentracbes

decrescentes de alcool (100, 95 e 70%) e lavados em agua destilada.

4.8.3 Coloragcao com Hematoxilina e Eosina (H&E)
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A coloracdo com H&E foi realizada em cestos metalicos da seguinte forma: i)
7 minutos com hematoxilina; e ii) 3 minutos com eosina. Apds 0 processo de

coloracao, as laminas foram fechadas com laminulas e seladas com resina.

4.8.4 Analise das imagens

As imagens teciduais foram obtidas com aumento de 40x em microscopio de
luz (Olympus CX41), gravadas em camera digital (Olympus SC30) e exibidas em
monitor de alta resolugdo (LG, Flatron, E2011P).

4.8.5 Analise da area dos adipodcitos

A area das goticulas lipidicas nas sec¢des do tecido adiposo foi determinada
usando o software Imaged (National Institutes of Health) de acordo com o método
descrito em Parlee et al. (2014). As areas mensuradas pertenciam a 3 laminas
histolégicas distintas e par cada ldmina foram mensurados 15 adipécitos distribuidos

centralmente na Iamina (Figura 9).
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Figura 9: Quantificagcdo da area de adipécitos (ilustrativo) através do software ImageJ
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Fonte: Prépria

4.9 Avaliagao da expressao de genes

Para a analise da influéncia da administracdo de OP e / ou MIRA sobre a
expressdo de genes relacionados ao balango energético, foi utilizada a técnica de
reagdo em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real (@ PCR - RT), cujo
procedimento foi adaptado de Norren et al (2015). Com base nos resultados de
Massa dos tecidos coletados, optamos por realizar este protocolo apenas no TABepi,
dos grupos tratados por V.O, por ter demonstrado alteragdes significativas e robustas
quando comparado aos demais. As analises de expressao génica foram realizadas no
Laboratério de Metabolismo de Lipidios no Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Universidade de Sao Paulo.

4.9.1 Extracao de RNA total
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Para isolar o RNA total do tecido adiposo branco epididimal, as amostras de
aproximadamente 15 mg, foram homogeneizadas em 1 mL solugdo de Trizol®
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Apds essa etapa, foram adicionados 0,2 mL de
cloroformio ao homogeneizado e, posteriormente realizada uma centrifugacéo a
15.100 G (4 °C, 15 minutos), para recuperagao da fase aquosa superior. A esta,
foram adicionados 500 pL de alcool isopropilico e em seguida, realizada nova
centrifugacgao (15.100 g, 4 °C, 10 minutos) para obtenc&o do precipitado. Descartou-
se o sobrenadante, ao pellet foi adicionado 1 mL de etanol 95% e realizou-se
centrifugagcdo a 10.700 g (4 °C, 5 minutos). O sobrenadante foi novamente
descartado e o procedimento de lavagem com etanol 95% foi repetido. Apds
secagem, o precipitado final, sem residuo de etanol, foi ressuspendido em 30 pL de
agua ultrapura (Sigma®). A integridade do RNA foi verificada por eletroforese, com
gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio. A leitura da concentracdo do
RNA total foi realizada em espectrofotdmetro do tipo Nanodrop (Biotek® Synergy/H1)

no comprimento de onda de 260/280 nm.

4.9.2 Reacao de transcrigao reversa

As amostras contendo 2 pg de RNA total foram adicionadas de agua ultrapura e
incubadas por 10 minutos a 65 °C para desnaturagdo. Em seguida foram submetidas
a reacao de transcricdo reversa. Para tanto, foi adicionado em cada amostra o kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Invitrogen) com o volume final de 14 pL.
As reagdes foram realizadas em ciclo unico sob as condicoes de tempo e
temperatura que seguem: i) 10 minutos a 25°C; ii) 120 minutos a 37 °C; iii) 5 minutos
a 85 °C; e iv) resfriamento a 4 °C. Por fim, as amostras de DNA complementar

(cDNA) foram armazenadas a - 20 °C.

4.9.3 Selecao dos primers

Os primers foram sintetizados pela Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific,
Foster City, CA). Para determinar a sequéncia do primer utilizou-se o Genbank
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/). Além disso, foram selecionados os
candidatos a primer de acordo com os seguintes critérios: i) comprimento entre 18 e
24 pares de bases (bp); ii) Tm entre 58 e 62 °C; iii) comprimento do produto
amplificado entre 100 e 150 bp; e iv) as sequéncias Sense e Antisense nunca devem
sair do mesmo éxon. Para determinar a especificidades do primer, as sequéncias
foram comparadas com o Genbank usando o programa Blast (disponivel em

www.ncbi.nim.gov).

4.9.4 Reagao em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real (QPCR-RT)

A expressao dos genes (Figura 17) foi quantificada por gPCR-RT em
Termociclador QuantStudio™ 12k Flex e SYBR Green como marcador de
fluorescéncia (Applied Biosystems, Foster City, CA). Para reag&o foram utilizados 2
ML de cDNA da amostra para um volume final de 10 pL. A concentracdo de cDNA foi
de 10 ng por amostra e foi utilizado um intervalo de 200-800 nM de acordo com o
primer, utilizando 5 uL do mix SYBR Green, que contém dNTP tampao de reacéo,
Taqg DNA polimerase SYBR green. A reagdo ocorreu do seguinte modo:
primeiramente, um ciclo de 50 °C por 2 minutos e 95 °C por 10 minutos; seguido de
40 ciclos de amplificagao: i) desnaturagao a 95 °C por 15 segundos, ii) anelamento a
63 °C por 60 segundos e iii) extensdo a 72 °C, por 2 minutos. Para analise dos
resultados foram calculados os valores do limiar de ciclagem (ACt) para cada gene
de interesse (ACt = Ct gene de interesse - Ct gene constitutivo). A partir de teste
inicial realizado com dois genes constitutivos, hipoxantina fosforribosiltransferase 1
(HPRT1) e proteina ribossémica L32 (RPL32) utilizou-se como normalizador aquele
que apresentou menor variabilidade entre as amostras. Os resultados foram
expressos com base na relagdo do mRNA de cada gene de interesse, relativizado

com o conteudo de mRNA do gene constitutivo selecionado (HPRT1)
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Tabela 2: Descricao dos primers utilizados nas analises de PCR-RT.

Sense
Gene N acesso Antisense Massa
TGCCCTAAGGACCCCTGAAG 140
LPL | NM_012598.2 ACATTCCTGTCACCGTCCAT
CCGAGCCAAGATGGTGAGTT 114
UCP1 | NM_012682.2 CCTTGGATCTGAAGGCGGAC
TAGCAAGGAGCCTGACTTCTG 133
ADBR3 NM_013108.2 TTCTGGAGAGTTGCGGTTCC
ACACAGACAAAACATCAGTGGG 143
PPARy | NM_013124.3 TGGTAATTTCTTGTGAAGTGCTCA

Fonte: Prépria

410 Atividade locomotora obtida em teste de campo aberto e labirinto em

cruz elevado

O Campo aberto consistiu de uma arena quadrada 60 cm de largura x 50 cm
de altura subdivido em 9 quadrantes, sendo 8 periféricas e 1 central. Os animais
receberam tratamento (VO) e apds 30 minutos da administragao foram colocados na
area central e observados por 10 minutos. Durante este periodo, foi mensurado a
atividade locomotora dos animais, o numero de levantamentos no qual o animal
ficava sob as duas patas traseiras e cada unidade de locomogao correspondeu ao
ato do animal entrar com as 4 patas em qualquer um dos quadrantes do campo
aberto no tempo estabelecido.

O labirinto em cruz elevado foi composto de 4 bragos, sendo 2 abertos e dois
fechados, arranjados de forma que os bragos do mesmo tipo ficaram em oposigao
entre si, ligados por uma area central e o aparelho foi elevado a 40 cm do chéo.
Cada animal foi submetido a uma unica sessao de cinco minutos. Os animais foram
posicionados no centro da plataforma com a face voltada para o brago aberto e foi
mensurado o tempo de permanéncia em cada um dos bragos (aberto/fechado).

4.11 Termorregulagao
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4.11.1 Estudo de adaptacao ao frio

Os animais foram mantidos por 6h a 4 °C. A temperatura corporal foi obtida com
auxilio de cémera infravermelha (Compact-Infrared-Thermal-Imaging Camera ONE
PRO FLIR, West Malling, Kent, Reino Unido) (PARDO et al., 2016; BEIROA et al.,
2014). Além disso, a temperatura interescapular do TAM foi avaliada antes da
exposicao ao frio, bem como, ao final da exposicdo. Cada animal foi mantido em sua
respectiva caixa com maravalha nova, comida e agua ad libitum, durante 6h em um
sistema de refrigeragdo de volume de 337 litros (geladeira). A cada ronda de teste
foram realizados com 6 animais (cada um em caixas individuais). A temperatura neste
sistema foi mensurada por um termémetro termografico em LCD (eLife Co., Ltd, China).
Todo o sistema de ventilacdo, exaustdo e renovagdo de ar foi controlado por um
evaporador (moto-ventilador) que esta localizado no compartimento do freezer que é
capaz de promover a circulagdo de ar entre os compartimentos do freezer e do
refrigerador. Ademais, o sistema de fluxo de ar multidirecional garante a circulagcao
uniforme do ar frio em todo o compartimento. O fluxo de volume de ar € de 600 CFM
(pés cubicos por minuto) o equivalente a 189 L/s de ar o equivalente de 509.7 m%h de

exaustao.

4.11.2 Estudo de adaptacao ao calor

Os animais foram previamente adaptados a um ambiente com temperatura média
de 30°C, foi avaliado a ingestéo alimentar e o ganho de peso corporal durante 8 dias de
tratamento. Foram utilizados 08 animais por grupo e a temperatura interescapular do
TAM foi obtida com auxilio de camera infravermelha (Compact-Infrared-Thermal-
Imaging Camera ONE PRO, FLIR, West Malling, Kent, Reino Unido), ao longo do
experimento nos tempos 2, 4, 6, 8, 24 horas e no 8° dia de protocolo e analisada por
meio de software especifico (FLIR Tools Software). Em cada animal foi calculada a
temperatura média, a partir de trés imagens, de uma area interescapular definida (2
cm de @) (MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2017).

412 Tratamento com propranolol
Os animais receberam injecao intraperitoneal de propranolol (2mg / kg). Trinta
minutos apds a injegéo, os ratos receberam uma administragdo oral de Salina, OP, MIRA
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e OP + MIRA (v.0.) e outros 4 grupos receberam apenas o tratamento padrao Salina, OP,
MIRA e OP + MIRA, sem administragéo prévia de propranolol por 8 dias com as mesmas
doses anteriormente pre-estabelecidas, neste foram utilizados 8 animais por grupo, os
parametros avaliados foram: paralelamente a ingestdo alimentar e o ganho de peso
corporal, e a captura das imagens térmicas nos tempos 2, 4, 6, 8, 24 horas e no 8° dia.

413 Medida de pressao arterial média

A presséo arterial média (PAM) foi determinada usando o método de
pletismografia de cauda (Powerlab/Adinstruments/Sidney-Australia) em ratos
conscientes. Os ratos foram acondicionados por trés dias consecutivos em um tubo
cilindrico de acrilico. No dia da medida os ratos foram pré-aquecidos a 35 + 2°C por
5 minutos e colocados em um aparelho de contencdo para medida da PAM. Para
analise dos resultados foram quantificados o valor médio de trés medidas
consecutivas estaveis, com um intervalo de tempo, entre as medidas, de
aproximadamente um minuto. A pressdo do manguito foi controlada

automaticamente e os pulsos sistélicos detectados pelo transdutor de pulso.

4.13.1 Procedimento cirurgico para canulagao da artéria e veia femorais

Ao final do periodo de tratamento e vinte quatro horas antes da realizagcédo do
protocolo experimental, os animais foram submetidos a anestesia (cetamina —
100mg/Kg e xilazina — 5mg/100g, via i.p.). Em seguida foram implantadas canulas
de polietileno (PE-10/PE-50, Intramedic, Becton Dickinson and Company, Sparks,
MD, USA) na artéria e veia femorais esquerdas, para registro da pressao arterial
pulsatii (PAM) e administragdo de drogas, respectivamente. As canulas foram

exteriorizadas no dorso e fixadas na nuca do animal.

4.14 Analise estatistica

Todos os dados foram representados como média + SEM (erro padrédo da média).

O teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para indicar se todos os

dados seguiram uma distribuicdo gaussiana. As diferengas entre os tratamentos
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foram analisadas por ANOVA one-way, seguido do teste de Dunnett para
comparacao entre tratamento e controle e para comparacdes entre tratamentos foi

utilizado teste de Tukey, P <0,05 foi considerado significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagao do peso e consumo alimentar dos animais

Com objetivo de determinar o papel do 6leo de peixe e da mirabegrona sobre
o balango energético, primeiro foi realizado um protocolo dose-resposta para avaliar
a resposta dos animais as diferentes doses administradas. De acordo com os
valores expressos nos Graficos 10A-B, observou-se que houve uma supressao do
ganho de peso e do consumo de ragdo pelos animais dos grupos oOleos de peixe,
mostrando-se para ambas as variaveis, ser mais significativo no grupo OP [2g/kg]

principalmente a partir de 4 horas apds a administragao.

Figura 10: Efeitos da administracéo via oral, por gavagem, de diferentes doses de 6leo de peixe sobre
0 peso e 0 consumo em ratos privados de alimentos durante 24 hs.
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A. Efeito dose-resposta da administragao oral de 6leo de peixe nas doses de 1.0, 2.0 e 3.0 g/kg sobre
o peso; B. Efeito dose-resposta da administragéo oral de 6leo de peixe nas doses de 1.0, 2.0, 3.0
g/kg sobre o consumo. Valores expressos como média * erro-padrdao da média, n = 9-10 animais por
grupo. * DS tratamento vs salina, onde *p<0,05, **<0,001, ***p<0,0001, pos teste Dunnett. Legenda:
OP = Oleo de peixe

Em relagcdo ao tratamento com a mirabegrona, verificou-se resultados
semelhantes, houve redugéo do ganho de peso, significativamente maior na dose 30

mg/kg e a partir de 4 horas de tratamento como mostra o Grafico 11A. Semelhante
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ao peso, a reducdo do consumo foi significativamente maior na dose 30 mg/kg,

como mostra o Grafico 11B.

Figura 11: Efeitos da administragdo via oral, por gavagem, de diferentes doses de mirabegrona sobre
0 peso e consumo em ratos privados de alimentos durante 24 hs.

A B
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=== MIRAT [10mglkg]
== MIRA2 [20mg/kg]
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A, Efeito dose-dependente da administragao oral de Mirabegrona nas doses de 10, 20, e 30 mg/kg
sobre o peso acumulado; B, Efeito dose-dependente da administragcédo oral de Mirabegrona nas
doses de 10, 20, e 30 mg/kg sobre o consumo acumulado. Valores expressos como média + erro-
padréao da média, n = 9-10 animais por grupo. * DS tratamento vs salina, onde *p<0,05, **<0,001,
***p<0,0001, pos teste Dunnett. Legenda: MIRA = Mirabegrona

Para analisar os efeitos acumulativos da adminstracdo das doses de 6leo de
peixe e de mirabegrona, bem como de seu uso combinado, os animais foram
tratados por um periodo de 8 dias, com intervalo de administragcado de 24 horas, com
as doses cujos efeitos foram mais significativos, assim para o 6leo de peixe a dose

escolhida foi 2g/kg e para mirabegrona foi 30mg/kg.
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Figura 12: Efeito da administracao via oral, por gavagem, de 6leo de peixe e/ou mirabegrona sobre
peso e soncumo acumulados em ratos tratados por 8 dias.
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A.Efeito da administragao oral de OP e/ou MIRA nas doses de 2g/kg e 30mg/kg sobre o peso
acumulado por 8 dias consecutivos. B. Efeito da administracéo oral de OP e/ou Mirabegrona nas
doses de 2g/kg e 30mg/kg sobre o consumo acumulado por 8 dias consecutivos. Valores expressos
como média + erro-padrdo da média, n = 9-10 animais por grupo. * DS tratamento vs salina, @ DS
OP vs MIRA, $ DS OP vs OP+MIRA, % DS MIRA vs OP+MIRA, onde *p<0,05, **<0,001, ***p<0,0001.
Pds teste de Tukey.

Os Graficos 12A-B nos mostra que existe efeitos acumulados de ambos os
tratamentos, com redugao significativa do ganho de peso e consumo durante os 8
dias, sendo os efeitos sobre a reducdo do peso mais acentuados. Como vimos, o
uso combinado das duas substancias reduz ainda mais o ganho de peso em todos
os dias, e do 5° ao 8° dia esse grupo teve reducdo significativamente maior do

ganho de peso e consumo em relag&o a seus tratamentos isolados (grafico 12A-B).

5.2
periférico

Avaliagao da temperatura interescapular dos animais para o tratamento

A fim de correlacionar a perda de peso com o aumento da termogénese foi
capturada fotos térmicas da regiao interescapular dos animais nos tempos 2, 4, 6, 8,
24 horas e no 8° (oitavo) dia (Figura 13). A imagem fototérmica mostra que em
todos os tempos os grupos MIRA e OP+MIRA atingiram médias de temperatura
maior que os animais dos grupos salina e OP. Nas primeiras 4 horas a média de
temperatura registrada foi mais alta para os animais do grupo MIRA (Graficos 13A-
B). Nos demais tempos as temperaturas registradas sao mais altas no grupo

OP+MIRA (Graficos 13C-D-E-F). A temperatura registrada nos animais do grupo
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OP foi menor que os grupos MIRA e OP+MIRA em todos os tempos, entretanto a

partir de 6 horas, foi significativamente maior que a média registrada no grupo
controle (Graficos 13C-D-E-F).

Figura 13: Efeito da administragao oral, por gavagem, consecutiva de 6leo de peixe e/ou mirabegrona
sobre a temperatura interescapular em ratos tratados por 8 dias.
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5.3 Parametros morfolégicos e histologicos: Tratamento periférico

A histologia do figado revelou um padrao semelhante para os quatro grupos
tratados (Figura 14A-D), apresentando seus componentes basicos, os hepatdcitos,
“‘enfileirados” e organizados em placas que se interconectam e sem apresentar
diferenca significativa da massa total para todos os tratamentos (Grafico 14E).

A figura 14 lustra a histologia tecido adiposo marrom, o0s grupos
apresentaram caracteristica padrdao do TAM, com presenga de varias pequenas
goticulas lipidicas multiloculares localizadas no citoplasma e presenga de muitas
mitocondrias (Figura 15). Visivelmente, o grupo salina, revelou goticulas de gordura
maiores e em maior quantidade que os demais tratamentos (Figura 15A).

Nao houve diferenga significativa na massa entre os grupos para a gordura marrom
(Figura 15E).

Os estoques de tecido adiposo branco epididimal dos grupos MIRA e OP +
MIRA apresentaram-se reduzidos em relagdo ao tratamento com salina (Figura
16J). Os aspectos histolégicos observados configuram-se distintos entre os grupos
tratados. Enquanto, no grupo salina, os adipdcitos obedecem a sua forma esférica
caracteristica, nucleo restrito a periferia e apresentando uma grande goticula lipidica
(Figura 16A), nos demais grupos ha redugdo da area das goticulas lipidicas em
comparagao ao grupo salina, (Figura 16l1). Além disso, a frequéncia de distribuicdo
da area dos adipdcitos segue uma ordem decrescente entre os tratamentos onde,
para o grupo salina, a maior parte esta entre 1400 e 2000 um? (Figura 16E), para o
grupo OP, a frequéncia € maior entre 700 e 1200 ym? (Figura 16F), para o grupo
MIRA, esta entre 800 um? (Figura 16G), e para o grupo OP+MIRA esta entre 600 e
900 uym? (Figura 16H).

Figura 14: Caracteristicas histoldgicas e avaliagado dos estoques do figado dos animais apds 8 dias
de tratamento por gavagem. Coloragdo com hematoxilina e eosina.
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**<0,001, ***p<0,0001, pos teste Dunnett.
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Figura 15: Caracteristicas histoldgicas e avaliagdo dos estoques do tecido adiposo marrom dos
animais apos 8 dias de tratamento por gavagem. Coloragdo com hematoxilina e eosina.
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A.Grupo salina, B. Grupo 6leo de peixe, C. Grupo mirabegrona, D. Grupo 6leo de peixe +
mirabegrona. E. Peso do TAM para os diferentes tratamentos. Valores expressos como média + erro-
padrdo da média, n = 9-10 animais por grupo. * DS tratamento vs salina, onde *p<0,05, **<0,001,
***p<0,0001, Pds teste de Dunnett.
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Figura 16: Caracteristicas histologicas e avaliagao dos estoques do tecido adiposo branco epididimal

dos animais apds 8 dias de tratamento por gavagem. Coloragdo com hematoxilina e eosina.
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A.Grupo salina, B. Grupo 6leo de peixe, C. Grupo mirabegrona, D. Grupo 6leo de peixe +
mirabegrona. E. Frequéncia adipdcitos grupo salina, F. Frequéncia adipdcitos grupo OP, G.
Frequéncia adipécitos grupo MIRA, H. Frequéncia adipdcitos grupo OP + MIRA, I. Area dos

adipdcitos, J. Peso do TABepi para os diferentes tratamentos. Valores expressos como média + erro-
padrao da média, n = 9-10 animais por grupo. * DS tratamento vs salina, onde *p<0,05, **<0,001,
***n<0,0001, pos teste Dunnett. Legenda: TABepi = Tecido adiposo marrom epididimal

Para entender melhor os mecanismos moleculares responsaveis pela redugao
da massa de TABepi tal qual a reducao da area dos adipocitos apds o tratamento,
foi analisado o perfil de expressédo de genes envolvidos no metabolismo lipidico. Nos
animais, a expressdao do gene envolvido na lipogénese (LPL), estava
significativamente aumentada no grupo OP+MIRA em relagdo aos demais
tratamentos (Figura 17A). O PPARYy, um dos principais reguladores da homeostase
de lipideos, demonstrou-se reduzido em todos os tratamentos quando comparado ao
grupo controle, sendo esta redugao maior para o grupo OP+MIRA (Figura 17B). Os
genes do receptor beta-adrenérgico ADRB3 e o gene para UCP1, de forma
semelhante, mostram padrdao de expressao elevado para o tratamento OP+MIRA
(Figura 17C-D) significativamente maior em relagdo aos demais tratamentos

isolados.

5.4 Analise de expressao génica no Tecido adiposo branco epididimal
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Figura 17: Expressao génica do tecido adiposo branco epididimal.
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A. Expresséo génica de LPL, B. Expressao génica de PPARYy, C. Expressao génica de ADBR3, D.
Expresséo génica de UCP1, E. Expressao génica de LPL. Valores expressos como média + erro-
padrao da média, n = 3-4 animais por grupo. * DS tratamento vs salina, @ DS OP vs MIRA, $ DS

OP vs OP+MIRA, % DS MIRA vs OP+MIRA, onde *p<0,05, **<0,001, ***p<0,0001. Pos teste
Tukey. n = 3-4 animais por grupo. Legenda: UA = unidade arbitraria; UCP1 = proteina
desacopladora 1; PPARYy receptor ativado por proliferador de peroxissoma gamma; ADBR3 =
receptor B3-adrenérgico; LPL = lipase lipoproteica.
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5.5 Avaliagao do peso e consumo alimentar dos animais tratados via
intracerebroventricular (ICV)

Tendo em vista que a via de administracao pode influenciar a seletividade de
um medicamento ou nutriente os animais receberam os mesmos tratamentos via
central, por administracdo intracerebroventricular e foram obtidos resultados
semelhantes ao tratamento periférico. Para o 6leo de peixe a reducdo do peso
acumulado ocorreu com significancia a partir de 6 horas do tratamento e foi maior
em todos os tempos para o grupo 3,7 ug/rato, ja em relagdo ao consumo esse grupo
apresentou reducdo significativa apenas no tempo de 24 horas, outro grupo que

apresentou redugao no consumo foi 4,6 pg/rato (Figura 17A-B).

Figura 18: Efeitos da administracao central, via intracerebroventricular, de diferentes doses de éleo de
peixe sobre o peso e consumo acumulados em ratos privados de alimentos durante 24 hs.
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A, Efeito dose-dependente da administragao central de 6leo de peixe nas dose de 0.9, 1.8, 3.7 e 4.6
pg/rato sobre o peso acumulado; B, Efeito dose-dependente da administragéo central de 6leo de
peixe nas dose de 0.9, 1.8, 3.7 e 4.6 yg/rato sobre o consumo acumulado. Valores expressos como
média + erro-padrdo da média, n = 4-5 animais por grupo. Pds teste de Dunnett * DS tratamento vs
salina, onde *p<0,05, **<0,001, ***p<0,0001. Legenda: OP=0leo de peixe

Com o tratamento mirabegrona também houve reducao significativa do ganho
de peso para o grupo 8 ug/rato ao tempos 4-24 horas (grafico 18A), esses mesmos
grupos similarmente apresentaram redug¢do no consumo de ragao quando
comparado com o grupo controle e com os demais grupos entre os tempos 6 e 24

horas (grafico 18B) apds a administragéo do tratamento.
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Figura 18. Efeitos da administracao central, via intracerebroventricular, de diferentes doses de
mirabegrona sobre o peso e consumo acumulados em ratos privados de alimentos durante 24 horas.
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A. Efeito dose-dependente da administragcéo oral de Mirabegrona nas doses de 1.6, 4.0, 8.0 e 16.0
pg/rato sobre o peso acumulado; B. Efeito dose-dependente da administragcao oral de Mirabegrona
nas doses de 1.6, 4.0, 8.0 e 16.0 pg/rato sobre o consumo acumulado. Valores expressos como
média + erro-padrdo da média, n = 4-5 animais por grupo. Pds teste de Dunnett * DS tratamento vs
salina, onde *p<0,05, **<0,001, ***p<0,0001. Legenda: MIRA=mirabegrona

Assim como no tratamento periférico, para o tratamento central também é
importante destacar os efeitos acumulativos da adminstragcdo das doses de oleo de
peixe e de mirabegrona, bem como de seu uso combinado, os animais foram
tratados por um periodo de 8 dias, com intervalo de administragao de 24 horas, com
as doses cujos efeitos foram mais significativos, assim para o 6leo de peixe a dose
escolhida foi 3,7 pg/rato e para mirabegrona foi 8 pg/rato, por mais que a redugao do
peso tenha sido significativa para o grupo 16 pg/rato, houve 6bito neste mesmo, o
qgue nos levou a optar pelo tratamento continuo com o grupo 8 ug/rato. Em relagéo
ao tratamento continuo, no 4°dia os grupos MIRA e OP+MIRA reduziram o peso
significativamente em relagdo aos demais grupos, do 5-8° dia todos os grupos
reduziram o ganho de peso em relagdo ao grupo controle, e nao foi observado
reducao significativa entre os trés grupos tratados. Em relagédo ao consumo, a partir
do 3° dia todos os grupos apresentaram redugado significativa em relacdo ao
controle, e no 7° e 8° dia os grupos OP e OP+MIRA tem redugédo significativa em

relacdo ao grupo MIRA (grafico 19A-B).
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Figura 19: Efeito da administragdo central, via intracerebroventricular, consecutiva de 6leo de peixe
e/ou mirabegrona reduz o ganho de peso corporal em ratos tratados por 8 dias.
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A. Efeito da administracdo oral de 6leo de peixe e/ou mirabegrona nas dose de 3,7ug/rato e 8ug/rato
por 8 dias consecutivos sobreo o peso acumulado. B. Efeito da administragcdo oral de 6leo de peixe
e/ou mirabegrona nas dose de 3,7ug/rato e 8ug/rato por 8 dias consecutivos sobreo o consumo
acumulado. . Valores expressos como média £ erro-padrao da media, n = 9-10 animais por grupo.
Pos teste de Tykey. * DS tratamento vs salina, @ DS OP vs MIRA, $ DS OP vs OP+MIRA, % DS
MIRA vs OP+MIRA, onde *p<0,05, **<0,001, ***p<0,0001.

5.6 Avaliagao da temperatura interescapular dos animais tratados via

intracerebroventricular

Dados resultados positivos, com redu¢do do ganho de peso e consumo,
foram capturadas fotos térmicas da regiéo interescapular dos animais nos tempos
2,4,6, 8, 24 e no 8° dia, a fim de estabelecer uma relacao entre o aumento de
temperatura e o tratamento proposto. De modo semelhante ao tratamento
periférico, os grupos MIRA e OP+MIRA apresentaram temperatura superior aos
demais tratamentos em todos os tempos avaliados (figura 20), estes dois grupos
mostram médias de temperatura bastante préximas e apenas nos tempo 4-6
horas a temperatura do grupo MIRA ultrapassou os valores obtidos no grupo
OP+MIRA (grafico 20B-C). A temperatura do grupo OP foi inferior a dos demais

tratamentos, porém maior que o grupo salina.

Figura 20: Efeito da administragdo central, via intracerebroventricular, consecutiva de 6leo de peixe
e/ou mirabegrona sobre a temperatura interescapular em ratos tratados por 8 dias.
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5.7 Parametros morfolégicos e histolégicos: Tratamento
intracerebroventricular (ICV)

A figura 20 ilustra a histologia do figado, onde todos os grupos demonstram
semelhangas na apresentagdo de seus componentes basicos, os hepatdcitos,
“enfileirados” e organizados em placas que se interconectam. Ndo houve diferenca
significativa de peso do figado entre os grupos tratados, (Grafico 21-E).

A histologia do tecido adiposo marrom (Figura 22) para os diferentes
tratamentos (Salina, OP, MIRA e OP + MIRA) apresentou caracteristica padréo do
tecido com presenga de varias pequenas goticulas lipidicas multiloculares
localizadas no citoplasma e a presenga de muitas mitocondrias. Os grupos, salina e
OP, apresentaram goticulas de gordura visivelmente maiores em relagdo aos
demais tratamentos e em maior quantidade (Figura 22 A-B). Ndo houve diferenca
significativa de peso do TAM entre os grupos tratados, (Grafico 22 E).

Os estoques de tecido adiposo branco epididimal dos grupos MIRA e OP +
MIRA apresentaram-se reduzidos em relagcdo ao tratamento com salina (Figura
23J). Os aspectos histologicos observados configuram-se distintos entre os grupos
tratados. Enquanto, no grupo salina, os adipdcitos obedecem a sua forma esférica
caracteristica, nucleo restrito & periferia e apresentando uma grande goticula lipidica
(Figura 23A), nos demais grupos ha redugdo da area das goticulas lipidicas em
comparagao ao grupo salina, (Figura 23l). Além disso, a frequéncia de distribuicdo
da area dos adipdcitos segue uma ordem decrescente entre os tratamentos onde,
para o grupo salina, a maior parte esta entre 1250 e 2750 um? (Figura 23E), para o
grupo OP, a frequéncia € maior entre 500 e 1000 ym? (Figura 23F), para o grupo
MIRA, esta entre 400 e 800 ym? (Figura 23G), e para o grupo OP+MIRA esta entre
400 e 800um? (Figura 23H).

Figura 21: Caracteristicas histolégicas do figado dos animais apés 8 dias de tratamento via
intracerebroventricular. Coloragdo com hematoxilina e eosina.
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A. Grupo salina, B. Grupo 6leo de peixe, C. Grupo mirabegrona, D. Grupo 6leo de peixe +
mirabegrona. E. Avaliagdo dos estoques de Figado no protocolo de 8 dias. . Valores expressos como
média + erro-padrdo da média, n = 9-10 animais por grupo. Pds teste de Dunnett.

Figura 22: Caracteristicas histolégicas do tecido adiposo marrom dos animais apés 8 dias de
tratamento via intracerebroventricular. Coloragdo com hematoxilina e eosina.
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Figura 23: Caracteristicas histologicas e avaliagao dos estoques do tecido adiposo branco epididimal
dos animais apos 8 dias de tratamento via intracerebroventricular. Coloragdo com hematoxilina e
eosina
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A. Grupo salina, B. Grupo 6leo de peixe, C. Grupo mirabegrona, D. Grupo 6éleo de peixe +
mirabegrona. E. Frequéncia adipdcitos grupo salina, F. Frequéncia adipocitos grupo OP, G.
Frequéncia adipdcitos grupo MIRA, H. Frequéncia adipdcitos grupo OP + MIRA, I. Area dos

adipécitos, J. Peso do TABepi para os diferentes tratamentos. Valores expressos como média * erro-
padrao da média, n = 4-5 animais por grupo. Pos teste de Dunnett. * DS tratamento vs salina, onde
*p<0,05, **<0,001, ***p<0,0001. Legenda: TABepi=Tecido adiposo branco epididimal.

5.8 Avaliagao da atividade locomotora: Teste de campo aberto e labirinto em

cruz elevado

A fim de observar a hiperatividade dos animais, em resposta ao tratamento,
os mesmos foram avaliados quando expostos a um ambiente com contexto neutro
(campo aberto) ou quando expostos a um ambiente ameagador (labirinto em cruz
elevado). No campo aberto foi contada a quantidade de cruzamentos entre um
quadrante e outro, a contagem foi a partir da movimentacdo de 3 ou 4 patas do
animal para um quadrante distinto, e 0 niumero de vezes que o animal ficava em pé
sobre suas 2 patas traseiras (levantamento). A mobilidade dos animais do grupo
MIRA e OP+MIRA, tanto para cruzamento quando para levantamento, aumenta
significativamente em relagdo aos outros grupos, ja entre os grupos controle e 6leo
de peixe ndo ha diferenga significativa (Figura 24A-B).

O teste labirinto em cruz elevado demonstra a relagao de conflito entre a
tendéncia natural de explorar um novo ambiente e sua relutdncia em se expor em
territério aberto no qual o risco de quedas e predadores é maior, nesse sentido

comparamos o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados dos animais,
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como consequéncia, podemos analisar a atividade motora dos animais para
desenvolver a mesma tarefa. Os graficos 24C-D demostram que o tempo de
permanéncia dos animais foi maior no brago aberto, e que ndo houve diferenca

significativa de permanéncia entre os grupos nos bragos abertos e fechados.

Figura 24: Efeito da administragao oral de dleo de peixe e/ou mirabegrona sobre a atividade
locomotora avaliada em animais.
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A, Atividade horizontal em campo aberto avaliando o numero de cruzamentos entra os quadrantes B,
Atividade horizontal em campo aberto avaliando o numero de levantamentos sobre as patas trazeiras
dos animais C, Atividade locomotora em labirinto em cruz elevado (tempo brago aberto). D, Atividade
locomotora em labirinto em cruz elevado (tempo brago fechado). Valores expressos como média +
erro-padrao da média, n = 9-10 animais por grupo. Pds teste de Tukey. * DS tratamento vs salina, @
DS OP vs MIRA, $ DS OP vs OP+MIRA, % DS MIRA vs OP+MIRA, onde *p<0,05, **<0,001,
***p<0,0001.

5.9 Influéncia da temperatura ambiente sobre as respostas metabodlicas

Considerando que fatores ambientais como, por exemplo, as temperaturas,

influenciam o comportamento, estresse e bem-estar, bem como as adaptacdes
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sofridas pelas espécies vivas, avaliou-se as variagbes de temperatura produzidas
pelos animais fora da sua zona de conforto térmico, ou seja, quando expostos ao frio
(4-10°C) ou quando expostos ao calor (27-30°C). O protocolo seguiu-se com
exposi¢cao em um periodo de 6 horas, em relagdo ao peso e consumo durante esse
periodo, n&do houve variagdes significativas, com exceg¢do do peso dos animais do
grupo MIRA em relagdo ao grupo salina (Figura 25). Foram registradas fotos da
regido interescapular dos animais antes da exposi¢cdo ao frio (40 min apds o
tratamento), os grupos MIRA e OP+MIRA tiveram temperaturas significativamente
maiores que os grupos salina e OP (Figura 25C), de modo semelhante apds o
periodo de exposi¢ao, os grupos MIRA e OP+MIRA tiveram temperaturas maiores
em relagcdo aos demais tratamentos (Figura 25D). Os grupos, salina, OP e
OP+MIRA mantiveram temperaturas semelhantes antes e apds a exposigao ja o
grupo MIRA apresentou suas temperaturas aumentadas. No protocolo de exposigéo
ao calor (Figura 26) os animais foram previamente adaptados ao ambiente e nos
parametros observados o grupo associado OP+MIRA houve redugdo no ganho de
peso corporal e do consumo de ragdo significativamente menor em relagdo aos
outros grupos (Grafico 26A-B). A partir de 6 horas o grupo OP aumentou sua
temperatura siginificativamente em relagcdo ao grupo salina (Grafico 26E-H) entre 2
e 6 horas o grupo MIRA manteve sua temperatura significativamente maior que os
outros grupos (Grafico 26C-D-E), ja em 24 horas e no 8° dia a associagao entre
OP+MIRA teve temperatura significativamente maior que os demais grupos (Grafico
26G-H).



68

Figura 25: Efeito da exposi¢éo ao frio sobre a termorregulagao produzidas por animais expostos por
um tempo de 6 horas ao frio intenso.
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Figura 26: Efeito da exposigédo ao calor sobre peso, consumo e termorregulagéo produzidas por
animais expostos por um periodo de 8 dias ao calor excessivo.
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grupo. Pos teste de Tukey. * DS tratamento vs salina, @ DS OP vs MIRA, $ DS OP vs OP+MIRA, %
DS MIRA vs OP+MIRA, onde *p<0,05, **<0,001, ***p<0,0001.

5.10 Avaliagdao da administragdo da Mirabegrona e/ou Oleo de peixe em
associagao com o propranolol sobre o ganho de peso corporal e consumo de
ragao

A termogénese em TAM e TAB é regulada principalmente pelo sistema
nervoso simpatico, os agentes bloqueadores desse sistema sao farmacos capazes
de inibir a transmissao adrenérgica, em qualquer ponto, desde o sistema nervoso
central até a célula efetora encontrada na periferia. Esses compostos podem ser
classificados de acordo com o local onde ocorre a inibicdo do sistema simpatico.
Sendo assim, existem compostos que agem essencialmente no SNC, os agonistas
dos receptores alfa-2, os bloqueadores dos receptores adrenérgicos nos ganglios
(ganglioplérgicos) e neurbnios pds-ganglionares, os que bloqueiam o fluxo simpatico
na periferia, e finalmente os antagonistas dos receptores beta, que agem tanto no
SNC como na periferia.

O propranolol € o protétipo da classe dos beta-bloqueadores e é inespecifico
para os subtipos de receptores beta. Sendo assim em um primeiro momento
buscamos avaliar a influéncia do sistema simpatico no tratamento com OP e MIRA
atravez do bloqueio utilizando essa droga. Os resultados para o ganho de peso e
consumo acumulado demonstraram que propranolol administrado sistematicamente
reduz a resposta @ MIRA e a associacdo OP + MIRA (Grafico 27C-D) e (Grafico
28C-D) porém nao demonstrou interferir no efeito do tratamento com salina e OP
(Grafico 27A-B) e (Grafico 28A-B)
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Figura 27: Efeito da administragdo da mirabegrona e/ou do éleo de peixe associado ao propranolol
sobre 0 ganho de peso corporal acumulado em animais tratados por um periodo de 8 dias.
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A. Efeito da administragéo oral de salina (2g/kg) em relagéo a sua associagdo com propranolol
(2mg/kg) administrado via intraperitoneal. B. Efeito da administragédo oral de OP (2g/kg) em relagao a
sua associagdao com propranolol (2mg/kg). C. Efeito da administragédo oral de MIRA (30 mg/kg) em
relagéo a sua associagdo com propranolol (2mg/kg. D. Efeito da administracao oral de salina (2g/kg)
em relacdo a sua associagdo com OP+MIRA (2mg/kg). Valores expressos como média + erro-padrao
da média, n = 7-8 animais por grupo. Pés teste de Dunnett. * DS tratamento vs salina, onde *p<0,05,
**<0,001, ***p<0,000.
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Figura 28: Efeito da administracdo da mirabegrona e/ou do éleo de peixe associado ao propranolol
sobre 0 ganho de consumo acumulado em animais tratados por um periodo de 8 dias.
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A. Efeito da administragcéo oral de salina (2g/kg) em relagéo a sua associagdo com propranolol
(2mg/kg) administrado via intraperitoneal. B. Efeito da administragédo oral de OP (2g/kg) em relagao a
sua associagdao com propranolol (2mg/kg). C. Efeito da administragédo oral de MIRA (30 mg/kg) em
relagdo a sua associagao com propranolol (2mg/kg. D. Efeito da administragcéo oral de salina (2g/kg)
em relacdo a sua associagdo com OP+MIRA (2mg/kg). Valores expressos como média + erro-padrao
da média, n = 7-8 animais por grupo. Pés teste de Dunnett. * DS tratamento vs salina, onde *p<0,05,
**<0,001, ***p<0,000.

Para estudar a influéncia do propranolol sobre a termogénese facultativa foi
capturada fotos térmicas da regiao interescapular dos animais nos tempos 2, 4, 6, 8,
24 horas e no 8° (oitavo) dia (Figura 29), em todos os tempos foi possivel observar a
inibicdo dos efeitos do tratamento com MIRA e OP+ MIRA ao ser administrado

juntamente com o propranolol, pois ha significativa redugdo da temperatura
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interescapular registrada em relacdo aos tratamentos isolados. Para os grupos

salina e OP nado foi observado diferengas significativas quando administradas

juntamente com o propranolol.

Figura 29: Efeito da administragao intraperitoneal de propranolol sobre as alteragdes na temperatura
interescapular induzida pelo tratamento com OP e / ou MIRA.
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Valores expressos como média * erro-padrao da média, n = 7-8 animais por grupo. Pos teste de
Tukey. * DS tratamento vs salina, onde *p<0,05, **<0,001, ***p<0,000.* DS salina vs salina + PROP,
@ DS OP vs OP+PROP, # DS MIRA vs MIRA + PROP, $ DS OP+MIRA vs OP+MIRA + PROP, onde

*p<0,05, **<0,001, ***p<0,0001

5.11 Avaliagao da pressao arterial média

Figura 30: Presséao arterial média, por medida indireta, dos quatro grupos tratados e os respectivos
valores apés tratamento com o -bloqueador (propranolol).
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Valores expressos como média * erro-padrao da média, n = 3-4 animais por grupo. Pos teste de
Dunnett. * DS tratamento vs salina, onde *p<0,05, **<0,001, ***p<0,000.* DS tratamento vs salina,
onde *p<0,05, **<0,001, ***p<0,000.

Com o objetivo de avaliar os efeitos dos tratamentos com OP e MIRA, sobre a
presséao arterial média, foi realizado protocolo de plestimografia de calda apds 8 dias
de tratamento por gavagem (Salina, OP, MIRA e OP+MIRA), com isso foi constatado
a inexisténcia de diferencga significativa entre os valores de pressao arterial média

dos diferentes grupos (Figura 30A).
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6 DISCUSSAO

Nesse estudo foi avaliado a associagao entre oleo de peixe, que contém
ligantes do PPAR, e a mirabegrona, um agonista pleno dos receptores [(3-
adrenérgicos, sobre o balango energético. Os principais resultados apontam para um
sinergismo n&o competitivo, no qual as duas substancias estimulam receptores
distintos, mas que contribuem para um mesmo efeito. A administragdo crbnica por
via oral revelou que a associagcdo do tratamento com OP + MIRA foi capaz de
reduzir o ganho de peso corporal, o consumo de ragdo acumulado e elevar a
temperatura interescapular dos animais de forma significativa em relagdo a seus
tratamentos isolados. Ainda para este tratamento observou-se aumento significativo
da expressao de receptores (-3 adrenérgicos, UCP1 e LPL no tecido adiposo
epididimal e reducado do fator adipogénico PPARy. O tratamento cronico de OP +
MIRA por via intracerebroventricular foi capaz de promover reducgéo significativa no
consumo de ragédo e aumento significativo da temperatura interescapular em relagéo
aos tratamentos OP e MIRA isolados.

No estudo dose-resposta para o tratamento por via oral, as doses de 2.0 g/kg
de OP e 30mg/kg de MIRA, foram capazes de promover redugao significativamente
maior do ganho de peso corporal e consumo de ragdo acumulado em relagdo ao
tratamento com salina. Ao longo dos 8 dias de tratamento foi observado redug¢ao do
ganho peso corporal e consumo acumulado dos grupos OP, MIRA e OP+MIRA em
relagdo ao grupo salina, do mesmo modo o grupo de tratamento associado
(OP+MIRA) teve reducéo significativamente maior que seus tratamentos isolados.
As alteragbes de peso promovem remodelamento na morfologia e fungdo dos
adipdcitos brancos, podendo expandir o tamanho do adipdcito (hipertrofia) e o
numero de adipdcitos (hiperplasia) para armazenar um excedente de energia
(PARLEE S.D., et al., 2014). No entanto o TAB pode ser remodelado sob varias
condigdes fisiologicas, farmacoldgicas e nutricionais e expressar um fendtipo mais
oxidativo semelhante ao TAM, incluindo a presenga de UCP1 (LEE, MOTTILLO e
GRANNEMAN, 2014).

O tratamento por via oral com MIRA e OP+MIRA apresentou reducdo da
massa total de tecido adiposo branco significativamente maior que o grupo salina e
convenientemente redugao significativamente maior, para os trés tratamentos em

relacdo ao grupo salina, da area média dos adipdcitos. A frequéncia de distribuigao



77

da area dos adipdcitos do grupo salina foi maior entre 1400-2600 ym?, em relagéo
aos demais tratamentos, onde para o OP a maior frequéncia estava entre 700-1200
pm?, para a MIRA a maior frequéncia estava entre 800 um? e para o tratamento
OP+MIRA a maior frequéncia estava entre 600-900 um?. Esses dados sugerem que,
a reducao do ganho de peso corporal, consumo de ragdo, massa gordura epididimal
bem como da area dos adipécitos, podem ser decorrentes do aumento da lipase
lipoprotéica (LPL), a qual demonstrou-se significativamente aumentada no grupo
OP+MIRA, a LPL recruta os lipidios necessarios para a combustdao mitocondrial nos
adipocitos (GOMEZ, CALVO, OBREGON, 2008), sugerindo que a LPL poderia
contribuir para o aumento do gasto energético ou mobilizagao lipidica em nosso
modelo. A lipdlise, tal qual a termogénese facultativa, € controlada pela sinalizagao
adrenérgica (HAMPTON, MELVIN and ANDREWS, 2013). O gene do receptor
ADRB3 apresentou padrédo de expressdo significativamente aumentado para o
tratamento OP+MIRA em relacdo aos demais tratamentos. A ativacido desses
receptores, que estdo acoplados a proteina Gs estimulatéria, resulta em elevacao
dos niveis de cAMP intracelular e ativacado da proteina cinase dependente de cAMP
(PKA), esta é responsavel pela expressdo de UCP1 em adipdcitos (COLLINS,
SHNAIDMAN and WANG, 2010), desse modo o aumento da expressdo de ADRB3
no tratamento OP+MIRA foi capaz de aumentar a transcricdo do gene UCP1 de
forma semelhante para este tratamento.

O adipécito integra informagbes importantes sobre as necessidades
metabdlicas, a fim de equilibrar armazenamento e gasto de energia (HAN et al.,
2017), durante a sinalizagdo B-3 adrenérgica aumentada, ha amplificagdo de cAMP
e consequentemente de PKA e AMPK, o que gera um ambiente favoravel a
expressdo de UCP1 que através da disponibilizagdo de acidos graxos pela LPL,
desloca este equilibrio para um ambiente favoravel a termogénese adaptativa
(ROBIDOUX et al., 2005). O AMPK modula o metabolismo lipidico, promovendo
oxidagdo de acidos graxos, reduzindo o acumulo de lipideos e inibindo a
diferenciagcdo de adipdcitos, isso ocorre mediante modulagdo negativa de fatores
adipogénicos criticos, como o PPARYy, que regulam a diferenciacdo e modificam a
morfologia de adipécitos (SEO et al., 2015; JIANG et al., 2019).

Entre as isoformas existentes, o PPARYy é principalmente ativado por AG livre
e expresso predominantemente no tecido adiposo (SIKDER et al., 2018). O aumento

da sua expressdo esta relacionada a um maior acumulo de lipideos, sendo um
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regulador primario da adipogénese, um processo pelo qual os pré-adipécitos
precursores se diferenciam em adipdcitos totalmente maduros, durante esse
processo os pré-adipdocitos sofrem uma parada no crescimento e iniciam o acumulo
de lipideos (MARFELLA et al., 2009; CRISTANCHO and LAZAR, 2011; HAN et al.,
2017). Sua expressdao aumentada ocorre quando ha aumento da massa adiposa,
obesidade, resisténcia a insulina e graus variados de esteatose (KRISHNAN et al.,
2009). De fato a expressdo de PPARYy estava significativamente reduzida nos trés
tratamentos comparado ao grupo salina, o que pode estar relacionado a redugao da
adiposidade, tendo em vista a redugdo da massa da gordura epididimal bem como
do peso corporal acumulado, que pode ser atribuida ao aumento da dissipacédo de
energia.

O tratamento isolado com OP nao foi capaz de promover redugao significativa
da massa de tecido adiposo, porém promoveu reducdo da area dos adipécitos em
relagdo ao tratamento com salina. O 6leo de peixe rico em AGPI n-3 é capaz de
reduzir a proteina MIx, um coativador hetero dimérico da proteina de ligagcdo a
elementos responsivos a carboidratos (ChREBP) no figado de ratos, e também
suprimem a atividade do fator de transcrigdo de ligacdo ao elemento regulador de
esterol 1(SREBP1c) ambos sdo fatores de transcricdo que induz genes para a
lipogénese de novo em resposta ao aumento de glicose e insulina respectivamente
(DENTIN et al., 2005; Jump D.B, 2008), além de ser um ligante do PPARYy,
resultando em captacdo de lipideos séricos e regulacdo da expressdo de genes
envolvidos no processo de oxidagao lipidica e aumento da biogénese mitocondrial o
que resulta em adipogénese e aumento do gasto energético (LAPLANTE et al.,
2007; LEE, MOTTILLO e GRANNEMAN, 2014). Curiosamente a expressdo de
PPARy estava reduzida no tratamento com OP, isso pode ser resultado de um
ajuste neuroendocrino mediante redugcdo da area dos adipécitos do TABepi dos
animais tratados com OP resultado de um aumento da -oxidacdo por ativagao de
PPARaq, tanto isolado como em associacao com MIRA.

E relatado que o dleo de peixe atua na expresséo de outros reguladores da
termogénese, como o gene ativador da morte celular CIDE-A (Cidea), proliferador de
peroxissoma - receptor ativado coativador gama 1 alfa (Pgc1a) e dominio PR -
contendo 16 (Prdm16) (KIM et al., 2016). PPARa é altamente expresso em TAM e
participa da expressao do gene Prdm16 o que estimula a biogénese mitocondrial, e

sua expressao e atividade aumentada fornecem uma densidade muito alta de
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mitocdndrias que sao encontradas em células de gordura marrom e bege
(HONDARES et al., 2011). Além disso, a delecdo de Prdm16 de TAB resulta em
perda de habilidade de “escurecimento” nos depdsitos subcutaneos apds injecéo de
um agonista 3-adrenérgico (SEALE, 2008; SPIEGELMAN, 2010). Apesar da origem
embriologica distinta do TAM e TAB, pode haver expressdo de quantidades n&o
insignificantes de UCP1 em depdsitos de TAB, seja em resposta a estimulagédo [3-
adrenérgica ou em resposta a estimulagao por agonistas PPARs. A base para essa
expressdo “ectopica” distinta € a presenca de quantidades relevantes do gene
Prdm16 no TAB subcutaneo, e de forma menos expressiva no epididimal (SEALE et
al., 2008; SEALE P. et al., 201; SUZUKI et al.,2000).

Ahmadian H. et al.,, 2013 presumiram que embora os agonistas PPARa
induzam a expressao de um “programa genético” termogénico no TAB, o tratamento
com seus agonistas plenos, as tiazolidinediona (TZD) favoregam o surgimento de
células bege associada a um aumento do consumo de oxigénio (indicador de
termogénese) o que seria potencializado diante da estimulagdo B3-adrenérgica em
tratamento duplo com o agonista PPARa. Semelhante aos dados obtidos, a
administracdo de OP foi capaz de, quando administrado em associacdo com a
MIRA, promover redugdo do ganho de peso e consumo e aumento da temperatura
interescapular, significativamente maior que quando administrado isoladamente,
além de regular positivamente a expressao de genes relacionados a termogénese
facultativa. A intervencdo dietética € uma abordagem considerada segura para
modular a termogénese nos tecidos marrom/bege em comparagdo com a ativagao
direcionada do receptor [(3-adrenérgico, pois, intervengdes farmacoldgicas
aumentam o risco de efeitos colaterais (TANIA et al., 2016).

A seletividade da membrana hematoencefdlica pode impedir que muitos
farmacos administrados sistemicamente alcancem niveis terapéuticos no SNC e
exercam seus efeitos através da ativagao direta de receptores centrais (SLAVC et
al., 2018). A via intracerebroventricular (ICV) permitiu a administragcdo das
substancias em estudo no terceiro ventriculo cerebral, nesse protocolo demostrou-se
que a administragdo cronica por 8 dias de OP e MIRA reduziu o ganho de peso
corporal e o consumo de ragdo acumulado e promoveu aumento da temperatura
interescapular dos animais em relacdo ao grupo salina, e quando administrado
associado (OP+MIRA) houve menor consumo de ragdo acumulado em relagédo a
seus tratamentos isolados. Além disso os tratamentos com MIRA e OP+MIRA
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apresentaram redugdo da massa total de tecido adiposo branco significativamente
maior que o grupo salina acompanhada de redugao significativamente maior, para
os trés tratamentos em relagdo ao grupo salina, da area média dos adipdcitos. A
frequéncia de distribuicdo da area dos adipécitos do grupo salina foi maior entre
1250-2750 pm?, o que foi maior que os demais tratamentos, onde para o OP a maior
frequéncia estava entre 500-1000 um?, para a MIRA a maior frequéncia estava entre
400-800 um? e para o tratamento OP+MIRA a maior frequéncia estava entre 400-800
pm?. Esses dados sugerem que, a redugao do ganho de peso corporal, consumo de
ragado, da massa gordura epididimal bem como da area dos adipécitos, podem ser
decorrentes da ativacdo, nos adipécitos, de receptores B3-AR e do aumento da
expressao de UCP1 e da termogénese facultativa, com possivel aumento na lipdlise.

O hipotalamo, através de seus nucleos hipotaldmicos, regula o balango
energético periférico e a termogénese através do SNA, isso envolve varios nucleos
hipotaldmicos. O estimulo de termogénese e gasto energético para TAM e TAB
ocorrem principalmente pela via simpatica, e o receptor mais envolvido nesse
processo é o receptor B3-adrenérgico, sendo essa sinalizagdo em adipécitos
necessaria para ativar a lipdlise e a termogénese nos adipécitos branco e marrom
respectivamente (BARTNESS; LIU; SHRESTHA; RYU, 2014); a administrag&o direta
no SNC repercutiu no aumento da temperatura interescapular dos animais tratados
com MIRA e a associacdo entre OP+MIRA também promoveu aumento da
temperatura interescapular significativamente maior que o grupo salina e OP. Além
da associagao com MIRA o tratamento isolado com OP promoveu aumento da
temperatura interescapular dos animais, essa elevacao pode ser decorrente da agao
direta do OP no nucleo paraventricular, os neurbnios desse nucleo sdo diretamente
ativados pelo fator de crescimento de fibroblasto 21 (FGF21), sendo esse capaz de
promover estimulacdo simpatica central o que resulta em perda de peso e aumento
do gasto energético, indicando que o FGF21 central estimula o impulso simpatico no
TAM e o escurecimento do TAB, o que leva um aumento da termogénese (COSLUN.
et al. 2008; DOURIS et al., 2010; OWEN et al., 2014).

A secrecdo de FGF21, que € um fator hormonal expresso e liberado pelas
células marrons e beges (WU et al., 2012), é mediada por um receptor acoplado a

proteina G (GPR120) que se liga a acidos graxos insaturados de cadeia longa e
seus derivados (ULVEN et al., 2015). Dados obtidos de amostras de TAM
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interescapular e TAB epididimal de animais expostos ao frio (4°C) detectaram
aumento da transcricao de GPR120 nesses depdsitos quando comparados com as
amostras de animais expostos a condi¢des de termoneutralidade (29°C), essa
expressao foi observada apds as primeiras 24 horas, além disso, houve aumento na
inducéo da expressao de FGF21 além do aumento da expressdo de UCP1 em TAM
(TANIA et al., 2016). Por ser agonista dos receptores GPR120, o OP, pode
promover maior ativagcao destes receptores que podem estar aumentados em
resposta ao frio, de fato o tratamento com OP+MIRA promoveu aumento da
temperatura interescapular significativamente maior que o grupo salina, esse
aumento pode ser resultado do envolvimento duplo do agonista dos receptores
GPR120 que podem estar aumentados e promovendo maior liberacdo de FGF21
que é responsavel por promover maior estimulo simpatico para o TAM, juntamente
com a ativagéo [33-adrenérgica.

A zona de termoneutralidade € uma faixa de temperatura ambiente na qual o
animal nao sofre estresse pelo frio ou pelo calor, acima da temperatura critica
superior sao afetados parametros aparentemente ndo somente relacionados a
requlacéo da temperatura, como por exemplo, a obesidade, tendo em vista essas
alteracdes foi demonstrado que em condi¢cdes de temperatura critica superior ocorre
a ativacdo de uma resposta regulatéria pelo sistema de termorregulacéo a fim de
alcangar a homeostase térmica (GORDON et al., 2012). Quesada-lopez et al (2016).
Demonstraram que acima da temperatura critica superior, houve regulagdo negativa
da expressdo de genes envolvidos na termogénese (UCP1, FGF21, GPR120) em
TAM e TAB tal condi¢do foi revertida pela administracdo de agonista simpatico que
resultou no aumento desses genes (UCP1, FGF21, GPR120) em TAM e TAB. Visto
que a atividade do TAM e TAB tem grande impacto sobre o gasto energético e que
estes podem modular-se diante das mudancas na temperatura ambiente nosso
dados nos mostram que o tratamento com OP e MIRA promoveram aumento de
temperatura interescapular mesmo em temperatura critica superior, se opondo aos
estimulos fisiolégicos de adaptagdo ao meio, e ainda a associagao dos tratamentos
promove aumento da temperatura significativamente maior que os tratamentos
isolados, dando um indicio que essas substancias possuem efeito regulador positivo

sobre vias termogénicas.
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Durante a tensao provocada pelo teste de campo aberto e labirinto em cruz
elevado, ocorre elevagcdo da temperatura central mediada pela termogénese em
TAM (VIANNA & CARRIVE, 2012), assim podemos deduzir quem em situagcdo de
estresse ocorre maior ativagdo do sistema de luta e fuga dos animais, em nossos
resultados podemos demonstrar que a utilizacdo de MIRA e da associagao de
OP+MIRA potencializa a atividade locomotora dos animais provavelmente por
estimular a via simpatica, sem comprometer a capacidade exploratéria desses
animais. Desse modo diante do uso de antagonista simpatico, o propranolol, a
resposta termogénica estaria reduzida (WANG et al., 2006), de fato em nossos
resultados a temperatura interescapular dos animais tratados com propranolol foi
inferior ao tratamentos com MIRA e OP+MIRA, indicando que o aumento da
temperatura esta diretamente ligada a estimulagdo simpatica e que esta
estimulacao é potencializada quando o tratamento € associado ao OP. Também foi
possivel observar redugédo do ganho de peso nos animais tratados com MIRA e
OP+MIRA em relacdo aos tratados com o propranolol. Estudos nao clinicos mostram
que a exposicdo a altas concentragbes de mirabegrona, promove estimulagéo
modesta dos receptores B1 adrenérgicos com potencial de alterar a pressao arterial
média (MARCEL G. et al.,, 2017). Para explorar o envolvimento dos distintos
subtipos de receptores B adrenérgicos para as doses utilizadas de OP e MIRA, foi
verificado a pressao arterial dos animais tratados por um periodo de 8 dias para os
quatro tratamentos (Salina, OP, MIRA e OP+MIRA), observou-se n&o alteragcéo
significativa da presséo arterial média entre os grupos, o que sugere que as doses
testadas exercem seus efeitos reduzindo o ganho de peso corporal, consumo de
racdo acumulado, aumento da temperatura interescapular, redu¢cao da massa total
dos adipécitos brancos bem como da area média dos adipdcitos, através da
estimulacdo do receptor 3 adrenérgico e do PPAR, com pouca ou nenhuma

estimulacao dos demais receptores simpaticos, o que reduz riscos cardiovasculares.



83

7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que a administragao simultanea de OP e MIRA
€ responsavel por co-estimular vias responsaveis pela expressdao de um fendtipo
termogénico. Através do tratamento periférico foi possivel identificar genes
envolvidos nas vias de lipolise, B-oxidagdo, e ativacdo 3-adrenérgica e também
infraregulagdo de PPARy o que expressou um remodelamento do tecido adiposo
branco epididimal traduzido nas diferengas de frequéncia de area dos adipocitos. A
administracdo da associagao OP+MIRA por via oral apresentou resultados mais
significativos, em relagdo aos demais tratamentos, que por Vvia
intracerebroventricular.

Em resumo, os presentes resultados suportam a utilidade de terapias
combinadas utilizando agonistas do receptor $3-adrenérgico e do 6leo de peixe para
futuras estratégias terapéuticas para prevenir e/ou tratar a desordens metabdlicas

associadas a um balango energético positivo.
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