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“We are the living planet, Sophie! We are the great vessel sailing around a burning sun in the
universe. But each and every of us is also a ship sailing through life with a cargo of genes.”

“How terribly sad it was that people are made in such a way that they get used to something
as extraordinary as living?!”

Jostein Gaarder



RESUMO

A Alamandina é um heptapeptideo que faz parte do Sistema Renina-Angiotensina (SRA). A
sequéncia de aminodcidos da alamandina se difere da sequéncia de aminoacidos da Ang-(1-7) apenas
pela presenca de alanina no lugar do aspartato. Além da estrutura, os dois peptideos compartilham
semelhancas entre seus efeitos. Entretanto, os efeitos da alamandina sdo mediados pelo receptor
MrgD. Este receptor é expresso em diferentes tecidos tais como, artéria, cerebelo, coragdo e tecido
adiposo. Os outros receptores do SRA (MAS, AT1r e AT2;) também sdo expressos em diversos érgaos,
inclusive em tecidos adiposos branco e marrom. Essa expressdo localizada em tecidos enddcrinos
proporciona grande influéncia do SRA ao metabolismo. No tecido adiposo marrom (TAM) a ativagdo
do eixo ECA2/Ang-(1-7) promove aumento de gasto energético e da atividade de diversos marcadores
como AMPK, UCP1 e PGCla. Os nossos primeiros resultados nos indicaram que o receptor MrgD
também pode ter influéncia sobre o TAM, pois observamos que os animais MrgD/KO possuem o TAM
extremamente diminuido e que animais C57BL6/J obesos apresentam expressdo diminuida de MrgD
no TAM. N3o a toa este tecido e este receptor nos chamou a atengdo. Uma vez que, ndo temos estudos
a respeito do efeito do eixo Alamandina/MrgD sobre o metabolismo, uma técnica que promova
resultados abrangentes fornece dicas de focos de estudo, assim como diferentes linhas de trabalhos
futuros. Neste sentido, a técnica de sequenciamento de RNA, para RNA extraido de TAM de animais
MrgD/KO obesos e magros, foi utilizada. A obesidade foi induzida por uma dieta rica em glicose (HG)
pelo periodo de 8 semanas. A expressao do receptor MrgD é essencial para uma resposta a dieta HG,
visto que os animais MrgD/KO HG deixaram de regular mais de 1000 genes em comparagdo ao grupo
MrgD/KO ST. Na auséncia do receptor MrgD o TAM é regulado negativamente, diminuindo a expressdo
de mais 400 transcritos. Os animais MrgD/KO diminuem a expressdo de marcadores termogénicos e
aumentam a expressdo de marcadores de fibrose na comparagdo entre MrgD/KO HG vs WT HG. Além
disso, a auséncia do receptor MrgD promove uma tendéncia para alteragao em diversas vias tais quais,
sinalizagdo de cdlcio, cadeia transportadora de elétrons, termogénese, cardiomiopatias, entre outras.
De acordo com as analises encontramos alguns dos principais alvos do eixo alamandina/MrgD: AMPK,

canais idnicos e componentes da matriz extracelular.

Palavras-chave: Receptor MrgD, alamandina, sistema renina-angiotensina, tecido adiposo marrom,
metabolismo e cardiomiopatia.



ABSTRACT

Alamandine is a heptapeptide part of the renin-angiotensin system (RAS). The amino acid
sequence of alamandine (Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro) is similar to the amino acid sequence of ANG-(1-
7) (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro), except for the presence of alanine in the place of aspartate. In addition
to the structure, the effects of alamandine are also similar to the effects of Ang-(1-7). Despite the
similarities, the effects of alamandine are mediated by the MrgD receptor. The MrgD receptor is
expressed in a variety of tissues e.g. dorsal root ganglia, artery, bladder, cerebellum, heart, and adipose
tissue. The other RAS receptors (MAS, AT1R and AT2R) are also expressed in a wide variety of organs,
including white and brown adipose tissues. This localized expression in endocrine tissues provides a
great influence of the RAS to the metabolism. In the brown adipose tissue (BAT), the ECA2/Ang-(1-7)
axis activity promotes increased energy expenditure and activity of several markers such as AMPK,
UCP1 and PGCla. Our first results indicated that the alamandine receptor, MrgD, may also have an
influence on BAT, as we observed that MrgD/KO animals have extremely decreased BAT and obese
C57BL6/J mice show decreased expression of MrgD in BAT. Therefore, this tissue and this receptor
caught our attention. Since we have no studies on the effect of the alamandina/MrgD axis on
metabolism, a technique that promotes comprehensive results allows for a better north and can
provide different lines for future work. In this sense, the RNA sequencing technique for RNA extracted
from BAT of obese and lean MrgD/KO mice was performed. Obesity was induced by a high-glucose diet
(HG) for 8 weeks. Obesity induced transcriptional changes in the BAT of WT HG animals related to
increased metabolism and adaptive thermogenesis. The expression of the MrgD receptor is essential
for a HG diet response, since the MrgD/KO HG group failed in regulating more than 1000 genes
compared to the MrgD/KO ST group. In the absence of the MrgD receptor BAT transcripts are deeply
downregulated decreasing the expression of over 400 genes. MrgD/KO animals decreased the
expression of thermogenic markers and increased the expression of fibrosis markers in the comparison
between MrgD/KO HG vs WT HG. In addition, the absence of the MrgD receptor promotes a tendency
to regulate several pathways e.g., calcium signaling, electron transport chain, thermogenesis, and
cardiomyopathies. According to the analysis we found some of the main targets of the

alamandin/MrgD axis: AMPK, ion channels and components of the extracellular matrix.

Keywords: MrgD receptor, alamandine, renin-angiotensin system, brown adipose tissue,
metabolism, and cardiomyopathy.
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1. REVISAO DE LITERATURA
1.1 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) consiste em eixos enddcrinos que formam um
potente mecanismo de controle da pressao arterial. A primeira enzima do sistema é a renina,
descoberta em 1898 por Tigerstedt e Bergman. Esses pesquisadores perceberam o aumento
da pressdo arterial apds injecdo de extrato de rim em coelhos. A molécula pressora deste
extrato foi identificada como renin ?¢€3, A renina é uma proteina sintetizada pelo aparelho
justaglomerular e é secretada em resposta a diminuicao da pressdo arterial ou a queda de
concentracdo de Na+ no tdbulo distal. A renina também ¢é conhecida como
angiotensinogenase, uma vez que é responsavel por clivar o angiotensinogénio dando inicio
assim a formacao das angiotensinas. O aumento da concentragdo de renina circulante significa
aumento da ativacdo do SRA. A partir da quebra do angiotensinogénio pela renina é liberado
o decapeptideo conhecido como angiotensina |, que apesar de inativa, é a precursora para a
produgdo de todas as angiotensinas ativas (Fig.1).

A enzima conversora da angiotensina (ECA) é uma proteina transmembrana mais
localizada na superficie de células endoteliais do pulmdo. Entretanto, sua localizacdo ndo se
restringe ao pulmao, também é encontrada em abundancia em outros drgaos tais como rins,
cérebro, coracdo, musculo esquelético e tecidos adiposos. A Angiotensina | é clivada pela ECA
e dessa forma o decapeptideo é transformado em um octapeptideo biologicamente ativo, a
angiotensina Il (Ang I1), conhecida pelo seu potente efeito vasoconstritor®>.

A Angll é o principal peptideo vasoconstritor do SRA e compde o eixo ECA/ Angll/ AT1g. Os
efeitos da Angll sdo mediados pelos receptores AT1 e AT2, no entanto seus principais efeitos
ocorrem por meio do receptor AT1, por exemplo: (i) atua como potente vasoconstritor de

forma direta ou por meio do aumento da liberacdo de norepinefrina, (ii) promove a secrecao



de aldosterona e vasopressina, significando o aumento da retengdo de sddio e agua (iii)
aumenta a contracdo e proliferacdo celular no musculo liso vascular, influenciando o
remodelamento vascular e a acdo angiogénica, (iv) tem efeito trofico, aumentando o
inotropismo e o cronotropismo cardiaco e (v) favorece os perfis pré inflamatério e pré
trombotico®’ 8. Os efeitos do receptor AT2 mediados por Angll sio comumente sutis e mais
observados durante a vida fetal, periodo em que se tem elevada expressdo deste receptor.
Muitas vezes os efeitos do AT2g se opdem aos efeitos de AT1g, tal como o efeito de diminuicdo
da pressdo arterial 8.

Anteriormente a angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7)) era reconhecida apenas como um
metabdlito da Ang | °. Entretanto, Santos e colaboradores descobriram que a Ang-(1-7)
também podia ser formada na auséncia de ECA, uma vez que no cérebro e na medula espinhal
de cdes tratados com enalaprilato (inibidor de ECA) ainda ocorria aumento na producdo de
Ang-(1-7) via Ang | 1°, Apds essa descoberta aumentou a curiosidade para a identificacdo de
moléculas responsaveis pela producdo de Ang-(1-7), assim como para os possiveis efeitos da
Ang-(1-7) no organismo. Um dos primeiros estudos que aponta a Ang-(1-7) como um peptideo
biologicamente ativo foi um estudo in vitro em sistema hipotalamo-neuro-hipofisario de ratos.
Este estudo demonstrou que a Ang-(1-7), assim como a Ang Il, contribui para a liberacdo de
vasopressina 1. Mais tarde, com o trabalho de Campagnole-Santos M.J. e colaboradores
concluiu-se a existéncia de efeito in vivo da Ang-(1-7). Este estudo mostrou que a micro injecdo
de Ang-(1-7) tanto no nucleo medial do trato solitario quanto no nucleo motor dorsal do vago
em ratos anestesiados induz a bradicardia e a diminuic3o da pressdo arterial 2.

A enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) catalisa a reacdo responsavel pela
conversdo da Ang Il em Ang-(1-7) por meio da clivagem da fenilalanina na por¢do C-

terminal*>141> A Ang-(1-7) também pode ser formada a partir das angiotensinas 1-9 e 1 por



meio da acdo de endopeptidases. Em 2003 Santos e colaboradores descobriram que o
receptor MAS acoplado a proteina G é o receptor enddégeno da Ang-(1-7), 0 mesmo grupo
também descreveu um dos antagonistas para a Ang-(1-7) o pro7-angiotensina-(1-7) 6. A partir
dessas descobertas um novo eixo do SRA comegou a ser mais profundamente explorado.

Atualmente, o SRA é composto por dois principais eixos, pelo eixo ECA/ Ang II/ AT1re pelo
eixo ECA2/ Ang-(1-7)/ Mas. O eixo contrarregulador do SRA é representado pelo
heptapeptidio Ang-(1-7), que desempenha um papel importante no sistema vascular e em
varios outros tecidos com efeitos, frequentemente, antagonicos aos efeitos atribuidos a
Angll'’. Os principais efeitos em decorréncia do aumento de atividade do eixo ECA2/ Ang-(1-
7)/ Mas sdo: (i) vasodilatagdo, atenuando o efeito vasoconstritor da Angll, (ii) protecdo contra
fibrose, (iii) cardioprotecdo, uma vez que a Ang-(1-7) protege contra hipertrofia cardiaca,
previne taquicardia e reduz a drea de infarto, (iv) diminuicdo da pressdo sanguinea, (v) neuro
protecdo, (vi) prevencdo contra trombose e (vii) prevencdo contra inflamag3o 1723,

Em 2013 um novo peptideo do SRA foi identificado. A alamandina é um heptapeptideo
gue apresenta alta similaridade com Ang-(1-7). No entanto, a alamandina tem seus efeitos

mediados independentes do receptor Mas 4.

1.2 ALAMANDINA E MRGD

A Alamandina [Alal-Ang-(1-7)] é um heptapeptideo formado a partir da Ang-(1-7) pela
acdo de uma decarboxilase ou a partir da acdo catalitica da ECA2 na angiotensina A (Alal-
Angll). A sequéncia de aminoacidos da alamandina (Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro) é semelhante
a sequéncia de aminoacidos da Ang-(1-7) (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro), a diferenca é a

presenca de alanina no lugar do 4cido aspartico na posicdo 1 do peptideo 242>,



Além da estrutura, alguns efeitos da alamandina também sdo semelhantes aos efeitos da
Ang-(1-7) (Fig. 2). O tratamento oral com alamandina incluida em HP-[ ciclodextrina produz
efeito duradouro de diminuicdo da pressao sanguinea em ratos hipertensos. A alamandina,
assim como com a Ang-(1-7), diminui a deposicdo de colagenos |, Il e de fibronectina em ratos
tratados com isoproterenol 24, A micro injecdo de alamandina em &dreas cerebrais relacionadas
ao controle da pressdo sanguinea, como na medula ventrolateral caudal e na medula
ventrolateral rostral gerou efeitos de diminui¢cdao e aumento da pressao arterial em ratos,
assim como a micro injecdo de Ang-(1-7) 225, Além disso, a alamandina exibe efeito
vasodilatador em anéis adrticos de ratos e camundongos. Este efeito foi classificado como
dependente de dxido nitrico, visto que em anéis adrticos incubados com o inibidor da enzima
oxido nitrico sintase (L-NAME) o efeito vasodilatador da alamandina foi abolido. Entretanto,
este efeito foi preservado em anéis adrticos de camundongos knockout para o receptor da
Ang-(1-7) (MAS)?*2>, Indicando que apesar das semelhancas, a alamandina e a Ang-(1-7)
poderiam ter seus efeitos mediados por diferentes receptores.

O receptor MrgD surgiu no radar dos pesquisadores, pois algumas angiotensinas (Ang-(1-
7), Ang Il e Ang IV) sdo ligantes enddgenos de Mas-related G protein—coupled receptors
(Mrgprs), incluindo uma fraca atracao pelo MrgD. Além disso, apesar dos efeitos da Ang-(1-7)
serem bloqueados por A-779 e D-Pro7-Ang-(1-7), os efeitos da alamandina sdo bloqueados
apenas com a presenca do antagonista D-Pro7-Ang-(1-7). Este antagonista bloqueia tanto o
receptor MAS quanto o receptor MrgD. Ademais, anéis adrticos pré-incubados com B-alanina
(um aminoacido agonista do receptor MrgD) n3do apresentaram atividade vasodilatadora
induzida pela alamandina. Dessa forma, todos esses resultados levaram a conclusdo de que a

alamandina é um ligante endégeno do MrgD 242>,



Durante os sete anos que se passaram desde a descoberta alamandina, estudos estdo
sendo publicados fortificando o potencial deste peptideo em atuar como anti-hipertensivo e
cardioprotetor. Um estudo conduzido por Jesus I.C.G. e colaboradores mostrou que o
tratamento com alamandina protegeu cardiomidcitos contra a hipertrofia induzida por Ang II.
Este trabalho também mostrou que a alamandina aumenta a liberacdo de éxido nitrico de
forma dependente de AMPK 2. Em outro estudo o mesmo autor mostrou que a alamandina
pode influenciar a sinalizacdo de calcio intracelular, uma vez que melhora a contratilidade de
cardiomidcitos de animais mREN regulando a concentrac¢do de célcio por meio da ativacdo de
CaMKII 28, A alamandina altera grandemente parametros cardiacos e vasculares que muitas
vezes sao opostas as alteragdes causadas pelo excesso de ativagdo da Ang Il. Neste sentido, a
sinalizacdo deste desse peptideo pode ser importante para a determinagdo do
desenvolvimento de cardiomiopatias. Oliveira e colaboradores mostraram que camundongos
knockout para o receptor MrgD sao fortemente propensos a desenvolverem cardiomiopatia
dilatada, pois aumentam os volumes diastélico e sistélico final assim como as dimensdes do
ventriculo esquerdo ?°. Enquanto Oliveira mostrou a propensdo do desenvolvimento de
cardiomiopatia em camundongos que ndo tem a sinalizacdo da alamandina em
funcionamento, Wang L e colaboradores mostraram a propensdo da alamandina como
tratamento para a fibrose cardiaca. Ratos espontaneamente hipertensos e idosos foram
usados como modelo de fibrose cardiaca induzida por hipertensdo de longo prazo. O
tratamento diario com alamandina diminuiu a pressdo arterial, o volume do ventriculo
esquerdo e melhorou a fracdo de ejecdo e o encurtamento fracionario 3. O tratamento com
alamandina via minibomba osmética também diminuiu a pressdao arterial, fibrose e a
hipertrofia em coracbes de ratos submetidos a cirurgia de 2 rins 1 clip 3.. A alamandina

também mostrou certa prote¢ao vascular em camundongos, uma vez que o tratamento oral



com alamandina impediu o aumento da camada média da aorta ascendente induzido por
constricdo transversa da aorta (TAC), preveniu o acumulo de coldgeno e o aumento da
atividade de metaloproteinase 9 (MMP-9) induzido por TAC. Dessa forma, Souza-Neto F. e
colaboradores mostraram que a alamandina foi capaz de reduzir os danos da remodelacdo da
artéria aorta induzidos por TAC 32, De forma interessante, outro estudo também mostrou a
diminuigdo da atividade de MMP-9 via alamandina. Camundongos com aterosclerose tratados
com alamandina por via subcutanea apresentaram diminui¢do na circulagdo e na expressao
de MMP-9 na aorta. Tendo em vista que MMP-9 é secretada por granulos de neutrdfilos, os
autores sugerem que a alamandina pode atuar diminuindo a ativacdo dos neutréfilos
granulosos 3. Diversos processos fisioldgicos comuns que precisam da expans3o do tecido,
como por exemplo o desenvolvimento de érgdos ou cicatrizagdo de feridas, utilizam o trabalho
das metaloproteinases de matriz para auxiliar na quebra da matrix extracelular. Entretanto,
devido a grande importancia da matriz extracelular as metaloproteinases e metalopeptidases
sdo frequentemente encontradas de forma desregulada em situacdes patoldgicas como no
infarto do miocardio e nas cardiomiopatias 3*.

Visto que a alamandina foi descoberta ha 7 anos, ainda ndo sabemos a sinalizacao
exata de seu receptor. Alguns estudos indicam que os efeitos da alamandina parecem
influenciar diretamente a via de sinalizacdo de PKA. Por exemplo, o tratamento com
alamandina reverteu a disfung¢do vascular, em coelhos com hiperhomocisteinemia, de forma
dependente da sinalizacdo de PKA 3°. Em ratos espontaneamente hipertensos o tratamento
subcutaneo com alamandina diminuiu a pressao arterial e melhorou pardmetros da
hipertrofia cardiaca induzida por Ang Il, esses resultados foram acompanhados da diminuicao
da atividade e expressdo de PKA 36, J4 em outro estudo a proteina Gq é apontada como

mediadora dos efeitos da alamandina via MrgD. Enquanto a Ang-1-7 diminui a expressao de



leptina no tecido adiposo a alamandina aumenta ndo sé a expressdao como o nivel circulatério
de leptina. Este efeito da alamandina sobre a expressao de leptina foi inibido pela agdo de um
inibidor de fosfolipase C e pelo inibidor da proteina Gg/11. Dessa forma, os autores sugerem
que os efeitos da Alamandina pelo receptor MrgD sdo mediados pela proteina Gq ’.

O receptor MrgD faz parte da familia dos receptores Mas acoplados a proteina G. Essa
familia de receptores foi descoberta ha mais de 34 anos, sdo todos expressos em neurdnios
nao peptidérgicos dos ganglios da raiz dorsal. O aminoacido B Alanina é um ligante endégeno
do receptor MrgD e é considerado um neurotransmissor que aumenta a inibicao e diminui a
excitacdo. O mecanismo de ac¢do da B alanina pelo receptor MrgD acontece por meio do
aumento da concentracao intracelular de cdlcio e diminuicdo dos niveis de cCAMP, mecanismos
mediados por proteinas Gq e Gi. Além da B alanina e da alamandina as angiotensinas Il e I-7,
apesar de fracamente, também se ligam ao MrgD. Contudo, a sinalizacdo da B alanina parece
ser diferente da observada para peptideos, pois a B alanina nao é vasoativa. Além disso, por
ser uma molécula muito pequena e com estrutura intermediaria entre aminodacidos a e vy, a
beta alanina pode se ligar a multiplos receptores 38.

A localizacdo dos componentes do SRA é um fator importante para determinar os
efeitos locais de cada peptideo. O receptor MrgD, assim como o receptor MAS, é expresso
com maior intensidade nos ganglios da raiz dorsal. Contudo, também é expresso em grande
variedade de o6rgdos, tais como artéria, bexiga, cerebelo, coracdo, tecido adiposo, tecido
muscular esquelético, testiculos e Utero 2°324%41 Tendo em vista que os componentes do
SRA, incluindo o receptor MrgD, sdo expressos em tecidos enddcrinos, é consideravel sugerir
gue a alamandina exerce efeitos metabdlicos. Por enquanto quase nada se sabe sobre os

efeitos deste heptapeptideo sobre o metabolismo. Entretanto, ja é postulado o papel



fundamental da Ang Il na manuten¢dao da sindrome metabdlica assim como o papel

contrarregulador da Ang-1-7 inclusive no tecido adiposo.

1.3 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA E OBESIDADE

Ha muito tempo sabe-se que o SRA tem grande influéncia no metabolismo e nota-se
principalmente a Ang Il atuando como o peptideo do sistema responsdvel por endossar as
consequéncias metabdlicas e vasculares da obesidade. Por ouro lado, estudos tém mostrado
a Ang-(1-7) como peptideo protetor do metabolismo, melhorando parametros glicémicos,
termogénicos e de adiposidade em organismos obesos.

A obesidade muitas vezes é acompanhada de hiperglicemia, que eleva os niveis de
angiotensinogénio e Ang Il em varios tecidos. O aumento exagerado da atividade de Ang Il
desencadeia um circulo vicioso de efeitos que reforcam as implica¢des da obesidade, como
por exemplo (i) favorece a sintese e o acumulo de lipideos no tecido adiposo branco de
roedores, (ii) aumenta a atividade de enzimas lipogénicas, (iii) favorece alteracdes vasculares
como estresse oxidativo e disfuncdo endotelial, que também podem causar (iv) aumento da
vasoconstri¢do, (v) inflamac3o, (vi) ruptura plaquetaria e (vii) lesdo vascular 4243 44,

Em contrapartida, a Ang-(1-7) tem se mostrado eficiente antagonizando os efeitos da
Ang Il no metabolismo e melhorando os parametros cardiovasculares e metabdlicos em
animais obesos. Neste sentido, o bloqueio do receptor MAS simula um aumento da atividade
de Ang Il, com aumento da resisténcia a insulina, da adiposidade, dos niveis de triglicerideos
e diminuicdo da expressdo de PPAR em camundongos knockout * % %7 Ndo diferente, o
aumento da atividade de Ang-(1-7) ou o bloqueio do receptor AT1 significam o oposto da
situacdo apresentada. Ou seja, o aumento circulante de Ang-(1-7) gera protecdo contra a

disfuncao cardiovascular derivada do diabetes e melhora significativa dos parametros



glicémicos e lipidicos 44%°0°1 Além de disso, um estudo recente mostrou que a Ang-(1-7)

aumenta o perfil termogénico no tecido adiposo branco por meio do receptor MAS 2,

1.4 TECIDO ADIPOSO MARROM

A obesidade é definida como acumulo de gordura em excesso que se torna prejudicial
a saude 3. As consequéncias da obesidade sdo graves para a saude, resultando em uma
diminuicdo significativa da expectativa de vida e predispondo o organismo a uma série de
disturbios metabdlicos, cardiacos e sistémicos. Existem dois tipos de tecidos adiposos, o
branco que além de ser um grande érgdo enddcrino é o principal local de estoque de lipideos
e o tecido adiposo marrom (TAM), responsavel pela termogénese adaptativa e o qual tem
mostrado grande potencial antiobesidade >*.

Primeiramente identificado em marmota, no inicio do século XVI, o TAM foi
caracterizado como um érgao de hibernagao responsavel por atenuar a mudanga abrupta da
temperatura externa percebida pelo organismo. Em meados do século XX, este tecido foi
reconhecido como um érgdo termogénico responsdvel por aquecer orgdos vitais durante o
frio extremo >>. Morosamente alguns mecanismos foram identificados, assim como a presenca
deste tecido em animais ndo hibernantes, como humanos neonatos. Mais tarde, o TAM foi
identificado em todos os mamiferos e se mostrou ativo em humanos adultos >%>7°%> Desde
a descoberta da presenca e atividade do TAM em humanos adultos tem aumentado os
estudos publicados que sugerem um efeito antiobesidade para este tecido %262,

Sabemos que a obesidade é uma doenca de causa multifatorial. Entretanto, a base
energética desta doenca se da pelo desequilibrio entre as calorias ingeridas e o gasto

energético. O TAM tem a capacidade de aumentar o gasto energético utilizando lipideos e

glicose para gerar calor. Essa capacidade o faz um promissor alvo contra a obesidade. Em
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humanos adultos o TAM diminui o percentual de gordura, aumenta a captacdo de glicose e a
expressdo de UCP1 durante exposicdo ao frio ®061, Camundongos expostos ao frio e
submetidos a uma dieta rica em lipideo, apesar de aumentarem a ingestdo alimentar,
diminuiram substancialmente a adiposidade corporal ®. Camundongos geneticamente
modificados para o ndo desenvolvimento do TAM se tornaram obesos ®4. Diferente dos
humanos que ndo possuem TAM (TAM-) os humanos TAM+ aumentaram a captacdo e
oxidacdo de glicose, melhoraram a sinalizagdo da insulina e aumentaram o gasto energético
quando expostos ao frio . Tendo em vista que a atividade do TAM envolve o aumento do
gasto energético e que a forma de dissipacdo de energia do TAM funciona como um dos
principais érgdos eliminadores da glicose e de triglicerideos advindos de dieta, de fato sdo
caracteristicas que tornam o TAM um importante alvo contra a obesidade 6%°°,

Os precursores dos tecidos adiposos se originam no mesoderma, contudo os
precursores que expressam fatores de transcricdo para o desenvolvimento de midcitos
também desenvolvem precursores de adipécitos marrons e se originam no mesoderma
paraxial. Adipécitos marrons também podem surgir na vida adulta a partir de células-tronco
satélites do musculo esquelético ®’. A assinatura miogénica do TAM é responsavel pela
expressdo de fatores musculares neste tecido 8. Alguns fatores de transcricdo conhecidos por
gerar midcitos e adipdcitos marrons s3o: Engl, Myf5 e Pax7 87971, A partir do momento em
gue essas células podem se diferenciar nos dois tecidos ha outra sinalizacdo da qual indica
guais células se tornardo adipdcitos marrons e quais células se tornardao miécitos. Nesta etapa
outros fatores de transcricdo ditam o futuro da célula, como por exemplo: Ehmtl1, Ppary,
Prdm16, Ews e Zfp516 7>73. Além disso, a diminui¢do da expressdo do micro-RNA-133 em
células satélites do musculo esquelético determina a ativacao de Prdm16 e por tanto também

participa do desenvolvimento de adipdcitos marrons 7.
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O tecido adiposo marrom é uma grande vantagem evolutiva para os mamiferos, pois
fornece especialmente o mecanismo de termogénese sem tremores, importante para a
sobrevivéncia em periodos de frio intenso. Este mecanismo é possivel devido ao grande teor
de vascularizacdo, a intensa inervacdo simpatica, ao grande nimero de mitocondrias e a
presenca da proteina desacopladora 1 (UCP1) na membrana interna da mitocéndria 7. UCP1
impede o movimento de prétons na cadeia de transporte de elétrons e, portanto, gera calor
e diminui a formacgdo de ATP, ou seja, com sua ativacdo ndo ha gradiente de prétons suficiente
para ativar as ATPases. A proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK) é
uma enzima essencial para o controle da energia celular e é expressa em grande nimero no
TAM. AMPK é facilmente ativada quando os niveis de AMP e ADP aumentam ou pela acdo de
CaMKK quando ha aumento da [Ca**] i. De qualquer forma parece que o ponto de partida para
ativacdao de AMPK é sempre a diminui¢cdo de ATP, visto que o aumento de cdlcio intracelular
pode significar o aumento do trabalho de bombas ATP dependentes, que diminuem a
concentracdo de ATP e consequentemente ativam a AMPK. Esta ativacdo favorece a inibicdo
de processos anabdlicos e o aumento dos processos catabdlicos, a fim de abastecer os niveis
ATP do organismo. A AMPK é essencial para a diferenciacdo de adipdcitos marrons e também
favorece a absorcdo de nutrientes, contribuindo assim para a ativa¢do do TAM 7>76.77,

A termogénese adaptativa é ativada, principalmente, pela exposicdo constante do
organismo ao frio, mas também pode ser induzida por dieta. A termogénese induzida por dieta
protege o organismo contra uma ingestao pobre em proteinas e ao mesmo tempo o protege
contra o excesso de ingestao caldrica, auxiliando no gasto do excesso de energia em estoque.
Animais geneticamente modificados que ndo apresentam tecido adiposo marrom sao obesos

e mais propensos a desenvolverem diabetes e dislipidemia. Assim como a inanicdo ou a



12

diminuigao significativa da ingestdo alimentar leva a auséncia de atividade do tecido adiposo
marrom 74,

Além da sinalizacdo direta (via estimulacdo adrenérgica, UCP1, AMPK ou PGCla) que
permite o recrutamento de adipdcitos, o tecido adiposo marrom também é influenciado por
outros hormonios e sistemas. A proteina quinase A (PKA) tem atividade termogénica, pois sua
sinalizac3o favorece a ativacdo da enzima lipase e consequentemente a ativacdo de UCP1 7280,
O oxido nitrico também foi identificado como uma molécula termogénica, uma vez que
aumenta a biogénese mitocondrial 8. O SRA é um grande modulador metabdlico que
apresenta influéncia positiva para o desenvolvimento e manutenc¢do da obesidade por meio
da Ang Il e influéncia negativa por meio da Ang-1-7. Atualmente tem sido investigado o papel
deste sistema diretamente no funcionamento do TAM. A Ang Il aumenta a atividade
termogénica em ratos através do estimulo simpatico e consequente aumento de UCP1,
entretanto este efeito foi abolido em animais obesos 2. O tratamento com ECA 2 em animais
obesos induzidos por dieta rica em lipideos aumentou o consumo de 02, diminuiu o peso
corporal, melhorou a sinalizacdo de insulina e da glicose, aumentou a massa de TAM e
aumentou a atividade termogénica 8. Camundongos submetidos a dieta rica em lipideos e
tratados com Ang-(1-7) mostraram melhora expressiva nos niveis de glicose e nos padrées
termogénicos, esses animais aumentaram a atividade de UCP1, do receptor beta adrenérgico,
da PKA, da AMPK e de PRDM16 84, A Ang-(1-7) por meio do receptor MAS aumenta a atividade
termogénica transformando adipdcitos brancos em adipdcitos beges, aumentando a
expressdo de marcadores do TAM em camundongos obesos °2.

Tendo em vista que a atividade do SRA interfere de forma significativa no

funcionamento do tecido adiposo acreditamos que a alamandina, por ter estrutura
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semelhante a da Ang-(1-7) e atividade mediada por diferente receptor, pode participar de

forma importante no metabolismo mediando efeitos por diferentes vias de sinalizacao.

Angiotensinogénio

NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-lle-COOH

' 1

Renina . .
l Angiotensina-(1-12)
Angiotensina | ECA2
Agng—(i—io) ——————— Angiotensina-(1-9)
PEP
M |
ECA NEP
ECA2 PEP
PCP _
Angiotensina Il PRCP . . DCase Alamandina
Ang-(1-8) Angiotensina-(1-7)———* Alal-Ang-(1-7)
DCase
lAPA \ I
Angiotensina A _ ECA2
Angiotensina Il Alal-Ang-(1-8)
Ang-(2-8)
APN AP ECA
Y
Angiotensina IV . ) . .
Ang-(3-8) Angiotensina-(2-7)  Angiotensina-(1-5)
CP
AP lAP lNEP
Angiotensina-(5-8) Angiotensina-(3-7)  Angiotensina-(1-4)

Figura 1. Peptideos do sistema renina-angiotensina. ECA, enzima conversora de angiotensina; ECA2,
enzima conversora de angiotensina 2; APA, aminopeptidase; APN, aminopeptidase N; PRCP, prolil
endopeptidase; PCP, prolilcarboxiendopeptidase; NEP, endopeptidase neutra; PEP, prolil
endopeptidase; CP, carboxipeptidase; AP, aminopeptidase; Dcase, descarboxilase; THOP, timet
oligopeptidase. Esta figura foi modificada a partir da figura 2 do artigo: Santos RAS, et al,.The
ACE2/Angiotensin-(1-7)/MAS Axis of the Renin-Angiotensin System: Focus on Angiotensin-(1-7).
Physiol Rev. 2018 Jan 1;98(1):505-553.
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Angiotensinall Angiotensina-(I-7) Alamandina
NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-COOH ‘ ‘ NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-COOH ‘ ‘ NH2-Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-COOH
AT1R MAS MrgD

Vasoconstrigdo
Préfibrético
Prétrombdtico
Préinflamatério

Proliferagdo celular Antitrombético
Anti-inflamatério

Figura 2. Angiotensina Il, Angiotensina-1-7 e Alamandina tem seus efeitos mediados por diferentes receptores.
A Ang-(1-7) e a Alamandina compartilham efeitos similares (azul claro), embora mediados por diferentes
receptores. A Ang Il por meio do receptor AT1 apresenta efeitos antagdnicos aos efeitos da Ang-(1-7) e da
alamandina. A sequéncia de aminoacidos da alamandina se diferencia da sequéncia da Ang-(1-7) pela presenca
de alanina no lugar do acido aspartico na porgao inicial do peptideo.

2. OBJETIVOS

2.1 Avaliar as consequéncias da delecdo genética do receptor da alamandina, MrgD, sobre o
metabolismo de camundongos C57BL6/J.

2.2 Identificar potenciais grupos-alvo de sinalizacGes do receptor MrgD no tecido adiposo

marrom.
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3. METODOS
3.1 ANIMAIS

Camundongos knockout para o receptor MrgD e camundongos wild type C57BL6/J foram
obtidos do biotério de animais transgénicos do Laboratério de Hipertensao da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Brasil. Os camundongos tiveram livre acesso
a dgua e a racdo. Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de luz e temperatura,
com ciclos de luz de 12 horas (7:00 as 19:00) e temperatura de 25 + 2,0 °C. A deficiéncia
homozigdtica de MrgD foi validada por meio de genotipagem com os seguintes primers: 5 'a
3": MrgD-8: CAT GAG ATG CTC TAT CCA TTG GG; rtTAl: GGA GAA ACA GTC AAA GTG CG e
MrgD-1: CTG CTC ATA GTC AAC ATT TCT GC. Todos os protocolos experimentais foram
realizados de acordo com as diretrizes internacionais para cuidados com animais e foram

aprovados pelo comité de ética da UFMG (protocolo do CEUA: 189/2018).

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Os camundongos foram divididos em 2 grupos: dieta padrdo (standard ST) e dieta rica em
glicose (high glucose diet HG). Os camundongos foram colocados em dieta HG por 8 semanas.
O teste de tolerancia a glicose, o teste de sensibilidade a insulina, e o registro de pressao
sanguinea foram realizados apds a inducdo da obesidade. Os grupos ST receberam dieta
padrdo (quimtia Nuvilab ®) composta por 60% carboidratos, 22% proteinas e 4% gorduras. Os
grupos em dieta HG receberam uma dieta feita com 45% de farelo de racdo padrdo, 45 % de
leite condensado da marca Nestlé e 10 % de agucar refinado da marca unido!!. A dieta HG

tem em sua composi¢ao 84,5 % de carboidratos, 10,9 % de proteinas e 4,5 % de gorduras.

3.3 PESO CORPORAL E CONSUMO ALIMENTAR
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Para a avaliacdo do peso corporal, os camundongos foram pesados duas vezes por semana
ao longo do estudo. O consumo alimentar e o consumo energético foram calculados

subtraindo o peso da racdo restante pelo peso inicial.

3.4 PESO DOS TECIDOS

Para avaliar se as mudancas no peso corporal eram reflexo da quantidade alterada
de adiposidade, imediatamente apds a eutandsia os tecidos adiposos brancos foram pesados,
somados e divididos pelo peso corporal individual. A adiposidade foi considerada a soma dos
pesos dos tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal e mesentérico. Tecido adiposo
marrom, coragao, figado e pancreas também foram pesados e tiveram seus valores divididos

pelo peso corporal individual.

3.5 TESTES DE TOLERANCIA A GLICOSE E DE SENSIBILIDADE A INSULINA

O teste de tolerancia a glicose (TTG) foi realizado em camundongos em jejum (12
horas). Os animais receberam inje¢do intraperitoneal de glicose (2mg/g). Para medir a
glicemia, amostras de sangue foram coletadas por meio de um pequeno corte na extremidade
da cauda. Uma gota de sangue foi coletada em 0, 15, 30, 60 e 90 min apds a injecdo de glicose.
O teste de sensibilidade a insulina (TSI) foi realizado por meio de inje¢ao intraperitoneal de
0,75U de insulina/kg. O TSI foi realizado em animais alimentados e uma gota de sangue foi

coletada nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos apds a aplicacdo da insulina.

3.6 PRESSAO SANGUINEA
A pressdo arterial foi medida através do método de “Volume Pressure Recording”

(VPR), usando o sistema ndo-invasivo de medicdo da pressdo arterial CODA (Kent Scientific
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Corporation, Torrington, Conn). O registro foi realizado em sala especifica destinada ao
experimento e com o minimo possivel de som emitido. Para melhor aclimatagao, os animais
foram colocados no sistema uma vez por dia durante quatro dias antes das medi¢des da
pressdo arterial. No quinto dia os animais foram colocados nos suportes individuais sobre a
plataforma de aquecimento, os manguitos e os sensores foram colocados proximos a base da
cauda e os animais permaneceram por pelo menos 10 minutos para aclimatacdo e
termorregulacdo até 30 a 35C°. Os parametros de secdao foram configurados para
camundongos; portanto, a pressdao maxima de oclusao foi ajustada para 250mmHg, tempo de
deflagdo para 20 segundos, volume minimo para 15 ml e 5 ciclos de aclimatiza¢do antes dos

registros finais. Apds a aclimatacao foram realizados os registros.

3.7 QUANTIFICACAO DE ALAMANDINA E ANGIOTENSINAS

Os animais foram anestesiados apropriadamente com ketamina e xilazina. Amostras de
sangue foram coletadas diretamente do ventriculo esquerdo com o objetivo de extrair sangue
arterial. As amostras de plasma com heparina obtidas foram diretamente estabilizadas usando
um coquetel de inibidores de peptidase. O plasma com coquetel foi centrifugado e o
sobrenadante armazenado. Os peptideos foram extraidos apropriadamente com os diluentes:
acido fosfdrico 4%, acido férmico 5%, acetonitrila e agua. Apds a extracao, os peptideos foram

quantificados por espectrometria de massa LC-MS/MS.

3.8 COLESTEROL TOTAL, TRIGLICERIDEOS E LIPOPROTEINAS
Logo apds a eutanasia, o sangue foi imediatamente coletado e centrifugado (3200 rpm
por 10 min a 4 ° C). Colesterol total, triglicerideos, lipoproteina de alta densidade (HDL) e

glicose foram quantificados por método enzimatico por kits comerciais especificos da Labtest.
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Os niveis de VLDL e LDL foram calculados com base nos valores de colesterol total, HDL e
triglicerideos de acordo com as seguintes férmulas: VLDL = TG/5 e LDL = Colesterol Total - HDL

- Triglicerideos/5 (Friedewald T. W. et al., 1972).

3.9 HISTOLOGIA

Analises histoldgicas foram realizadas a fim de verificar a drea de adipdcitos de tecidos
adiposos branco e marrom. Apds a eutanasia, os tecidos foram colocados imediatamente em
solugdo de paraformaldeido por 24h e depois em alcool 70% por 24h, posteriormente seguiu
0 processamento das amostras até a etapa de parafinizagdao. Foram feitos cortes de 5um, os
cortes em lamina foram devidamente desparafinizados e corados com hematoxilina e eosina.
Os cortes foram analisados com microscopia de campo claro por meio do microscépio

Olympus BX50® e softwer image).

3.10 PCR EM TEMPO REAL

O RNA total do tecido adiposo epididimal e do tecido adiposo marrom foi extraido com o
reagente TRIzol (Invitrogen Corp.®). Foi realizada a leitura das amostras de RNA em nanodrop. Em
amostras que se mostraram necessarias a concentracdo foi corrigida com agua depec a fim de
atingir a quantidade de 3ug de RNA em volume de 8pl. Apds a corregdo as amostras foram tratadas
com DNAsel (Sigma-aldrich®) para apropriada digestdo de possiveis fitas de DNA presentes nas
aliquotas. Para a sintese de cDNA foi utilizada concentragdo de 2ug/10ul de RNA. As fitas de cDNA
foram sintetizadas a partir do RNA por meio da enzima transcriptase reversa, o kit utilizado foi:
High-capacity cDNA Reverse transcription (Applied biosystem ®). O cDNA foi amplificado utilizando
primers especificos na concentracdo de 10pmol e PowerUp sybr green master mix no ViiA 7 Real-

Time PCR System (Applied Biosystems). O volume final para leitura foi de 5ul sendo: cDNA1pl,
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agua nuclease-free 1pl, primers (F e R) 0,5ul e sybr green 2,5ul. A analise de expressao foi
calculada pelo método 2-AACT. Para a escolha dos genes de referéncia testamos trés genes
(TBP, beta actina e 18s). Entre eles o gene TBP foi selecionado como referéncia para as analises
no tecido adiposo branco e o gene beta actina foi selecionado como referéncia para as andlises

no TAM.

3.11 ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas pelo software Graph Pad Prism 9.0. A andlise de
variancia de duas vias (Two-way ANOVA) com multipla comparagdo entre os grupos foi utilizada
em todos os graficos que continham mais de uma variancia. O teste T de Student nao pareado foi
utilizado na comparacdo entre dois grupos com apenas uma variancia. Valores de p < 0,05 foram

considerados estaticamente significativos.

3.12 SEQUENCIAMENTO DE RNA

O RNA total do TAM foi isolado usando o reagente Trizol. O controle de qualidade e
quantidade de RNA foram avaliados por bioanalyzer e kit qubit. De todas as amostras,
escolhemos as 4 melhores amostras por grupo em relacdo ao RIN mais agraddvel (acima de
8), concentracdo e integridade da estrutura. Bibliotecas pré-fabricadas foram geradas de
acordo com o protocolo TrueSeq Stranded mRNA da Illlumina pelo Departamento de
Gendmica do Centro Max Delbriick de Medicina Molecular, Buch, Berlim, Alemanha. As
bibliotecas também foram submetidas a experimentos de controle de qualidade para verificar
a estabilidade, concentracdo, tamanho e formato do pico. As bibliotecas foram sequenciadas
na plataforma Illumina HiSeq PE150, foram gerados 6,87 Gb de dados por amostra. A préxima

etapa foi o controle de qualidade dos dados para garantir que a analise de bioinformatica
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fosse feita apenas com leituras limpas. Portanto, a distribuicdo da taxa de erro, distribuicdo
de conteldo GC e andlise de classificacdo de leituras foram realizadas. Andlises
bioinformaticas foram geradas para obter expressdes diferenciais e resultados de andlises de
enriqguecimento. Para esta proposta foram utilizados diversos softwares: STAR, HTseq,
Cufflink, wrappers scripts e ClusterProfiler. O valor P ajustado (Padj) pela andlise de Benjamini
e Hochberg <0,05 ou o valor de -logl0(padj) <1,3 foram considerados significativamente
enriquecido. E para a expressdao de genes segundo a andlise de DEG (differential gene
expression, andlise de expressdao diferencial) o valor de p<0,05 foi considerado
diferencialmente expresso. A empresa Novogene realizou o experimento de sequenciamento
de RNA e andlise bioinformatica.

As analises de enriquecimento contribuem para a identificacdo de grupos de genes
associados entre si e que se relacionam com vias de sinalizagdao, mecanismos e doengas. GO,
Ontologia Genética é uma analise de enriquecimento que utiliza uma base bioinformatica
unificada de classificacdo dos genes e de seus atributos. Inclui trés ramos principais:
comparacao celular (CC), funcdo molecular (MF) e processo biolégico (BP). Enciclopédia de
Genes e Genoma de Kioto (KEGG) é um recurso de banco de dados online que fornece vias de
sinalizacdo a nivel molecular. O Reactoma é um banco de dados que fornece reacbes de

processos bioldgicos a nivel celular.

4. RESULTADOS
4.1 TECIDO ADIPOSO MARROM

A auséncia do receptor MrgD levou a atrofia robusta do TAM (reducdo do peso TAM/peso
corporal) (Fig. 3A). Apds a inducdo da obesidade, observamos uma resposta oposta, animais

MrgD/KO HG aumentaram o TAM em comparag¢do ndo apenas ao seu proprio controle ST, mas
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também em comparagdo ao grupo WT HG (Fig. 3B). Além disso, recém-nascidos MrgD/KO (5
dias de idade, prole de camundongos MrgD/KO ST) também apresentaram diminui¢cdo do TAM
(Fig. 3C). E importante notar que os consumos alimentar e energético ndo foram diferentes
entre os camundongos MrgD KO e WT (Fig. 4). Portanto, a diminui¢cdo do peso do TAM nao

pode ser atribuida a diferenca na ingestao de alimentos ou energia.
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Figura 3 A. Peso do tecido adiposo marrom, animais com 8 semanas de idade. B. Tecido adiposo marrom apds
dieta HG. C. Peso do tecido adiposo marrom em camundongos com 5 dias de vida. * P<0,05; ***P < 0,001; ****p
< 0,0001 @ = Diferenca entre MrgD/KO ST vs WT ST. # = Diferenca entre MrgD/KO HG e WT HG.
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Figura 4. A. Consumo alimentar. B. Consumo energético. N=8. ***P < 0,001.

4.2 PESO CORPORAL
Os camundongos MrgD/KO apresentam maior peso corporal em comparagdo ao controle

C57BL6/J independentemente da dieta. O peso corporal basal foi medido antes da separacdo
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entre os grupos de dietas ST e HG (Fig. 5 A). Apds 2 meses de inducdo da obesidade, ambos
os grupos MrgD/KO ST e HG ainda exibiam maior peso corporal em comparagdo aos
camundongos WT nas respectivas dietas ST ou HG (Fig. 5 B). Além disso, os recém-nascidos
MrgD/KO (5 dias de idade, prole de camundongos MrgD/KO ST) também exibiram maior peso
corporal em comparac¢do aos camundongos WT (Fig. 5 C). Portanto, esse padrdo parece ser

independente também da idade.

A) B) === Dieta ST c)
30— === Dieta HG 25—
dekkk 30— @ o *ok
3 20
S 2
= 20+ = [
s ? 20+ é 15—
g g z
8 =3 <
2 3 S 104
g 10— 2 S
g 2 10 153
o o]
& § 05—
o
0— 0- 0.0
WT MrgD/KO WT MrgD/KO WT MrgD/KO

Figura 5. A. Peso corporal n=40. B. Peso corporal apds dieta HG n=20 C. Peso corporal de camundongos neonatos
n=5. * P<0,05; **P < 0,01. **** P< 0,0001. @ = Diferenca entre MrgD/KO ST vs WT ST. # = Diferenca entre
MrgD/KO HG e WT HG.

4.3 PRESSAO SANGUINEA
N3ao houve diferenca estatisticas entre os grupos. Em todos os grupos a pressao arterial

média tem valores semelhantes, entre 100 e 150mmHg (Fig. 6).
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Figura 6. Pressdo sanguinea. A. Pressdo arterial sistolica (PAS). B. Pressdo arterial diastdlica (PAD) e C. Pressdo
arterial média (PAM). n=8.
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4.4 ADIPOSIDADE

A adiposidade basal foi medida em outros grupos de camundongos com a mesma
idade do inicio do experimento, antes da separacdo entre os grupos ST e HG (animais com 8
semanas). Os camundongos MrgD/KO mostraram aumento da adiposidade em comparacdo
aos camundongos WT (Fig 7. A). No entanto, em animais mais velhos, que passaram pelo
periodo de 2 meses de separa¢do para formarem os grupos de dietas ST e HG, o grupo
MrgD/KO ST exibiu adiposidade semelhante em comparagdo ao grupo WT ST. Ou seja, nos
animais MrgD/KO a adiposidade parece diminuir com a idade. Embora ndo estatisticamente
significativo, o grupo MrgD/KO ST apresentou uma média de adiposidade maior em
comparac¢do ao grupo WT ST (1,247 vs 1,162, respectivamente. P valor = 0,54). Este ligeiro
aumento da adiposidade foi devido ao aumento do tecido adiposo branco mesentérico (Fig. 7
C). O grupo MrgD/KO em dieta HG exibiu menor adiposidade em comparag¢do ao grupo WT
HG. Além disso, ambos os grupos (MrgD/KO e WT) em dieta HG aumentaram com sucesso o
conteudo de tecido adiposo branco em comparacdo ao seu préprio controle ST. No entanto,

o grupo WT HG aumentou a adiposidade de forma mais significativa (Fig. 7 B).
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Figura 7. A) Adiposidade entre os animais MrgD/KO e WT. B) Adiposidade apds dieta HG. C) Comparagdo entre
MrgD/KO ST e WT ST e Peso do coragdo de camundongos com 5 dias de vida. D) Comparagdo entre MrgD/KO HG
e WT HG. E) Comparacdo entre MrgD/KO HG e MrgD/KO ST. F) Comparacdo entre WT HG e WT ST. G) Histologia
em HE dos tecidos adiposos branco epididimal e marrom e didmetro dos adipdcitos n=3. * P<0,05; ***P < 0,001;
# = Diferenca entre MrgD/KO HG e WT HG. n=20.
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4.5 PESO DO CORACAO, FIGADO E PANCREAS

O peso do coracdo nao foi diferente entre os grupos MrgD KO ST e WT ST, nem em
adultos nem em neonatos (Fig. 7 C). No entanto, a obesidade induziu uma diminuicdo na
proporcdo do peso do coracdo em camundongos WT HG em comparacdo ao seu proéprio
controle ST (Fig. 7 F). A dieta HG diminuiu a proporc¢do de peso do figado em MrgD/KO HG em
comparacdo com o grupo WT HG (Fig. 7 D). A obesidade também diminuiu a propor¢do do
peso do pancreas em ambos os grupos MrgD/KO e WT (Fig. 7 C e F). No entanto, a diminuigdo
da proporc¢do do pancreas foi menos significativa entre os grupos MrgD/KO (Fig. 7 E). Além
disso, os camundongos MrgD/KO ST mostraram peso do pancreas reduzido em comparacgado

ao grupo WT ST (Fig. 7 C).

4.6 COLESTEROL TOTAL, TRIGLICERIDEOS E LIPOPROTEINAS
Os grupos HG apresentaram colesterol total aumentado em relacdo aos seus respectivos

controles. Nao foram observadas diferencas entre os grupos nos niveis de triglicerideos, HDL, VLDL

e LDL (Fig. 8).
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Figura 8 A) Colesterol total. B) Triglicerideos. C) Lipoproteina de alta densidade (HDL). D) Lipoproteina de baixa
densidade (LDL). E) Lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) n=8. *P < 0.05; **P < 0.01.
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4.7 PERFIL DA GLICEMIA

A sensibilidade a insulina ndo foi alterada entre os grupos (Fig. 9 A). No teste de
tolerancia a glicose (TTG), os camundongos WT HG em jejum mostraram tolerancia a glicose
diminuida juntamente com um aumento na glicemia em jejum (testado no dia da eutanasia)
(Fig. 9 B e C). De acordo com a analise de area sob a curva, os camundongos MrgD/KO HG
aumentaram os niveis de glicose no TTG em compara¢do com MrgD/KO ST (* Pvalue = 0,0145).
No entanto, o grupo WT HG apresentou maior glicemia na area do grafico sob a curva (****
Pvalue <0,0001) (Fig. 9 B). Este resultado demonstrou que MrgD pode desempenhar um papel

importante na homeostase da glicose.
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4.8 NIVEIS CIRCULANTES DE ALAMANDINA E ANGIOTENSINAS I, Il E I-7

O grupo MrgD KO ST diminuiu os niveis de alamandina em compara¢do com ao grupo
WT ST. Curiosamente, quando submetidos a dieta HG, os camundongos MrgD KO HG
aumentaram os niveis circulantes de alamandina em comparagao ao grupo WT HG. Também
digno de nota foi o fato da obesidade diminuir os niveis de alamandina, uma vez que
camundongos WT HG reduziram a circulacdo de alamandina em comparacdo ao grupo WT ST.
Nenhuma diferenca estatistica foi observada nos niveis plasmaticos de Ang I, Ang Il e Ang-(1-
7). No entanto, observamos uma tendéncia dos niveis de Ang-(1-7) em responder da mesma

maneira que os niveis de alamandina considerando a dieta HG e o genétipo (Fig. 10).
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Figura 10. Niveis circulantes de alamandina e angiotensinas |, Il e I-7. n=8. @ representa a diferenca entre

MrgD/KO ST vs WT ST e # representa a diferenca entre MrgD/KO HG e WT HG. * P<0,05; ** P<0,01. No grafico
da Angiotensina-1-7, os numeros nas barras representam a média de cada grupo.
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4.9 EXPRESSAO DE RECEPTORES DO SRA NOS TECIDOS ADIPOSOS

A hipdtese deste trabalho é a de que o receptor MrgD desempenha um papel
importante no metabolismo, dessa forma se torna essencial validar a expressdao deste
receptor nos tecidos metabdlicos mais notérios. O PCR em tempo real confirmou que o
receptor MrgD é expresso em tecidos adiposos branco e marrom de camundongos WT.
Descobrimos que a obesidade induzida pela dieta HG reduziu substancialmente a expressao
de MrgD no TAM. No tecido adiposo branco a expressao de MrgD mostrou resultados
semelhantes entre camundongos ST e HG (Fig. 11). Além disso, no tecido adiposo branco a
expressao do receptor MAS estd aumentada nos grupos MrgD/KO. Ja no TAM ndo houve
diferenca na expressao do receptor MAS. No TAM os camundongos MrgD/KO HG aumentaram
a expressao de AT2g em comparagao ao grupo WT HG. Ja no tecido adiposo branco ndo houve
diferenca (Fig. 12). O RNASeq também mostrou resultados interessantes em relagdo ao SRA,
a andlise de expressdo diferencial (DEG) mostrou aumento da regulacdo para o gene que
codifica ECA em animais MrgD/KO ST em compara¢do ao grupo WT ST (valor P = 0,008) e
também mostrou aumento da regulacdo para o gene que codifica o receptor AT1 em animais

MrgD/KO HG em comparag¢do com WT HG (valor P = 0,02).
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Figura 11. Expressdo do receptor MrgD no tecido adiposo marrom e no tecido adiposo branco epididimal de
camundongos C57BL6/J ST e HG. n=8.
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Figura 12. PCR em tempo real de receptores do SRA. Expressao dos receptores do SRA no tecido adiposo marrom
(gréficos marrons) e no tecido adiposo branco (graficos amarelos). O N variou de 4 a 5. * P<0,05. ***P< 0,001.

4.10 TRANSCRIPTOMA
4.10.1. A OBESIDADE INDUZ MUDANGAS DE EXPRESSAO GENICA NO TAM (COMPARACAO
ENTRE WT HG VS WT ST)

Camundongos WT HG regularam a expressao de 1148 genes no TAM em comparagao
ao grupo WT ST (Fig. 13 A). Os marcadores classicos associados a ativacdo do TAM foram
regulados positivamente no grupo WT HG (Fig. 15). As andlises revelaram o enriquecimento
significativo de vias relacionadas ao metabolismo de acidos graxos, ao metabolismo de
carboidratos e a termogénese (Fig 16). Além disso, as analises GO e Reactoma revelaram o

enriguecimento de termos e reacdes que compreendem componentes mitocondriais (Fig. A2
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e A3). Explorando mais profundamente as vias do ciclo do acido citrico, da fosforilagdo
oxidativa, da glicdlise e da termogénese, observamos um numero substancial de genes
regulados positivamente, incluindo genes que codificam enzimas-chave. Aqui, mostramos que
o TAM de camundongos WT teve o desempenho esperado frente a um desafio hipercaldrico.
A dieta HG aumenta o trabalho mitocondrial nos adipdcitos marrons, regulando a expressao
de enzimas e coenzimas responsaveis pelo metabolismo dos nutrientes e transformando-os
em calor, energia livre ou estoque de energia de acordo com a quantidade de entrada dos

nutrientes.

4.10.2. A ATIVAGAO DO EIXO ALAMANDINA/MRGD E IMPORTANTE PARA UMA RESPOSTA
CONVENCIONAL A DIETA HG (COMPARAGCAO ENTRE MRGD/KO HG VS MRGD/KO ST)

A andlise DEG mostrou que os camundongos MrgD/KO em dieta HG regularam a
expressdo de 45 genes em comparag¢ado ao grupo MrgD/KO ST (Fig. 13). Dentre esses genes,
31 ndo alteraram sua expressao entre os grupos WT HG e WT ST. Esses resultados chamaram
a nossa atengdo, uma vez que se presume que os camundongos MrgD/KO HG ndo regularam
a expressao de 1134 genes no TAM em resposta a uma dieta HG (Fig. 14). Basta observar o
numero de genes regulados para supor que a auséncia do receptor MrgD é importante para a
resposta convencional do TAM a um desafio hipercaldrico. A analise de KEEG revelou que os
genes regulados positivamente foram agrupados em 6 vias: sinalizacdo de PPAR, degradacao
de acidos graxos, metabolismo de acidos graxos, adipocitocina, peroxissomo e sinalizacdo
PI3K-Akt (Fig. 16 B). Genes regulados negativamente foram agrupados em GO terms, vias e
reacoes basicamente relacionadas a atividade e estrutura ribossomal (Fig. 16, A2, A3 e A6).
Quase todas as vias enriquecidas relacionadas aos genes regulados positivamente ocorreram

devido ao aumento da expressdo de apenas dois genes: acetyl Coenzyme A acyltransferase 1B
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(Acaalb) e acyl CoA synthetase long-chain family member 3 (Acsl3) (pvalor = 8.8897e-8 e
0.00013593), o que sugere um aumento no metabolismo lipidico. AcsI3 é responsavel pela
formacao de acil-CoA pelo catabolismo de acidos graxos de cadeia longa e Acaalb codifica a
enzima tiolase mitocondrial importante para a beta-oxidacdo. A expressao de FNDC5 também
foi aumentada nos animais MrgD/KO HG (pvalor = 0,02). Apesar deste gene n3o estar incluido
nas vias enriquecidas é importante considera-lo pois ele codifica irisina, uma importante
miocina com efeitos antiobesidade. O aumento da expressdo dos genes Acaalb e Acsl3 é
esperado frente a um desafio de dieta HG. No entanto, foi uma mudanga minima em relacao
ao numero de genes regulados e em contraste as alteracGes observadas em WT HG (por
exemplo, a comparagao entre a via da termogénese Fig. A7). Por outro lado, aparecem vias
enriquecidas na comparag¢do entre os grupos MrgD/KO que ndo foram reguladas entre os
grupos WT. O enriquecimento na via ribossomal foi codependente da dieta HG e do
knockdown do receptor MrgD, uma vez que os genes que codificam proteinas ribossomais nao
foram alterados nem nas comparacdes entre WTHG vs WTST e nem entre MrgD/KO vs WT
(tanto em dieta HG quanto em dieta ST). Oito genes que codificam proteinas ribossomais
foram regulados negativamente em camundongos MrgD/KO pela dieta HG (Fig. A6). A
atividade do ribossomo é fundamental para todos os processos celulares, portanto a
diminuicdo da expressdo de seus componentes sugere um obstaculo para o TAM produzir
proteinas e funcionar corretamente, principalmente em uma situacdo de desafio energético.
A via de sinalizacdo PI3K-Akt também foi enriquecida na comparacdo entre MrgD/KO HG vs
MrgD/KO ST (Padj = 0,047). Essa via esta envolvida na sinalizacdo do receptor MAS e é
importante para uma ampla gama de processos celulares, como metabolismo, crescimento
celular e sobrevivéncia celular. O grupo MrgD/KO HG apresentou 3 genes dessa via regulados

positivamente (fator de crescimento de fibroblastos 1, homdlogo do fator de Von Willebrand
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e fosfoenolpiruvato carboxicinase 1 citosélico) e 1 gene regulado negativamente (GPy).

Embora a via de PI3K-Akt tenha sido enriquecida, as expressdes dos genes PI3K e AKT

aumentaram apenas na comparacao entre WTHG vs WTST (pvalor = 0,0003 e 0,002).

A auséncia do receptor MrgD levou a uma resposta inesperada a dieta HG. Os animais

KO ndo regularam a expressdo de genes que codificam proteinas termogénicas e

mitocondriais.
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Figura 13. Andlise de expressdo
diferencial de genes. O grafico do
lado esquerdo representa a
comparagao entre os grupos WT HG
vs WT ST e o gréfico do lado direito
representa a comparagdo entre os
grupos MrgD/KO HG vs MrgD/KO
ST. O eixo horizontal indica a
diferenca de expressdo dos genes, o
eixo vertical indica o grau
estatisticamente significativo de
mudancas nos niveis de expressao
dos genes, quanto menor o valor de
padj, maior o -logl0 (padj), mais
significativa é a diferenca. Cada
ponto representa um gene, O0s
pontos azuis indicam que ndo ha
diferenca significativa, os pontos
vermelhos indicam genes de
expressdao diferencial regulados
positivamente, os pontos verdes
indicam genes de expressdo
diferencial regulados
negativamente.

Figura 14. Diagrama de Venn
comparando o numero de
diferentes genes expressos em cada
comparagdo. O grupo WT HG
regulou 1134 genes em relagdo ao
grupo WT ST (cinza), o grupo
MrgD/KO HG regulou apenas 31
genes em relagdo ao grupo
MrgD/KO ST (azul). A sobreposictes
entre as comparacgdes (azul + cinza)
indica que apenas 14 genes foram
comumente regulados.
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Figura 16. Andlise de enriquecimento KEGG. Nestes graficos estdo representadas as vias de sinalizagdo mais
enriquecidos de cada comparagdo. A) Comparacdo entre os grupos WT HG e WT ST. As vias mais enriquecidas
foram relacionadas a genes regulados positivamente. B) Comparac¢do entre os grupos MrgD/KO HG e MrgD/KO
ST. Apenas sete vias foram enriquecidas. A via de ribossomo foi enriquecida por genes regulados negativamente
(ponto verde). As demais vias foram enriquecidas por genes regulados positivamente. O numero de genes
regulados em cada via esta entre parénteses.
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4.10.3. A AUSENCIA DO RECEPTOR MRGD LEVOU A UMA REGULAGAO NEGATIVA DO
PADRAO DE TRANSCRITOS NO TAM E ENRIQUECEU VIAS DE CARDIOMIOPATIAS
(COMPARAGAO ENTRE MRGD/KO ST VS WT ST)

A analise de expressao diferencial revelou 476 genes regulados no TAM de animais
MrgD/KO ST vs WT ST. Curiosamente, os genes regulados negativamente representam a
maioria, incluindo 445 genes (Fig. 17).

Os animais MrgD/KO regularam negativamente diversos genes proprios de
cardiomidcitos e midcitos. Os adipdcitos marrons sao originados a partir do mesmo precursor
de midcitos e por isso apresentam uma assinatura miogénica (Timmons J A et al., 2007). Na
situacdo de dieta controle o TAM de animais MrgD/KO ST apresenta um padrdo de expressao
conhecido por promover cardiomiopatias (Fig. 18 e A8). Esses resultados fortalecem os
estudos que apontam o eixo alamandina/MrgD como importante para a fungdo cardiaca.
Entre os genes regulados responsaveis por enriquecer as vias de cardiomiopatias a titina se
destaca como a proteina mais influente pela analise de centralidade de PPI. A titina tem
influéncia na atividade ou expressdo de 42 dos genes regulados, sendo que 30 desembocam
na titina (indegree) e 12 acontecem a partir da titina (outdegree).

Os genes regulados negativamente, que foram a maioria na comparagao entre
MrgD/KO ST vs WT ST, enriqueceram também GO terms relacionados ao desenvolvimento dos
midcitos, a contratilidade cardiaca e ao transporte de ions calcio (Tabela Al). A analise de
reactoma revelou reacdes enriquecidas também relacionadas a contracdo muscular,
conducdo cardiaca e homeostase de ions, além da reacdo do metabolismo do glicogénio (Fig.
A4). E interessante percebermos que a comparacdo WT HG vs WT ST se assemelha a
comparagdo MrgD/KO ST vs WT ST em relagdo a genes regulados negativamente e agrupados

em termos referentes a fungdo muscular e transporte de ions (Fig. Al e tabela A4).
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Os genes regulados positivamente enriqueceram o GO terms do trimero do coldgeno
e 3 reacOes do reactoma (biossintese do colageno e enzimas modificadoras, formacdo do
coldgeno e eliminacdo do heme do plasma) (Tabela A2). De acordo com a analise de DEG o
grupo MrgD/KO ST regulou positivamente alguns genes da matriz extracelular (MEC) (Tabela
A3). Entretanto, a regulacdo de genes da MEC teve uma extensdo muito maior em animais
MrgD/KO HG comparados com WT HG (veja a seguir no proximo tdpico). Os animais MrgD/KO
ST diminuiram de forma muito expressiva a expressao de FNDC5 (valor de p = 0,0000016964).

Muito notavel foi a quantidade de ATPases e canais idnicos regulados para baixo
(Tabela 1). O equilibrio de ions é importante para o correto funcionamento da célula e afeta
o metabolismo e os mecanismos associados aos adipdécitos. A homeostase de ions aparece
como reacdo enriquecida na analise de reactoma (Fig. A4). E interessante notar que os genes
regulados que codificam canais de ions sdo todos relacionados a canais de calcio e de potdssio.
Além disso, todas as ATPases reguladas sdao componentes da cadeia de transporte de elétrons
em adipécitos marrons (Tabela 1). Esses resultados sugerem um desequilibrio na
concentragdo de ATP e ions no TAM de camundongos MrgD/KO.

A auséncia do receptor MrgD também regulou alguns genes relacionados ao
metabolismo. Confirmamos por PCR em tempo real a expressdo desses genes, assim como a
expressao de alguns genes relacionados a cardiomiopatia (Fig. 19). Um dos genes regulados
do qual foi importante para o enriquecimento de vdrias vias foi o PRKAA. Este gene codifica a
subunidade alfa da AMPK. Os camundongos MrgD/KO ST diminuem a expressdo de PRKAA
cerca de 3,504 vezes (resultado do RNA Seq. valor de P = 0,000016) comparado aos animais
WT ST. A regulacdo de AMPK contribuiu para o enriquecimento de 19 vias em camundongos

MrgD/KO ST. Por ser um importante sensor energético, a AMPK influencia uma série de
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mecanismos como metabolismo de proteinas, metabolismo de lipidios, metabolismo de

glicose e homeostase mitocondrial (Fig. A10).

MrgD/KO ST vs WT ST

Figura 17. Andlise de expressao
Genes com expressio alterada (476): diferencial de genes entre os grupos
MrgD/KO ST e WT ST. O eixo horizontal
indica a diferenca de expressdo, o eixo

*  Negativamenteregulados:445 . T -
gl .. vertical indica o grau estatisticamente
. significativo de mudangas nos niveis de
. expressdo dos genes, quanto menor o
ses valor de padj, maior o -log10 (padj), mais
significativa é a diferenga. Cada ponto
representa um gene, 0s pontos azuis
indicam que ndo ha diferenca significativa
nos genes, os pontos vermelhos indicam
genes de expressdo diferencial regulados
positivamente, os pontos verdes indicam
genes de expressao diferencial regulados
negativamente. Os animais MrgD/KO ST
regularam ao todo 476 genes em relagdo
ao grupo WT ST. A maioria dos genes foi
regulada negativamente (445) e apenas
31 genes foram regulados positivamente.
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Figura 18. Analise de enriquecimento KEGG. Vias de sinalizagdo mais enriquecidas na comparagao entre
MrgD/KO ST vs WT ST. Todas as vias foram enriquecidas por genes regulados negativamente.
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Tabela 1. Expressao de genes que codificam canais i6nicos e fatores da cadeia transportadora de
elétrons (CTE). Comparacdo entre os grupos MrgD/KO ST vs WT ST.

Gene P valor Log2FoldChange
Cacngb 0,00431 -2,312
Cacnals 0,00001 -2,143
Cacngl 0,00001 -2,111
Cacna2dl 0,00001 -2,052
Kenj12 0,00001 -2,185
Kenmal 0,00284 -2,357
Kcna?7 0,00002 -2,042
Kencl 0,00001 -2,085
Keng5 0,00104 -1,593
Kenfl 0,0001 -1,962
Ngol 0,00011 -1,845 CTE
Atp5gl 0,00002 -1,77 CTE
Atpafl 0,01657 -0,816 CTE
Ndufaf5 0,04203 -0,603 CTE
Atp5j 0,00827 -0,551 CTE
Atp5g3 0,03766 -0,455 CTE

*CTE, cadeia transportadora de elétrons.
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4.10.4. CAMUNDONGOS MRGD/KO HG DIMINUEM A EXPRESSAO DE MARCADORES DE
RECRUTAMENTO DO TAM E AUMENTAM A EXPRESSAO DE GENES DA MATRIZ
EXTRACELULAR (MEC) (COMPARAGAO ENTRE MRGD/KO HG VS WT HG)

Os camundongos MrgD KO HG regularam a expressao de 521 genes no TAM em
comparacdo aos camundongos WT HG (Fig. 20). Genes regulados negativamente foram
agrupados principalmente em GO terms referentes a estrutura mitocondrial e ao metabolismo
lipidico (Fig. 21). Uma vez que, o grupo WT HG aumentou dramaticamente a expressao de
genes relacionados a atividade do TAM e que o grupo MrgD/KO HG ndo seguiu este ajuste,
esperava-se que esses genes fossem, de fato, regulados negativamente na comparagdo entre
MrgD/KO HG vs WT HG (como por exemplo, UCP1, Pgcla, citocromo c oxidase 5A, adenilil
ciclase, NADH-ubiquinona oxidoredutase e Carnitina-acilcarnitina translocase). Os genes

regulados negativamente enriqueceram 22 vias na andlise KEGG e 13 reacdes de reactoma
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também essenciais para a atividade do TAM, tais como metabolismo do carbono, ciclo de
krebs, metabolismo dos acidos graxos e via da AMPK (Fig. 22 e A5). Além disso, 6 termos
referentes a estrutura mitocondrial foram enriquecidos por genes regulados negativamente
no TAM de animais MrgD/KO HG vs WT HG (Tabela A5).

Os termos, reacdes e vias mais enriquecidos que compreendem os genes regulados
positivamente foram todos relativos a MEC, a angiogénese e ao tecido conjuntivo (Fig. 21, 22
e A5). Foi demonstrado que a obesidade diminui a eficiéncia dos tecidos na recuperac¢do do
trauma. Esta observacgdo é baseada em estudos que mostram alteracGes na expressdo génica
e no nivel de proteinas de componentes da MEC, por exemplo, diminuicdo da expressao de
Lox e colageno e aumento da expressao do inibidor tecidual de metaloproteinase (Gihring A
et al 2020). Curiosamente, os camundongos MrgD/KO HG mostraram aumento da expressao
de varios genes relacionados a MEC (Tabela A3). Esta regulacdo também aparece entre os
animais MrgD/KO ST vs WT ST, entretanto é mais significativa na comparac¢do entre MrgD KO
HG vs WT HG. Portanto, parece ser uma regulacdo associada a auséncia do receptor MrgD e

agravada pela dieta HG.

MrgD/KO HG vs WT HG Figura 20. Andlise de expressdo diferencial

de genes entre os grupos MrgD/KOHG e WT

Genes com expressdo alterada (521): HG. O eixo horizontal indica a diferenca de
Positivamente regulados:321 expressdo genes, o eixo vertical indica o
Negativamente regulados: 200 grau estatisticamente significativo de
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pontos verdes indicam genes de expressao
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Figura 21. Analise de enriquecimento GO. Termos mais enriquecidos na comparacgdo entre MrgD/KO HG vs WT
HG. Barras verdes representam os termos enriquecidos por genes regulados negativamente e barras pretas
representam os termos enriquecidos por genes regulados positivamente. O nimero de genes regulados estd em
parénteses.

MrgD/KO HG vs WT HG

Metabolismo de carbono (21)

Degradagao de valina, leucina e isoleucina (13)
Metabolismo de propanoato (10)

Ciclo de krebs (10)

Degradacéo de &cido graxo (10)

Peroxissomo (12)

Metabolismo de &cidos graxos (11)

Digestéao e absorcéo de proteinas (11)

Via de sinalizagdo AMPK (8)

Metabolismo de glioxilato e dicarboxilato (6)
Metabolismo de beta-alanina (6)

Interagdo MEC-receptor (8)

Recuperacéo de bicarbonato do tubulo proximal (4)

Metabolismo do triptofano (7)

I I I ] I
0 1.3 5 6 8.3

-log10(padj)

Figura 22. Andlise de enriquecimento KEGG. Vias de sinalizacdo mais enriquecidas na comparagdo entre
MrgD/KO HG vs WT HG. As vias marcadas com ponto vermelho foram enriquecidas por genes regulados
positivamente. Todas as outras vias foram enriquecidas por genes regulados negativamente. O nimero de genes
regulados em cada via esta entre parénteses.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho mostramos que o TAM depende do receptor MrgD para exibir padrao
normal de expressdo génica e para responder a uma dieta rica em carboidrato. Reforcamos
ainda o papel cardioprotetor da alamandina, uma vez que na auséncia do receptor MrgD vias
de sinalizacdo relacionadas a cardiomiopatia também foram enriquecidas.

O SRA representa forte conexao entre a obesidade e suas consequéncias metabdlicas. Este
elo pode ser prejudicial ou benéfico para o organismo obeso, dependendo do peptideo e do
receptor ativado. O aumento dos efeitos da Ang Il por meio de AT1g auxilia no
desenvolvimento e na manutencdo da obesidade >34, Em contraste, os efeitos da Ang-1-7
através do receptor MAS reduzem os desequilibrios metabdlicos e vasculares causados pela
obesidade 4°-°2, Neste sentido, os niveis circulantes de peptideos do SRA s3o responsaveis por
grandes alteragGes metabdlicas. Aqui nés mostramos que a obesidade diminuiu tanto os
niveis de alamandina circulante quanto a expressdao de MrgD no TAM de animais WT HG,
sugerindo que o eixo Alamandina/MrgD pode ser importante para o metabolismo (Fig. 10 e
11). A propdsito, na auséncia do receptor MrgD animais KO diminuiram os niveis de
alamandina circulante quando submetidos a dieta padrdo (Fig. 10). Este resultado coincide
com a analise de cluster mostrada pelo heatmap do qual sugere uma proximidade maior dos
animais MrgD/KO com os animais WT HG do que com o grupo WT ST (Fig. Al). Entretanto, o
grupo MrgD/KO aumentou os niveis de alamandina quando em dieta HG em comparag¢do ao
grupo WT HG (Fig. 10). Os animais MrgD/KO HG aumentaram a expressao do receptor AT2 no
TAM. Além disso, a expressdo do receptor Mas no tecido adiposo branco diminuiu em animais
WT HG e, de forma interessante, aumentou nos grupos MrgD/KO (Fig. 12). Visto que o eixo
ECA2/Ang-(1-7) representa beneficios ao organismo obeso, o aumento da atividade dos

receptores MAS e AT2, juntamente com o aumento dos niveis de alamandina e Ang-(1-7)
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circulantes podem representar fatores benéficos de contra regulacdo que auxiliam os animais
MrgD/KO a manterem o tecido saudavel. Por outro lado, o aumento da expressdo de ECA e
de AT1g (observado na analise DEG) no TAM de camundongos MrgD/KO ST pode contrapor os
efeitos da Ang-(1-7). Entretanto, ndo observamos diferencas estatisticas nos niveis de Ang |l
circulante.

Além dos niveis de peptideos do SRA, a profunda diminuicdo do TAM em camundongos
MrgD/KO ST também foi surpreendente (Fig. 3). A diminui¢cdo no peso do TAM ndo pode ser
interpretada sozinha como diminuicdo da atividade, pois também pode estar relacionada ao
maior uso de estoques lipidicos, significando, neste contexto, um aumento no recrutamento
de adipdcitos marrons 4. No entanto, de fato, a histologia em HE n3o mostrou diferenca na
area dos adipdcitos preenchidos com lipidios, nem no TAM nem no tecido adiposo epididimal
(Fig. 7). A andlise do transcriptoma nos mostrou que entre os 476 genes regulados pelo grupo
MrgD/KO ST em comparacgdo ao grupo WT ST, 445 foram regulados negativamente (Fig. 17).
A hexoquinasel (Hk1l) representa um dos poucos genes com expressdo aumentada na
comparag¢do MrgD/KO ST vs WT ST (com valor de p = 0,001), essa enzima fosforila a glicose
para formar a glicose-6-fosfato. HK1 se conecta ao voltage-dependent anion-selective channel
1(VDAC1) na membrana mitocondrial e por isso aumenta a fosforilagao oxidativa mitocondrial
da glicose. Visto que VDAC1 permite a passagem de ATP da mitocondria para o citoplasma, a
atividade de HK1 e VDAC1 ocorre na tentativa de aumentar a atividade mitocondrial e os niveis
de ATP no citoplasma 8%, Por outro lado, VDAC1 tem expressdo diminuida nos animais
MrgD/KO ST (Pvalor = 0,00034) o que nos indica que pouco ATP esta em transito. Ao mesmo
tempo, o fato de o cluster de genes da cadeia transportadora de elétrons ser regulado
negativamente nos animais MrgD/KO ST (Tabela 1) nos leva a interpretacdo de que ha um

desequilibrio no nivel de ATP, visto que entre esses genes 5 codificam ATPases. Com o
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aumento de atividade termogénica por UCP1, tem-se naturalmente a diminuicdo da atividade
de ATPses. Entretanto, os marcadores termogénicos cldssicos e genes diretamente
relacionados ao recrutamento e ativacdo de adipdcitos marrons (UCP1, PgCla e PPARg) ndo
tiveram a expressdo alterada na comparacdo entre MrgD/KO ST vs WT ST. Esses resultados
indicam que provavelmente ha um desequilibrio energético, porém também indicam que a
termogénese adaptativa dependente de UCP1 ndo é alterada no TAM dos animais MrgD/KO
ST.

Em resposta a dieta HG espera-se o aumento da termogénese, do aporte de glicose e de
lipidios, assim como o aumento da estimulagcdo das vias de sinalizagdo responsdveis pelo
metabolismo desses nutrientes®®. Os camundongos WT HG responderam de maneira
esperada ao aumento do consumo caldrico. No entanto, além os camundongos MrgD/KO HG
mostraram resisténcia a dieta HG comparado aos animais MrgD/KO ST, uma vez que além de
ndao desenvolverem intolerancia a glicose ndao regularam no TAM mais de 1100 genes,
incluindo marcadores referentes ao aumento do metabolismo. E evidente que a auséncia do
receptor MrgD levou a alteragdes no TAM, mas nao foi possivel relacionar as alteragdes de
peso do TAM com alteracdes no nivel de recrutamento de adipdcitos. Considerando a drastica
regulacdo negativa na expressdo de transcritos entre MrgD/KO ST vs WT ST, assim como a
auséncia de resposta a dieta entre os grupos MrgD/KO podemos presumir que hda um
desequilibrio funcional no TAM desses animais que pode estar relacionado a regulacdo de
outros agrupamentos de genes, que ndo sé metabdlicos.

Genes regulados positivamente entre MrgD KO ST e WT ST (31 genes) codificam,
sobretudo, proteinas referentes a matriz extracelular, a angiogénese e as proteinas do tecido
conjuntivo. O acumulo de componentes da MEC, principalmente colagenos e fibronectina, é

encontrado no tecido adiposo de modelos animais obesos, prejudicando significativamente
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sua expans3do e contribuindo para o aumento da hipdxia e inflamacdo 2°. A fibrose do tecido
adiposo esta fortemente relacionada ao aumento do colageno tipo VI alfa 1 (Col6al), bem
como a sinalizacdo do fator transformador de crescimento beta (TGFB). A propdsito, esses
genes s3o regulados positivamente em ambos os grupos de MrgD/KO comparados aos grupos
WT. O Col6al, em organismos saudaveis, € importante para a estabilidade do tecido e suporte
molecular. O TGFB ativa fibroblastos promovendo o acimulo de componentes da MEC, além
disso o TGFB também colabora inibindo a diferenciacdo de adipdcitos bege &°. O TGFB pode
ser ativado pela trombospondina-1°°, que também é regulada positivamente em
camundongos MrgD/KO. Camundongos obesos knockout para Col6, apesar de apresentarem
instabilidade da MEC no tecido adiposo branco, melhoraram os parametros metabdlicos,
aumentaram o didmetro dos adipdcitos e preveniram a fibrose do tecido adiposo 1. Visto que
os animais MrgD/KO regulam positivamente os fatores da MEC e que essa regulagdo atinge
ainda maior numero de genes apos a dieta HG, esses resultados indicam que camundongos
MrgD/KO podem apresentar TAM rigido, com excesso de colageno e, principalmente, quando
submetidos a dieta HG, apresentam desequilibrio macico da MEC, o que pode prejudicar a
funcdo de reparo tecidual. Embora os camundongos MrgD KO tenham regulado positivamente
os componentes dos genes da MEC no TAM, eles também aumentaram a expressao de um
agrupamento de genes que codificam metaloproteinases (Tabela A3). As metaloproteinases
sdo endopeptidases zinco-dependentes que desintegram os colagenos e outros componentes
da matriz extracelular °2. Portanto, o aumento da expressdo de metaloproteinase pode indicar
uma maneira de amenizar os efeitos do excesso de colageno, principalmente em
camundongos MrgD/KO HG. Isso pode estar relacionado a um efeito atenuante que permitiu
o aumento do peso do TAM observado apds a dieta HG em animais KO (Fig. 3). Estes dados

estdo de acordo com estudos que mostram a diminuicdo de metalopreteinase via
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alamandina33 €23, O FNDC5 codifica a irisina, um horménio termogénico e protetor contra a
obesidade °*°6, Curiosamente, o grupo MrgD/KO ST em compara¢do a camundongos WT ST
mostrou uma regula¢do negativa de FNDC5, ja o grupo MrgD/KO HG aumentou a expressdo
de FNDCS5, o que também pode indicar um mecanismo de compensacdo. Nesse aspecto, as
metaloproteinases em conjunto com a regulacdo positiva do FNDC5 poderiam melhorar as
consequéncias metabdlicas dos animais MrgD/KO, aparecendo nos resultados como a
resisténcia a dieta HG.

Desde a descoberta da alamandina, ja estd estabelecida uma forte associa¢do do eixo
alamandina/MrgD com a func¢do cardiaca. Por exemplo, a alamandina reduz profundamente
o acumulo de coldgenos I, lll e fibronectina em camundongos tratados com isoproterenol 2>,
Além disso, Oliveira e colaboradores mostraram que os camundongos knockout para o
receptor MrgD produziram um aumento nos volumes diastodlico e sistdlico final e um aumento
nas dimensdes do ventriculo esquerdo caracterizando a cardiomiopatia dilatada 2°. Neste
contexto, a analise KEGG do RNAseq de camundongos MrgD/KO ST vs WT ST apontou
resultados curiosos. A cardiomiopatia dilatada e a cardiomiopatia hipertréfica foram as vias
mais enriquecidas (Fig. 18). Os adipdcitos marrons tém a mesma origem dos midcitos,
expressando fatores mais especializados no catabolismo de nutrientes do que os adipdcitos
brancos . Portanto, a expressdo de importantes elementos de cardiomidcitos no TAM se
deve a sua assinatura miogénica. As surpresas aqui foram a ocorréncia de um padrao de
expressao génica, em TAM, conhecido por endossar cardiomiopatias (sem qualquer estimulo
de dieta, drogas ou cirurgico) e uma intensa regulacdo de varios genes relacionados ao
coracdo em TAM de camundongos MrgD/KO ST (Tabela Al). Esses resultados apoiam as

descobertas de que o eixo alamandina/MrgD é importante para a fungdo cardiaca.



46

As vias de cardiomiopatias foram enriquecidas pela regulacdo negativa de agrupamentos
de genes que codificam proteinas estruturais, como integrina, sarcoglicanos, troponina T2
cardiaca, miosinas, tropomiosina 2 beta e titina, bem como varios genes que codificam canais
ibnicos, ATPases mitocondriais e AMPK. A titina é a maior proteina encontrada em mamiferos,
estd localizada na extensdo do sarcémero, protegendo-o estruturalmente 7. E expressa
também em tecidos adiposos, mas ndo se sabe ainda a funcdo da titina para tecidos
enddcrinos. Entretanto, de acordo com as analises de centralidade (protein-protein
interaction) a titina foi a proteina com maior influéncia entre os genes regulados entre os
animais MrgD KO ST vs WT ST. Neste sentido, a titina parece ser uma proteina muito
importante para a interacdo entre alamandina/MrgD. Extrapolando um pouco para a funcado
da titina no musculo cardiaco temos que, (i) a auséncia de titina esta relacionada a um menor
recuo eldstico apds a contragdo ventricular; (ii) a hipertensdo induzida pela ativacdo do SRA
também é associada a fosforilacdo da titina e (iii) a auséncia de titina em animais transgénicos
levou a cardiomiopatia dilatada °8. As integrinas contribuem para a ades3o celular, para a
organizacdo da matriz extracelular e estdo envolvidas na modificacdo da MEC durante a
diferenciacdo de adipdcitos. No coracdo, a reducdo de integrinas leva a fibrose progressiva e
ao desenvolvimento de cardiomiopatia °°. A miosina fornece suporte estrutural ao sarcdmero
e modula a atividade ATPase relacionada a contratilidade cardiaca em resposta a estimulacdo
adrenérgica 1. Apesar do papel cldssico nos musculos esqueléticos e cardiaco n3o estd
estabelecido se essas proteinas estruturais exercem efeitos na sinalizacdo metabdlica no TAM.
No entanto, com todos esses agrupamentos de genes que codificam proteinas estruturais
regulados para baixo no TAM, os camundongos MrgD/KO s3do mais propensos a
desenvolverem ineficiéncia da MEC, bem como falhas na comunicacao de suas células com o

z

meio externo. E interessante percebermos que na condi¢cdo basal, com dieta ST e sem
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estimulos metabdlicos, a auséncia do receptor MrgD é mais responsavel pela regulacdo de
genes que codificam proteinas estruturais do que genes que codificam proteinas reconhecidas
por regular o metabolismo.

O grande numero de canais de calcio, canais de potassio e ATPases mitocondriais
regulados para baixo nos animais MrgD/KO também chamaram nossa atenc¢do. A baixa
expressao de canais de calcio sugere menor entrada de calcio no citoplasma. No entanto,
algumas bombas de cdlcio especificas da membrana mitocondrial também foram reguladas
para baixo, indicando baixa entrada de calcio na mitocondria e consequente acumulo de calcio
no citoplasma. As concentragdes de cdlcio intra e extracelulare sdo importantes para diversas
vias metabdlicas, sinalizacdo cardiaca e sinapses. Estudos mostram que as concentragdes intra
e extracelulares de calcio e potassio podem interferir na sinalizacdo da adipogénese 101104,
Além disso, a ciclagem do cdlcio é uma forma de termogénese adaptativa independente de
UCP1. Esta pode acontecer por meio do aumento da atividade de creatina kinase mitocondrial
(CKMT) e por meio do aumento da ciclagem do calcio entre reticulo endoplasmatico e
citoplasma via RyR2 e ATP2A2 19, Foi mostrado que AMPK pode proteger contra a obesidade
aumentando também a sinalizacdo para a termogénese independente de UCPI,
provavelmente por meio de aumento da ciclagem de célcio 1°. Visto que, animais MrgD/KO
apresentam diminuicdo da expressao de diversos canais idbnicos, CKMT2, ATP2A2 e AMPK
(dados da anadlise DEG) é possivel que haja uma regulacdo desfavoravel a esse tipo de
termogénese na auséncia do receptor MrgD. Entretanto, essa relacdo deve ser mais
profundamente estudada.

Segundo a analise de componentes celulares 6 termos referentes a estrutura mitocondrial
foram enriquecidos por genes regulados negativamente no TAM de animais MrgD/KO HG vs

WT HG (Tabela A5). A mitocéndria é a organela da energia, responsavel pela beta oxidacao,
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pelo ciclo de krebs até a producdo de ATP e a termogénese adaptativa. A mitocondria também
estd envolvida no ciclo do calcio, uma vez que foi descoberto que a concentracdo de cdlcio
mitocondrial aumenta quando ha aumento de cdlcio no citosol. Além disso, a conexao com o
RE permite a passagem de cdlcio para a mitocdndria. O calcio mitocondrial além de ser
importante para a sinalizacdo de apoptose também é importante para aumentar a producao
de ATP via ativacdo de enzimas chave do ciclo de Krebs 0719 A estrutura mitocondrial é uma
das principais caracteristicas que a fazem tdo importante. Dessa forma, uma vez que ha
interferéncia direta da auséncia do receptor MrgD na expressdao de genes mitocondriais,
consideramos que a alamandina via MrgD pode ser importante para a sinalizagdo da
conservacdo de mitocondrias saudaveis.

No6s mostramos que os animais MrgD/KO ST diminuem a expressdo de AMPK no TAM, esse
resultado estd em linha com o trabalho que mostrou que a alamandina aumenta a liberagao
de dxido nitrico de forma dependente de AMPK no cardiomidcito 2. AMPK é um sensor de
energia chave para a homeostase energética, trabalha aumentando os niveis de ATP para a
normalidade e inibindo vias anabdlicas. O bom funcionamento da AMPK é essencial para a
diferenciacdo e funcionamento de adipdcitos marrons saudaveis 77 ¢ 1%, A regulac3o negativa
da AMPK em camundongos MrgD/KO ST pode ter acontecido devido a um desequilibrio dos
componentes estruturais e dos niveis de ATP e de cdlcio no TAM. O nao funcionamento da
AMPK leva a um adipécito marrom disfuncional, reduzindo a taxa de diferenciacdo de
adipdcitos marrons e frequentemente gerando fibrose e células fusiformes 1%°. AMPK pode
ser inibida pela proteina fosfatase 2 (PP2) 110, que estd regulada para baixo nos dois grupos de
animais MrgD/KO, entretanto é regulada para baixo em maior intensidade nos animais
MrgD/KO HG, pois este grupo diminuiu a expressdo de duas isoformas de PP2 (Fig. A10). Isso

poderia explicar o porqué os animais MrgD/KO HG ndo diminuiram a expressdo de AMPK em
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relacdo ao grupo WT HG, sugerindo neste caso PP2 como um contrarregulador. Esses
resultados mostram que o eixo alamandina/MrgD pode influenciar a via desta proteina.

Além disso, nds mostramos que os animais MrgD/KO tém propensdo a desenvolverem
desequilibrio nas concentracdes de célcio intracelular, uma vez que diversos canais de cdlcio,
assim como fatores que influenciam na concentracdo de cdlcio, foram regulados pela falta do
receptor MrgD (Fig. A9). Este resultado tem relagdo com o estudo que mostra a influéncia da
alamandina na sinalizagdo de calcio intracelular, melhorando a contratilidade de
cardiomidcitos em animais mREN por meio da regulacdo na concentracdo de calcio via
CaMKII%8,

Em conclusdo, a auséncia do receptor MrgD levou a alteragées significativas no padrao de
expressao génica no TAM. Desviou o tecido em direcio a uma profunda deplecdo de
transcritos e a uma auséncia de resposta ao desafio caldrico. Tendo em vista os agrupamentos
de genes regulados e as andlises de enriquecimento é possivel concluir que o eixo
alamandina/MrgD é importante para o metabolismo. A expressdo do receptor MrgD esta
relacionado a protecdo do TAM via manutencdo da estrutura celular, da estrutura ribossomal,

da estrutura mitocondrial e das sinalizacdes via ATP, cdlcio e AMPK.
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7. APENDICE

Cluster analysis of differentially expressed genes
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Figura Al. Andlise de cluster. Os genes foram agrupados de acordo com padrdo semelhante de expressdo. A
marcacdo azul é referente a genes regulados negativamente e a marcacdo vermelha é referente a genes
regulados positivamente. Podemos observar que os grupos MrgD/KO compartilham mais semelhangas com o
grupo WT HG do que com o grupo WT ST.
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Figura A2. Analise de enriquecimento GO. Nestes graficos estdo representados os termos mais enriquecidos de
cada comparagdo. A) Comparagao entre os grupos WT HG e WT ST. Os termos mais enriquecidos sdo forram
processos bioldgicos (BP) todos relacionados a genes regulados positivamente. B) Comparagao entre os grupos
MrgD/KO HG e MrgD/KO ST. Os termos mais enriquecidos foram relacionados a genes regulados negativamente,
aqueles termos enriquecidos por genes regulados positivamente estdo representados por um ponto vermelho.
BP, processo bioldgico; CC, componente celular e MF, funcdo molecular. O nimero de genes regulados em cada
termo estd entre parénteses.
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Figura A3. Reactoma ilustrando reagdes bioldgicas enriquecidas. O primeiro grafico representa a comparagao WT
HG vs WT ST. O segundo grafico representa a comparagdo entre MrgD/KO HG vs MrgD/KO ST. O tamanho dos
circulos indica a quantidade de genes regulados. A cor indica a diferencga estatistica, quanto mais vermelho maior a
significancia. GeneRatio se refere ao niumero de genes regulados por nimero de genes relacionados a reagao.
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Figura A4. Reactoma ilustrando reagdes bioldgicas enriquecidas entre os grupos MrgD/KO ST vs WT ST. O
tamanho dos circulos indica a quantidade de genes regulados. A cor indica a diferenga estatistica, quanto mais
vermelho maior a significancia. GeneRatio se refere ao numero de genes regulados por nimero de genes
relacionados a reagao.
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Figura A5. Reactoma ilustrando reagdes bioldgicas enriquecidas entre os grupos MrgD/KO HG vs WT HG. O
tamanho dos circulos indica a quantidade de genes regulados. A cor indica a diferenga estatistica, quanto mais
vermelho maior a significincia. GeneRatio se refere ao nimero de genes regulados por nimero de genes

relacionados a reacdo.
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Tabela Al. Analise de enriquecimento GO. Termos diretamente relacionados a funcao cardiaca e

homeostase de ions. Comparacdo entre MrgD/KO ST vs WT ST.

Descrigdo Pvalue *aGeneratio
Desenvolvimento de células cardiacas 5,59E-14 21/421
Diferenciagdo de células musculares cardiacas 2,39E-13 23/421
Diferenciagdo de células musculares cardiacas 2,39E-13 23/421
Desenvolvimento de tecido muscular cardiaco 1,12E-12 29/421
Conjunto de miofibrilas cardiacas 5,01E-12 11/421
Contragdo do coragao 5,94E-11 25/421
Processo cardiaco 1,46E-10 25/421
Contragdo do musculo cardiaco 2,06E-10 19/421
Transporte de ions de célcio 5,07E-09 33/421
Morfogénese do tecido muscular cardiaco 1,57E-08 13/421
Regulagdo da contragdo cardiaca 1,71E-08 20/421
Desenvolvimento de fibra muscular cardiaca 9,32E-08 7/421
Hipertrofia do musculo cardiaco 1,66E-07 14/421
Transporte transmembrana de ions de calcio 7,51E-07 24/421
Regulagdo do transporte de ions de calcio 7,74E-07 22/421
Regulagdo da sinalizagdo mediada por calcio 9,71E-07 13/421
Morfogénese do coragdo 2,66E-06 20/421
Potencial de agdo das células musculares cardiacas 9,31E-06 9/421
Regulagdo da frequéncia cardiaca 1,39E-05 11/421
Relaxamento do musculo cardiaco 1,52E-05 5/421
Transporte celular de ion potassio 2,92E-05 16/421
Transporte transmembrana de ion potassio 2,92E-05 16/421
Homeostase celular do ion cdlcio 3,59E-05 27/421
Transporte de ion potassio 4,33E-05 17/421
Homeostase de ions de célcio 5,57E-05 27/421
Regulagdo da contragdo do musculo cardiaco 6,71E-05 9/421
SR:,f;i,aeﬁééo:aanit;\i/;:ade do canal de liberagdo de calcio 1,20E-04 5/421
Hipertrofia do musculo cardiaco em resposta ao estresse 2,54E-04 5/421
Adaptag¢do do musculo cardiaco 3,18E-04 5/421
Transporte de ions de calcio para o citosol 3,23E-04 13/421
Regulacdo da hipertrofia do musculo cardiaco 3,50E-04 8/421
Resposta ao ion célcio 4,49E-04 12/421
:iek;ecrualiégn(:ljeognlgscréiiizio sequestrado no citosol pelo 4,80E-04 5/421
R_egu.lag§~o da clontragéo,d(_) musculo cardiaco por 5,68E-04 4/421
sinalizagdo de ions de calcio

Contragdo de células musculares cardiacas 1,02E-03 7/421
Crescimento do coragdo 1,34E-03 9/421
Morfogénese do ventriculo cardiaco 1,37E-03 7/421
Regulagdo negativa da importagdo de ions de calcio 2,04E-03 3/421
Desenvolvimento do coragdo adulto 3,60E-03 3/421
Transporte transmembrana de ions de calcio via canal de 3,60E-03 3/421

calcio controlado por alta voltagem

*GeneRatio, nimero de genes regulados por nimero de geres relacionados ao termo.
a Importante observar a quantidade de genes regulados em cada termo.
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Tabela A2. Analise de enriguecimento Reactoma e GO relacionados a genes regulados positivamente.
Comparacdo entre MrgD/KO ST vs WT ST.

Categoria  Description Pvalue Padj Generatio**
Reactoma Biossintese de colageno e enzimas modificadoras 4,33E-04 2,41E-02 03 de 18
Reactoma Formagdo de coldgeno 7,01E-04 2,41E-02 3de18
Reactoma Eliminagdo de heme do plasma 7,62E-04 2,41E-02 2de 18

GO (cc)* Trimero de colageno 3,55E-04 3,37E-02 3de28

*cc,componente celular. **GeneRatio, nimero de genes regulados por nimero de geres relacionados ao termo.

Tabela A3. Genes referentes a MEC regulados positivamente entre os animais MrgD/KO HG vs WT HG.
Em negrito sdo genes também regulados positivamente na comparacdo entre MrgD/KO ST vs WT ST.

Gene Pvalor  Log2foldchange
Coll4al 1,05E-06 1,66
Fnl 6,83E-06 1,44
Emilinl 7,99E-06 1,29
Col5al 1,78E-05 1,39
Fndcl 2,59E-05 1,26
Adamts14 2,94E-05 1,45
Adamts5 3,49E-05 1,05
Adamts15 1,20E-04 1,11
Col15a1 1,78E-04 1,28
Col5a2 1,93E-04 1,24
Timp1 2,15E-04 1,33
Lamad 2,27E-04 0,55
Col6al 2,66E-04 1,15
Col6a2 4,53E-04 1,17
Collal 7,98E-04 1,21
Lama5 7,93E-04 0,56
Adam23 8,40E-04 1,08
Adamts4 1,08E-03 1,15
Ecml 1,12E-03 0,82
Col3al 1,25E-03 1,16
Col18a1 1,29E-03 1,08
Flrt2 1,49E-03 1,06
Col16al 1,52E-03 1,06
Emilin2 1,58E-03 1,12
Adamts7 1,81E-03 1,02
Adam19 1,87E-03 0,99
Efemp2 1,99E-03 0,74
Colla2 2,53E-03 1,09
Fndc3a 2,75E-03 0,39
Col8al 3,24E-03 0,82
Col5a3 3,44E-03 0,85
Mmp14 6,53E-03 0,89
Adamts10 6,64E-03 0,55



Mmp13 8,07E-03
Col28a1 8,73E-03
Timp2 9,74E-03
Mmp15 9,90E-03
Efemp1 9,87E-03
Col6a3 1,09E-02
Adamts2 1,10E-02
Lama3 1,33E-02
Adam10 1,40E-02
Adamts12 1,68E-02
Adam8 1,95E-02
Fndc4 2,08E-02
Cndp2 2,52E-02
Mmp23 2,52E-02
Adam17 2,63E-02
Adam33 2,81E-02
Amz1 3,32E-02
Coldal 3,55E-02
Adamts18 3,61E-02
Mmp19 3,70E-02
Itga5 3,89E-02
Col4a2 3,90E-02
Eln 4,00E-02
Lamcl 4,42E-02
Mmp2 4,71E-02

0,96
0,65
0,72
0,49
0,70
0,91
0,83
0,77
0,49
0,82
0,77
0,79
0,46
0,70
0,40
0,55
0,75
0,56
0,71
0,71
0,62
0,50
0,57
0,40
0,55
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Tabela A4. Termos GO enriquecidos por genes regulados negativamente entre os grupos WT HG vs
WT ST. BP, processo biolégico; CC, componente celular; MF, fungao molecular. GeneRatio, nimero de

genes regulados por nimero de geres relacionados ao termo.

Categoria Descrigdo pvalue padj GeneRatio
BP montagem de componentes celulares envolvidos na 2,59E-06 0,000109 19/431
morfogénese
BP regulacdo do transporte transmembrana de céations 0,001738 0,031834 27/431
BP processo cardiaco 0,00019 0,004781 21/431
BP Regulagdo do transporte transmembrana 0,000282 0,006735 36/431
BP regulagdo do processo do sistema muscular 0,000136 0,00371 21/431
cC complexo de canal ibnico 0,000418 0,007443 17/430
cC complexo de canal de calcio 0,000995 0,015518 7/430
cC complexo de glicoproteina 0,001254 0,018048 4/430
cC junc¢do de aderentes célula-célula 0,001266 0,018048 9/430
cC Complexo de canal de célcio controlado por voltagem 0,002124 0,029447 3/430
tipo L
MF ligacdo do canal idnico 7,45E-09 0,00721 13/437
MF atividade de canal fechado 8,37E-09 0,00721 20/437
MF atividade do canal ionizado 0,000157 0,011867 19/437
MF atividade do transportador transmembrana de cations 0,000486 0,029288 27/437
inorganicos
MF Atividade do canal idnico dependente de voltagem 0,000585 0,029302 13/437
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Tabela A5. Andlise de enriquecimento GO. Termos referentes a componentes mitocondriais
enriguecidos por genes regulados negativamente. Comparacio entre MrgD/KO HG vs WT HG.

Termos P valor Gene/Ratio
_ Membrana 9,59E-09 36/486
mitocondrial interna
_ Matriz 1,00E-09 31/486
mitocondrial

Nucledide
. . 5,68E-05 8/486
mitocondrial

Complexo
protéico 3,08E-04 19/486
mitocondrial
_ Membrana 3,91E-04 17/486
mitocondrial

Membrana 1,50E-03 13/486

mitocondrial externa
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Figura A6. Genes que codificam proteinas robossomais enriqueceram a via ribossomal entre o grupo MrgD/KO
HG vs MrgD/KO ST. Oito genes foram regulados negativamente.
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Figura A7. Via da termogénese pds dieta HG. A) Comparagdo entre os grupos WT HG vs WT ST. 36 genes foram
regulados. Alguns genes foram regulados por mais de uma isoforma ou subtipo, tais como AMPK (2), adenilato
cilase (2,) ATPase (3) e componentes da cadeia transportadora de elétrons (20). B) Comparacgdo entre os grupos

MrgD/KO HG vs MrgD/KO ST. Apenas um gene foi regulado (Acyl-coa sintase).
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Figura A8. Via da cardiomiopatia dilatada. Via enriquecida na comparacdo MrgD/KO ST vs WT ST. 19 genes
regulados negativamente, no TAM, enriqueceram vias de cardiomiopatias (dilatada e hipertrdfica).

MrgD/KO ST vs WT ST

| cALCIUM SIGNALING PATHWAY |

>
O Mitochond.

CypD

Proliferation

Leanung and memory

Long term depression )

=———# Other signaling pathways

Phosphatidylinositol
signaling pathway

| e Sp———

_________________ —p Exocytosis
Secn):gxsn

Figura A9. Via de sinalizagdo do cdlcio. O receptor MrgD é importante para a homeostase de ions, visto que
animais KO apresentam depressdao no padrdao de expressdo da via do cdlcio. 12 genes foram regulados
negativamente na comparacdo entre MrgD/KO ST vs WT ST. Alguns genes foram regulados por mais de uma

isoforma ou subtipo, tais como VDAC (2), MLCK (2) e PHK (2).



68

A)

MrgD/KO ST vs WT ST L] |

immmmmm———— [P 1 28 00 28
/ ‘ |
/ I
v ps [Frer) Fleez Py |
Sl L - o I
O tgmeretn e, & " FIER2 !
8Mm-=\ | inbisied ghomeogpessis P4 Lncwsced gyeatys |
EoCe 1
0 1
I hicaR Lo mirists 1| bdindepressionor
e T = T Ehogens feme
. \ e o
W\
\ ; oys
f A g o ) > Mt eowegmi
1 DAY
i oy fe G e I
‘ ANPIATE ot ADPITF o
. sy e
» 2
bz | [egE2 ] ———> i
\
Sygathess e R
s O—*{GLuTd
e ot milchordo
— I
= — b }
B * Acetylated e
Pl -1a)

[os ] ogeneyeecis | menpaliom

[HSL ] ———* robdind ypoiyes

g

e
— - e e
) ulation of
ez ()

041526012014
() Komehisa Lshorstores

B)

MrgD/KO HG vs WT HG L) |
[ siommime eanaar_]

- 1 -17 00 17
J’ |
g I
e I |
Obtentoman Q'/ o |
Oiueretin -:)Q;_ | Q F WP [mE2] PR }
Qoemer i ghnseogens | PH T gy I
. v
Oy micer Lownurizes b ] b of
(glose, C1) DM - o Eeaion
“ \ ) (e W [ | shoogr e
. \ [ e |
e NN
! SN Cpkies ) [momca) Y > - - g
WA i
1 N\, \ 1
i o e e ! - =
M | | ALPUT arADPIATE [ETH :_-—:': Coime
Kmmﬂ:ﬂ"“ ). Yea b cxiopan Call e
S\ S e | [z ] ——— 4 ke vorin
>, . I
Spatti - ol
e T O+ {GLuTa
p— lEasag) H > futrst ool
~— st
= . O !
. R 'p :' i —
o Caws
fcaas) = - =
Adpocyaan ) Stch and s
SR e Co > B s
+ o / \ »
o g ! i > I e
a ! o Inbibd cholskesl
! S [EoR] ——— e cholsko
'/ / & —
. H E st iy s

BaL2EnN
[y ey —

Figura A10. Via de sinalizagdo da AMPK. A) Comparagdo entre MrgD/KO ST vs WT ST, AMPK foi regulado para
baixo, p = 0,00001. A diminui¢do da expressdo de uma isoforma de PP2A, Ppp2r3a (pvalor = 0,0008) n3o foi
suficiente para aumentar a expressio de AMPK B) Comparacido entre MrgD/KO HG vs WT HG. A dieta HG
diminuiu a expressao de duas isoformas de PP2A, Ppp2r2d (pvalor =0.00018179) e Ppp2ca (p valor =0.0013588).
Dessa forma aliviou a deplec¢do de expressdo de AMPK (significativa na comparacio entre MrgD/KO ST vs WT
ST).



