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Resumo

RESUMO

Este trabalho teve por finalidade estudar os efeitos do fenofibrato, ativador do
PPARa (receptor nuclear ativado pelos proliferadores de peroxissomos-a) e da esteatose
hepatica, induzida pela administragdo dietética de acido orotico, sobre o metabolismo do
tecido adiposo (TA) e figado de ratos.

Ratos Wistar machos foram divididos em 4 grupos experimentais: 1) alimentados com
dieta balanceada (C); 2) alimentados com dieta balanceada adicionada de 100 mg.Kg'PC.dia”
! de fenofibrato (C+F) 3) alimentados com a dieta C suplementada com 1% de 4cido orético
(AO); 4) alimentados com dieta balanceada contendo 1% de AO adicionado de 100 mg.Kg™
PC.dia™ de fenofibrato (AO+F). Os animais foram alimentados por um periodo de 9 dias.

O tratamento com fenofibrato reduziu o ganho de peso corporal, a adiposidade, a
concentracdo plasmatica de triacilglicerol (TAG) e de colesterol total mas nao influenciou a
ingestdo alimentar e as concentracdes plasmaticas de leptina, glicose, glicerol, acidos graxos e
insulina quando comparado aos animais controles. A atividade da enzima lipase lipoprotéica
(LPL) do TA epididimal apresentou-se diminuida nos animais tratados com fenofibrato em
relacdo aos controles. Além disso, pode ser verificada uma reducdo de 34 % na lipogénese de
novo do tecido adiposo induzida pelo tratamento com fenofibrato quando comparada aos
controles. A captacao de glicose por adipocitos foi avaliada a partir da incubagdo dessas
células com 2- deoxi [*H]glicose (2-DG), e os resultados mostraram que o tratamento com
fenofibrato aumentou a captacdo de glicose tanto no estado basal quanto estimulada pela
insulina por adipdcitos quando comprada ao controle. Esse efeito ndo foi devido ao aumento
no contetido da proteina GLUT-4 (transportador de glicose) no TA. Os resultados também
demonstraram que o fenofibrato aumentou a expressao do mRNA da enzima acil CoA oxidase
(ACO) e do PPAR« no figado e da enzima carnitina palmitoil transferase—1 (CPT-1) e ACO
no TA em relagdo aos controles.

A administragdo dietética de AO aos animais durante 9 dias induziu um aumento
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significante no contetido hepatico de gordura total (160%) e redugdo na concentragdo
plasmatica de TAG (30%) e colesterol total (28%) comparado aos controles. A administragao
de fenofibrato aos animais alimentados também com AO (AO-+F) impediu o acumulo de
gordura hepatica e reduziu a concentracdo plasmatica de TAG (50%) e colesterol (46%) em
relagdo ao grupo nao tratado com fenofibrato(AO). Consistentemente, a analise histologica do
figado dos animais AO mostrou um acentuado acumulo de gordura ao passo que o tratamento
com fenofibrato nesses animais impediu o desenvolvimento da esteatose. O tratamento com
AO nao alterou a lipogénese de novo, entretanto, a administragdo de fenofibrato diminuiu as
taxas lipogénicas no tecido adiposo dos animais AO+F. Os resultados mostraram um aumento
de 40% na atividade da enzima LPL do tecido adiposo dos animais AO comparado aos
controles ao passo que o tratamento com fenofibrato (OA+F) reduziu em 50% a atividade
dessa enzima em relagdo ao grupo AO. A suplementagdo com AO aumentou a captacdo de
glicose no estado basal e estimulado com insulina por adipocitos em relacao ao C. Esse efeito
foi devido, pelo menos em parte, ao aumento no conteudo da proteina GLUT-4 no TA dos
animais AQO. O tratamento com fenofibrato (OA+F) ndo alterou a captacdo basal ou
estimulada pela insulina por adipdcitos comparado ao grupo AO. A expressdo hepatica do
mRNA para o PPARa e a enzima ACO foram 85% e 68% reduzidas nos animais AO
comparada aos controles, respectivamente. O tratamento com fenofibrato (OA+F) aumentou a
expressao hepatica do PPARa e da enzima ACO ao passo que a expressdao da CPT-1 ndo foi
alterada quando comparado ao grupo ndo tratado, AO.

Em resumo, esse trabalho fornece evidéncias de que o fenofibrato impede o
desenvolvimento da esteatose hepatica induzida pela administracao dietética de AO através do
aumento no catabolismo hepatico de lipidios. Esse efeito é provavelmente mediado pelo
PPARa, principalmente através da inducdo da expressdo da enzima alvo ACO envolvida no
metabolismo de lipidios. Embora os compartimentos mitocondriais e peroxissomais

contribuam para a oxidacdo dos AG, nossos dados ndo apontam a mitocondria como um sitio
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importante para a oxidacao de lipidios induzida pelo tratamento com fenofibrato. Além dos
efeitos no figado, o fenofibrato tem influéncia relevante no metabolismo do tecido adiposo
que contribui, por sua vez, para a redugdo da adiposidade, a qual parece ser conseqliente ao

aumento da oxida¢ao local de 4cidos graxos, e melhora da captagdo celular de glicose.
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ABSTRACT

The experiments reported here were designed to study the effect of fenofibrate
(stimulant of peroxisome proliferator-activated receptor a - PPARa) and hepatic steatosis
induced by orotic acid administration on the metabolism of adipose tissue and liver.

Wistar male rats were divided into 4 experimental groups: 1) fed a balanced diet (C);
2) fed a balanced diet plus 100 mg.Kg'bw.day ' fenofibrate (C+F) 3) fed a balanced diet
supplemented with 1% orotic acid (OA); 4) fed C diet containing 1% OA plus 100 mg.Kg™
bw.day™ fenofibrate (OA+F), which were fed during 9 days.

Fenofibrate lowered body weight gain and adiposity, plasma triglyceride and total
cholesterol but had no influence on food intake, plasma leptin, glucose, glycerol, free fatty
acid (FFA) and insulin levels when compared to control animals. The activity of lipoprotein
lipase (LPL) of treated animals decreased 50 % in epididymal adipose tissue. In this study, we
have shown a 34 % decrease of epididymal adipose tissue de novo lipogenesis by fenofibrate
compared to C. The glucose uptake was also evaluated by adipocyte incubation with
deoxyglucose (2-DG). Fenofibrate treatment increased the glucose uptake in basal or insulin-
stimulated adipocytes when compared to C. This effect was not due to increased GLUT-4
protein content on adipose tissue. The results also demonstrate that fenofibrate increased the
mRNA expression of ACO and PPARa in the liver and CPT-1and ACO in the adipose tissue
when compared to control animals.

The administration of OA to rats for 9 days induced significant increase in total fat
liver content (160%) and decreases in plasma TG concentration (30%) and total cholesterol
(28%) compared to control animals. Fenofibrate administration to rats fed OA (OA+F)
prevented fat liver induction and reduced the plasma triglyceride (50%), and cholesterol
(46%) concentrations in relation to the not treated group (OA). Consistently, histological
examination of the liver from OA rats showed marked lipid accumulation whereas the

treatment with fenofibrate in these animals prevented the development of fat liver. OA

iv
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treatment did not change de novo lipogenesis, however, fenofibrate administration caused a
40% decrease in the lipogenic rates in adipose tissue from OA+F treated rats. The results
showed 40% increase in LPL activity in epididymal adipose tissue from OA treated rats when
compared to C group while the fenofibrate treatment (OA+F) reduced in 50% the LPL
activity in relation to OA group. OA administration enhanced the adipocyte glucose uptake in
basal or insulin-stimulated conditions compared to control group. This effect was due, at least
in part, to an increase in the adipose tissue GLUT-4 protein content of OA treated rats. The
fenofibrate treatment (OA+F) did not change the glucose uptake in basal or stimulated
adipocyte when compared to OA animals. The liver mRNA expression of PPARa and ACO
were 85% and 68% decreased in OA treated group when compared to control group,
respectively. The fenofibrate treatment (OA+F) increased the liver PPARa and ACO
expression whereas the CPT-1 expression was not altered when compared to the not treated
group OA.

In summary, we provide evidence that fenofibrate decreases the hepatic steatosis
induced by orotic acid administration through enhancement of lipid catabolism in rat liver.
This effect is probably mediated by PPARq, mainly through the induction of the target
enzyme ACO involved in hepatic lipid metabolism. Although both the peroxisomal and the
mitochondrial compartments contribute to increased oxidation of fatty acids, our data did not
support a role of mitochondria in wasting energy, which is instead an intrinsic property of
peroxisomal B-oxidation. Besides its effects on liver, fenofibrate seems to play a relevant role
on the metabolism of adipose tissue which may contribute to decrease adiposity, probably as a
result of the local increased fatty acid oxidation in the tissue, and improve the glucose uptake

by adipocyte.
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1. INTRODUCAO

Em condig¢des normais, a regulacao do metabolismo de lipidios e de carboidratos se da
através da integracdo de diferentes 6rgdos chaves como o figado e os tecidos adiposo e
muscular. A eficiéncia dessa relacdo ¢ essencial para a manutencao tanto da normolipemia
quanto da normoglicemia. Juntos esses tecidos representam os polos de um grande ciclo
metabolico nos quais os metabolitos de um tecido sao usados como substratos para o outro. O
controle do metabolismo de lipidios e carboidratos ¢, em grande extensdo, dependente da

regulacao eficiente desse ciclo.

1.1 Metabolismo de Carboidratos

Em individuos normais a concentracdo plasmatica de glicose ¢ mantida dentro de
limites estreitos os quais dependem do balango entre a absor¢do intestinal, a producgdo
hepatica e renal, a captacao periférica e o metabolismo da glicose pelos tecidos periféricos.

Os passos metabolicos que levam a oxida¢do ou armazenamento da glicose sao
regulados por sistemas enzimaticos que sdo estimulados pelos substratos e inibidos pelos
produtos. Isto pode ser demonstrado, em particular, pelo aumento da oxidagdo e
armazenamento da glicose apds uma refeicao rica em carboidratos e pela inibi¢ao da sintese
de glicogénio via excesso intracelular desse polimero de glicose. Essa regulacao estd sob o
controle da insulina, que estimula o armazenamento de substratos energéticos, e dos
hormonios contra-reguladores, especialmente adrenalina e glucagon, que estimulam a
mobilizagdo desses substratos quando ha necessidade de energia (SALTIEL & KAHN, 2001).

A insulina, principal hormonio envolvido no metabolismo de carboidratos, estimula a

captagdo de glicose pelo musculo e tecido adiposo e diminui a produgao hepatica de glicose,
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agindo assim como um regulador primario da concentragcdo sanguinea da hexose. Além disso,
a insulina também estimula o crescimento e a proliferacao celular.

O aumento da captacao de glicose pelos tecidos adiposo e muscular ocorre por
estimulo da translocagao do GLUT-4 (transportador de glicose) dos sitios intracelulares para a
membrana celular. Mais de 75% da utilizacdo de glicose dependente de insulina ocorre no
musculo esquelético, ao passo que o tecido adiposo contribui apenas com uma pequena fragao
dessa utilizacdo (KLIP & PAQUET, 1990). Apesar desta baixa utilizacdo de glicose pelo
tecido adiposo, foi observado que camundongos knockout para o receptor de insulina do
tecido muscular apresentam tolerancia normal a glicose (BRUNING, et al., 1998), ao
contrario dos camundongos knockout para o GLUT-4 no tecido adiposo que apresentam
tolerancia alterada a glicose (KAHN & ABEL, 2001). Os trabalhos de Peroni (2001) e Zisman
et al. (2000) demonstraram que a delecdo do GLUT-4 tanto no musculo como no tecido
adiposo causa intolerancia a glicose nos animais. Entretanto, a delegdo sitio especifica desse
gene no tecido adiposo causa o desenvolvimento de diabetes mais severo quando comparado a
delecdo do GLUT-4 especificamente no musculo. Além disso, o trabalho de Kotani e
colaboradores (2004) mostrou que a insulinemia dos animais com dele¢do do GLUT-4 do
tecido adiposo apresentou-se maior em relacdo aos animais com delecio do GLUT-4 no
musculo. Esses dados sugerem uma fun¢do importante do tecido adiposo na regulacdo da
captagdo de glicose ¢ no desenvolvimento de diabetes. A figura 1 demonstra resumidamente

como ocorre a translocagdo do GLUT-4 para a membrana celular sob o estimulo da insulina.
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Figura 1. Ilustra¢do do processo de captacao de glicose através do transportador

de glicose, GLUT-4.

Varias doengas de origem metabdlica estdo associadas a estados de resisténcia a
insulina tais como a obesidade (revisio: KAHN & FLIER, 2000), a hiperlipidemia, a
aterosclerose (revisdo: NIGRO et al., 2006), a esteatose hepatica (MARCHESINI et al., 2003)
e a sindrome do ovario policistico (ROBINSON et al., 1996). A intolerancia a glicose pode
ser conseqiiente a uma menor sensibilidade tecidual aos efeitos da insulina, os quais se
manifestam por alteragdes do sistema de sinalizagdo, de captagdo, do metabolismo ou ainda
do armazenamento da glicose. A redu¢ao da sensibilidade a insulina em pacientes obesos e/ou
com diabetes tipo II resulta em diminui¢do do transporte de glicose e falha na supressao da

produgdo hepatica de glicose em resposta a esse hormonio.
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1.2 Metabolismo lipidico

O conteudo de gordura corporal ¢ determinado pelo balango entre a deposicdo e a
mobilizacao de lipidios do tecido adiposo. A deposigdo lipidica, na forma de triacilglicerois
(TAG), ¢ dependente da velocidade de sintese de novo de acidos graxos (lipogénese) no
tecido adiposo e da disponibilidade e captacdo de acidos graxos ndo esterificados (AGL)
liberados dos triacilglicerdis transportados por lipoproteinas plasmaticas, enquanto que a
liberagdo de AGL para a circulagdo é dependente principalmente, da velocidade de hidrélise

dos TAG armazenados no proprio tecido (Figura 2).

Adipécito
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Figura 2. Principais vias metabdlicas do tecido adiposo. CD36 ¢ FATP: Transportadores de
AGL; ACS: Acil-CoA sintetase; GK: gliceroquinase; G3P: glicerol-3-fostato; PEPCK:
fosfoenol piruvato carboxiquinase; PEP: fosfoenol piruvato; LPL: Lipase lipoprotéica; HSL:

lipase hormonio sensivel (Adaptado de Savage, 2005).

A sintese de 4cidos graxos ¢ um processo que ocorre tanto no tecido adiposo quanto
no figado de mamiferos. E bem estabelecido que dietas ricas em carboidratos e o conseqiiente

aumento da secrecdo de insulina pelo pancreas estimulam a atividade lipogénica, enquanto
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que o jejum inibe este processo (KERSTEN, 2001). O principal substrato utilizado para a
sintese de novo de 4cidos graxos ¢ a glicose, embora tanto o piruvato quanto o lactato possam
ser utilizados como precursores lipogénicos e gliceroneogénicos (KATZ & WALS, 1974;
BOTION et al, 1995). Apo6s a sintese no tecido adiposo, os acidos graxos sdo esterificados e o
armazenamento como TAG constitui o principal substrato energético. No figado, além da
disponibilidade de acidos graxos e de glicerol, a sintese de TAG ¢é dependente de outros
mecanismos complexos de regulacdo tais como o transporte de acidos graxos para a oxidacao
mitocondrial, sintese de apoproteinas e transporte das particulas nascentes de lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL) através do compartimento celular (AARSLAND et al, 1996).
Além da utilizagdo dos acidos graxos sintetizados de novo, os AGL provenientes da dieta ou
da mobilizagdo lipidica no tecido adiposo também podem ser utilizados para a sintese
hepatica de TAG. Desta forma, o figado constitui um sitio chave na integracdo metabdlica
para onde os acidos graxos sdo mobilizados e dependendo das necessidades corporais podem
ser estocados ou utilizados como fonte energética através da [-oxidacdo ou ainda serem

exportados como VLDL (Figura 3).
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Figura 3. Destinos metabolicos dos 4cidos graxos no hepatocito.

(Adaptado de Angulo, 2002).

Os TAG plasmaticos constituem duas classes: a) os quilomicra derivados dos lipidios
dietéticos e b) as lipoproteinas de muito baixa densidade secretadas pelo figado. A captagdo e
a deposicdo dos TAG plasmaticos no tecido adiposo requerem sua conversdo inicial para
AGL e glicerol, numa reagdo catalisada pela enzima lipase lipoprotéica (KARPE et al., 1998;
LADU et al., 1991).

A lipase lipoprotéica (LPL) ¢ uma enzima localizada no endotélio vascular de tecidos
extra-hepaticos, como tecido adiposo, coracdo e musculo esquelético, a qual, é responséavel
pelo “clearance” das lipoproteinas circulantes. Sua atividade pode ser alterada rapidamente
em resposta ao estado nutricional (BOTHAM et al, 1997). Sao conhecidas duas isoformas da
enzima: uma que ¢ cataliticamente ativa, tem alta afinidade pela heparina e encontra-se

predominante no tecido adiposo de animais alimentados, e outra que ¢ cataliticamente inativa,
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tem baixa afinidade por heparina e predomina no tecido adiposo durante o jejum (WU et al,
2003).

A atividade da LPL no tecido adiposo branco ndao ¢ modulada somente pelo estado
nutricional, mas também pela composicao da dieta (DESHAIES et al, 1988). Estudos de
Bravo et al (1994) mostraram que diferentes tipos de acidos graxos origindrios da dieta sdo
removidos do plasma pela hidrélise dos quilomicra em velocidades diferentes. Por exemplo,
acidos graxos poliinsaturados n-6, como o acido linoleico, sdo removidos do plasma mais
rapidamente quando comparados aos acidos graxos saturados e monoinsaturados. Esses
resultados indicam que a atividade da LPL pode ser modulada de maneira diferenciada de
acordo com o tipo de acido graxo ingerido.

Picard et al. (1999) demonstraram que o aumento na concentragdo da insulina
plasmatica é necessario e determinante das alteragdes da atividade da LPL tanto no musculo
como no tecido adiposo e que a modulagdo pds-prandial da atividade da enzima é tecido-
especifica. Ap6s uma refeigdo, a atividade da enzima é aumentada no tecido adiposo ao passo
que no musculo sua atividade ¢ diminuida (BOTION, 2001). Estudos do grupo de Robinson
(CRYER et al., 1976) demonstraram a existéncia de uma forte correlacdo entre a atividade da
LPL e a captagdo de acidos graxos de quilomicra marcados radioativamente, pelo tecido
adiposo de ratos, sugerindo que a LPL ¢ um determinante importante da distribuicdo de
lipidios entre os tecidos (PREISS-LANDL et al., 2002).

No estado de jejum, as fontes energéticas corporais alternam de carboidratos e
gorduras para gorduras, principalmente, ¢ os acidos graxos que foram estocados no periodo
pos-prandial sdo liberados pelos adipodcitos. O fluxo de AGL ¢é primariamente dependente dos
TAG armazenados no tecido adiposo os quais sdo liberados deste pelo processo de lipdlise, e

transportados para os tecidos onde sdo oxidados para producdo de energia, e no caso do
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figado, também podem ser incorporados em lipoproteinas, conforme ja relatado (ARNER,
2001).

A lipase hormonio sensivel (HSL), enzima que controla o passo limitante na
mobilizacdo de 4cidos graxos do tecido adiposo, ¢ regulada agudamente pelo seu estado de
fosforilagdao. As catecolaminas sao potentes agentes lipoliticos que ativam a enzima através de
fosforilacdo de residuos de serina, num processo dependente do aumento intracelular de
AMPc e posterior ativagdo da proteina kinase A (ARNER, 1996; LARGE & ARNER, 1998).
A insulina ¢ um inibidor potente da lipolise do tecido adiposo e sua agdo se da por inibi¢ao da
atividade da HSL, primariamente através da redugdo dos niveis intracelulares de AMPc
conseqiientes a ativacdo da enzima fosfodiesterase 3B, especifica do tecido adiposo
(DEGERMAN et al, 1997).

Assim, os AGL provenientes do tecido adiposo constituem uma fonte energética
alternativa a glicose, poupando essa para os requerimentos do cérebro e das células
sanguineas e também reduzindo a utilizagdo dos aminoécidos corporais como substratos para
a gliconeogénese (ARNER, 2001).

O balango entre as taxas de secrecdo hepatica de triacilglicerdis e de captacdo
extrahepatica normalmente mantém constante a concentracdo de triacilglicerois circulantes.
Quando ocorre um influxo aumentado de acidos graxos, o figado responde aumentando a
esterificacdo e oxidagdo. Entretanto, se houver limitagdo na taxa de oxidagao de acidos graxos
e/ou de sua capacidade em secretar VLDL, a conseqiiéncia ¢ o aumento do armazenamento de

triacilglicerdis dentro do hepatdcito, condicao denominada esteatose hepatica.

1.3 Adipdcitos e a secrecio de adipocininas
Os adipocitos, que variam enormemente de tamanho (20- 200um de didmetro), estdo

embebidos em uma matriz de tecido conjuntivo e sdo adaptados a estocar e liberar energia.
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Por constituirem depositos localizados em diversas regioes do organismo envolvendo, ou
mesmo se infiltrando em o6rgdos e estruturas internas, o tecido adiposo branco oferece
protecao mecanica contra choques e traumatismos externos, permite o adequado deslizamento
entre visceras e feixes musculares, sem comprometer a integridade e funcionalidade dos
mesmos. Além disso, pela distribui¢do mais abrangente, incluindo derme e subcutaneo, e por
ser um excelente isolante térmico, tem um papel importante na manuten¢do da temperatura
corporal. Recentemente, além das fungdes mencionadas anteriormente, tem-se comprovado a
habilidade do tecido adiposo em influenciar as atividades metabdlicas de muitos outros
tecidos, incluindo o musculo esquelético e figado (MOHAMED-ALI et al., 2001) e também
do sistema imune (RUDIN & BARZILALI 2005).

O tecido adiposo participa ativamente da regulagdo do deposito de triacilglicerdis,
através de uma rede endocrina, paracrina e autocrina de sinais. Em uma visdo mais moderna
inclui-se uma diversidade de sinalizadores liberados pelo tecido adiposo como a leptina, fator
de necrose tumoral o (TNFa), interleucina 6 (IL-6), e seus respectivos receptores soluveis,
acidos graxos livres e “Acylation Stimulating Protein” (ASP). O tecido adiposo também
secreta reguladores importantes do metabolismo das lipoproteinas incluindo a lipase
lipoprotéica, a proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP) e a apolipoproteina
E (MOHAMED- ALl et al., 2001).

A leptina foi descoberta em 1994 e desde entdo esse hormonio tem assumido um papel
importante no controle da homeostase energética. A leptina ¢ um hormodnio protéico
constituido de 167 aminoacidos cuja secre¢do se da pelo tecido adiposo em propor¢ao a massa
desse tecido. A leptina possui um importante papel na regulacdo do metabolismo energético,
apresentando duas agdes: a primeira, em neurdnios do niticleo arqueado hipotaldmico, onde
estimula a expressdo de neuropeptidios ligados aos mecanismos de inibicdo da ingestdo

alimentar (pro-opio-melanocortina, POMC e transcrito relacionado a cocaina e anfetamina,



Introdugao

CART) e ao aumento do gasto energético total, via ativagao simpatica. A segunda, em outros
neurénios do mesmo nucleo, inibindo a expressao do neuropeptidio Y (NPY) e proteina
agouti (AgRP), envolvidos na regulagao do mecanismo de estimulacdo da ingestdo alimentar
e na reducao do gasto energético. Seus efeitos também se estendem ao metabolismo lipidico,
com a ativagdo da adenilato ciclase e aumento da oxidagao lipidica no musculo esquelético e
no figado, suprimindo a atividade da esterol-CoA dessaturase e reduzindo a sintese de TAG a
partir de acidos graxos monoinsaturados (PITTAS et al., 2004).

Além de exercer um efeito importante lipostatico (indice de depositos lipidicos do
organismo), a leptina também exerce outros efeitos na reproducdo, na angiogénese, na
resposta imune, no controle da pressao sanguinea ¢ na osteogénese (FRUHBECK et al.,

2001).

1.4 Esteatose hepatica induzida pelo acido ordtico

Conforme descrito anteriormente, o contetido hepatico de TAG ¢ determinado pelo
balango entre a captagdo, oxidagdo e sintese de acidos graxos, e sua esterificagdo posterior e
secre¢do como triacilglicer6is. O aumento ou diminui¢do na atividade de alguma dessas vias
tem um impacto no acimulo de gordura no figado (KERSTEN, 2002).

E relatado na literatura que certos agentes de importancia terapéutica, tais como acido
valproico, tetraciclinas, corticosteroides e alguns anti-inflamatérios ndo esteroidais sio
hepatotoxicos e produzem actimulo hepatico de lipidios ou esteatose, a qual segue uma
distribuicdo microvesicular (FROMENTY et al., 1990; BREEN, et al., 1975, SCHENKER &
HEIMBERG, 1975). Também foi verificado que o contetido hepatico de gordura pode ser
alterado por certas condi¢des dietéticas. Por exemplo, observa-se um desenvolvimento severo
de figado gorduroso em ratos alimentados com dieta rica em lipidios (KUSUNOKI et al.,

2002), ou uma dieta deficiente em colina ou metionina (ROGERS & NEWBERG, 1973), ou
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ainda uma dieta contendo acido ordtico (NOVIKOFF & EDELSTEIN, 1977). O acido orotico
(AO) (Fig. 4), um intermedidrio da biosintese das pirimidinas, estd presente em baixas
concentragdes em células nucleadas e em muitos fluidos bioldgicos. A ingestdo desse
componente na dieta humana ocorre principalmente através do leite bovino (80mg/L)
(MORIFUJI & AOYAMA, 2002). Postula-se ainda que o acido ordtico seja a vitamina B13
que tem fungdes relacionadas ao metabolismo da vitamina B12 e efeitos anti-idade

(Reference:)
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Figura 4. Estrutura quimica do 4cido oroético.

Um dos mecanismos envolvidos no acumulo de lipidios no figado induzido pela
administracdo de dieta contendo acido orético ¢ a reducdo na sintese ou transporte das VLDL
do figado para o sangue (MORIFUJI & AOYAMA, 2002; WINDMUELLER, 1964;
LAWRENCE et al., 1971). A sintese das VLDL é um processo complexo que ocorre no
aparelho secretor do hepatdcito e envolve a transferéncia de TAG para a apolipoproteina B
(ApoB), processo esse que requer uma proteina de transferéncia de triacilglicerdis
microssomal (MTP). Tem sido sugerido que a inibi¢ao da sintese da VLDL pelo acido orético
parece ser conseqiiente a falha na conjugagdo das particulas de ApoB com as moléculas de
triacilglicerdis e ndo a deficiéncia de precursores (HEBBACHI et al, 1997).

Trabalhos mais recentes também demonstram que a administragdo de acido orotico

causa aumento na sintese de TAG pelo figado (CHA et al, 1998) além de alteracao

11



Introdugao

mitocondrial, a qual se reflete na menor oxidagao de acidos graxos pelo hepatocito (PICARD
et al., 2002).

Além de seus efeitos sobre o acimulo hepatico de triacilglicerois, estudos recentes do
nosso laboratorio (BOTION, 2007 - manuscrito submetido) mostram que a administragdo de
acido orotico a 1 % na dieta determina atividade maior da enzima lipase lipoprotéica do tecido

adiposo e menor concentragdo plasmatica de TAG e colesterol total.

1.5 Receptores nucleares ativados pelos proliferadores de peroxissomos (PPARSs)

e 0 metabolismo intermediario

O controle do metabolismo lipidico e lipoprotéico, assim como a homeostase
glicémica, ¢ um processo complexo que envolve a expressdo coordenada de numerosos genes,
cuja expressdo pode ser regulada através de fatores de transcri¢do ativados por ligantes,
denominados, receptores nucleares (CHINETTI et al., 2001).

Os receptores nucleares governam numerosos processos de importancia bioldgica e
sua atividade pode ser influenciada por moléculas lipofilicas sinalizadoras. Os receptores
nucleares reconhecem e se ligam a sitios especificos do DNA, chamados elementos
responsivos (RE), e uma vez ligados ao elemento responsivo, o complexo pode ativar ou
inibir a expressdo de genes alvos (STAELS et al., 1998). Estas caracteristicas dos receptores
nucleares os tornam alvos primarios para o desenvolvimento de drogas (KERSTEN, 2002).

Os receptores nucleares ativados pelos proliferadores dos peroxissomos sao membros
da superfamilia de receptores nucleares. Estes receptores foram inicialmente identificados em
1990 quando uma das isoformas (PPAR &) foi mostrada ser receptora de xenobidticos capazes
de induzir a proliferacdo de peroxissomos em figado de roedores. Subseqiientemente dois

outros genes de PPARs, PPARJ e PPARYy1/y2, foram descritos (CHINETTI, et al., 2001).
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O PPARa ¢ expresso, principalmente, em tecidos que apresentam altas taxas de
oxidacdo de acidos graxos, como figado, musculo esquelético, tecido adiposo marrom,
coracdo e rim (KERSTEN, 2002). O PPARP ¢ expresso ubiquitariamente, ao passo que o
PPARY ¢ expresso principalmente nos tecidos adiposos branco ¢ marrom (KLIEWER et al.,
1994; BRAISSANT et al., 1996). O PPARY apresenta duas isoformas: PPARyl e PPARy2
(KERSTEN, 2002), sendo que a expressdao do PPARy2 ¢ limitada exclusivamente ao tecido
adiposo onde tem papel essencial na adipogénese (KERSTEN, 2002). Por outro lado, o
PPARy1 ¢ expresso em niveis relativamente baixos em muitos tecidos, incluindo figado,
entretanto a funcao desta isoforma em tecidos que ndo os adiposos nao estd bem estabelecida.
Estudos sugerem que altos niveis de expressio do PPARyl em figado de camundongos
podem levar ao desenvolvimento de esteatose hepatica adipogénica (YU et al., 2003).

Uma rede ampla de componentes tem sido identificada como ligantes dos PPARs. Os
acidos graxos e seus derivados sdo ligantes naturais desses receptores nucleares
(DESVERGNE, 1997), sendo que o PPARa ¢ ativado por eicosanoides naturais derivados do
acido araquiddnico, através da via bioquimica das lipoxigenases, bem como por fosfolipidios
oxidados de lipoproteinas (WOLFRUM et al., 2001). Os fibratos, uma classe de drogas
hipolipidémicas, sdo ligantes sintéticos potentes para 0 PPARa (STAELS et al., 1998) entre
0s quais o bezafibrato, clofibrato e o gemfibrozil, sdo utilizados rotineiramente na clinica.

Recentemente foi desenvolvido o fenofibrato (Fig.5) o qual apresentou uma acao

hipolipidémica bastante efetiva (ANONYMOUS, 2001).
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Figura 5. Estrutura quimica do fenofibrato.

Os agonistas do PPARa exercem efeitos benéficos no tratamento de dislipidemias, os
quais parecem ser conseqiientes ao aumento do catabolismo das lipoproteinas ricas em
triacilglicerois (MALMENDIER et al., 1989; DESVERGNE & WAHLI, 1999), a reducao da
secrecdo de VLDL pelo figado (LAMB et al.,, 1993) e ao aumento da produgdao das
apolipoproteinas que compdem a HDL (VU-DAC et al., 1995; BERTHOU et al., 1996). Além
disso, tem sido relatado que os ativadores do PPARa também melhoram a sensibilidade a
insulina em animais diabéticos (WANG et al., 2001), em animais alimentados com dieta rica
em gorduras (YE et al., 2001), em pacientes com diabetes tipo Il (TENENBAUM et al., 2005)
e resistentes a insulina (IDZIOR-WALUS et al., 2000).

O PPARa ¢ expresso em concentragdes relativamente altas no figado e desempenha
um papel central na expressdo das enzimas envolvidas na oxidacdo de acidos graxos, € ¢
essencial para a resposta pleiotropica induzida no figado por proliferadores dos peroxissomos
(BRAISSANT et al, 1996). Varios estudos demonstram que no figado, o PPARa regula
diretamente a expressao dos genes envolvidos na captagdo dos dcidos graxos, como os genes
da proteina transportadora de 4cidos graxos (FATP) e da acil-CoA oxidase, enzima envolvida
na PB-oxidacao peroxissomal (LEE et al., 2003; REDDY, 2001).

Um ntmero limitado de estudos tem examinado o efeito dos fibratos na esteatose, € 0s
mecanismos envolvidos na sua agdo ainda nao estdo bem estabelecidos. Uma vez que o

PPARa ¢ um ativador potente da oxida¢do dos acidos graxos no hepatocito, sua ativacao
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através de ligantes sintéticos pode ser uma possivel op¢do para o tratamento da esteatose e
complicagdes associadas (REDDY, 2001).

Estudo anterior do nosso laboratorio (FERREIRA, 2007 - manuscrito submetido)
demonstrou que a ativagdo do PPARa pelo fenofibrato impediu o acimulo de gordura no
figado dos animais tratados com 4cido ordtico. Sugere-se que o efeito inibitério do fenofibrato
sobre o desenvolvimento da esteatose hepatica induzida pelo AO possa ser devido ao aumento
da oxidagdo de AGL no figado, e ainda, devido a uma diminui¢do da producdo hepatica de
TAG.

Com base no exposto, um dos objetivos deste trabalho foi avaliar se o fenofibrato ¢
capaz de reverter as alteracdes metabodlicas induzidas no figado e tecido adiposo pela
administracdo de 4cido ordtico e investigar os possiveis mecanismos envolvidos com esses

efeitos.

1.6 PPARa e adiposidade

Um dos principais fatores que levam ao desenvolvimento da obesidade ¢ o
desequilibrio entre o consumo e o gasto energético, o que resulta em um balango energético
positivo associado ao ganho de peso corporal.

Existem varias evidéncias a respeito de um possivel papel do PPARa sobre o
metabolismo do tecido adiposo, dentre elas um efeito regulatdrio sobre o armazenamento de

gordura nesse tecido. Alguns estudos mostram essa correlagao:

- Guerre Millo e colaboradores (2000) demonstraram que a ativacdo do PPARa através de
um ligante sintético causou reducdo da adiposidade em ratos e camundongos alimentados

com dieta rica em lipidios.
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- Koh, et al. (2003) e Lee et al. (2002) mostraram que o tratamento com fenofibrato causou
reducdo da adiposidade em um modelo experimental que apresenta obesidade e diabetes
(OLETF rats).

- Jeong e colaboradores (2004) e Srivastava e col. (2006) demonstraram que o fenofibrato ¢
capaz de prevenir a obesidade e a hipertrigliceridemia em camundongos com deficiéncia
do receptor da LDL.

- Fu, et al. (2005) mostraram que o acido graxo eleoiletanolamida também ¢ capaz de
regular a ingestao alimentar e o ganho de peso de animais obesos (ratos Zucker) através da
ativacao do PPARa..

O efeito do PPARa sobre a adiposidade tem sido atribuido a sua capacidade em
aumentar o catabolismo de lipidios no figado e assim, de forma indireta, causar redug¢do do
deposito de gordura do tecido adiposo. Além disso, sugere-se a participacdo do PPARa na
modulacdo do contetdo de TAG no tecido adiposo, entretanto, pouco se sabe sobre as agdes
dos fibratos no metabolismo de adipdcitos.

Desta forma, outro objetivo do presente estudo foi avaliar as vias de mobilizacdo e de
armazenamento de gorduras no tecido adiposo de animais tratados com fenofibrato e, além
disso, verificar se a participagdo do fenofibrato sobre a mobilizagdo de lipidios no tecido

adiposo ocorre via ativagao direta do PPARa nesse sitio.
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2.0 OBJETIVOS

Tendo em vista o exposto acima, os objetivos principais foram verificar se animais
tratados com fenofibrato apresentam reducao da adiposidade e se positivo, identificar as vias
metabolicas envolvidas nesse processo. Outro objetivo principal foi investigar as
conseqiiéncias da esteatose hepatica induzida pelo acido ordtico sobre o metabolismo de ratos

alimentados, bem como os efeitos do tratamento com fenofibrato sobre esses parametros.

2.1 Objetivos especificos

Verificar se o tratamento com fenofibrato e/ou acido orético influenciam:

1) a deposicao de lipidios no tecido adiposo dos animais.

2) a perfil metabolico plasmatico dos animais

3)as vias metabolicas responsaveis pelo armazenamento de gordura nos adipdcitos dos
animais.

4) o conteudo de gordura hepatica dos animais.

5) a sensibilidade insulinica do sistema de transporte da glicose no tecido adiposo
epididimal.

6) a oxidagao de lipidios no figado e tecido adiposo dos animais.

17



Materiais € Métodos

3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e seu tratamento

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando cerca de 200g, provenientes do centro
de bioterismo da UFMG (CEBIO) os quais foram submetidos aos seguintes tratamentos:
- (C) alimentados com dieta controle;
- (C+F) alimentado com dieta controle contendo fenofibrato (100 mg'.Kg' de PC.dia™)
(Sigma);
- (AO) alimentados com dieta controle contendo acido orético (1%) (Aldrich);
- (AO+F) alimentados com dieta controle contendo acido orotico (1 %) e fenofibrato (100 mg
' Kg'de PC.dia™).

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais ¢ em ambiente com controle de luz
(14 horas luz, das 6 as 20h) e temperatura (23 = 3°C) e livre acesso a dgua e a dieta
determinada.

A dieta controle possuia 66% de carboidrato, 20% de proteinas, 8% de lipidios e
concentragdo de vitaminas e minerais adequadas. A composi¢cdo bésica da dieta controle

(KETTELHUT, FOSS & MIGLIORINI, 1980) ¢ apresentada na tabela 1.

Tabela 1. Composicdo bésica da dieta controle (%).

Dieta controle
Proteina 20
Lipidio 8
Carboidrato 66
Minerais 5
Vitaminas 1
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Para melhorar a textura da dieta adicionou-se agua na propor¢do de 12 mL de agua
para cada 100gr de racao.

A dieta controle foi adicionado 1% de 4cido orético (AO) (Aldrich) ou 100 mg™. Kg™!
de PC.dia”’ de fenofibrato (C+F) (Sigma)ou ambas as drogas (AO+F), as quais foram
administradas por um periodo de 9 dias.

A ingestdo alimentar foi cuidadosamente monitorada diariamente durante todo o
periodo experimental através da mensuracdo da diferega entre a ragdo ofertada ao animal e o
que sobrou da mesma.

No décimo dia, entre 8§ ¢ 10hs da manha, procedeu-se o sacrificio dos animais
(decapitagdo) e os tecidos adiposos e hepaticos foram removidos, pesados e utilizados
imediatamente ou congelados em nitrogénio liquido e conservados em freezer -80°C até o
momento do uso. O sangue foi coletado em tubos heparinizados ou contendo citrato (quando
apropriado) para obtencdo de plasma, e armazenado a -20°C para posterior dosagem de

glicose, insulina, acidos graxos livres, triacilglicerol, colesterol total, glicerol e leptina.

3.2 Metodologia

3.2.1 Determinagao do conteudo hepatico de lipidios

A extragdo do conteudo de gorduras do figado foi realizada segundo o método de
Folch & cols (1957). Porgdes de figado foram removidas, pesadas, homogeneizadas em
cloroférmio:metanol 2:1 e deixadas extrair por cerca de 16h. Apds filtrar, adicionou-se
solugdo fisiologica (0,9%) na propor¢ao de 2 ml para 10 ml de filtrado. Apo6s separagdo das
fases, uma aliquota da fase cloroférmica foi transferida para tubos de cintilagdo previamente
pesados. Os tubos foram expostos por cinco dias, aproximadamente, a temperatura ambiente
para a evaporagdo do cloroféormio e separacao dos lipidios das amostras. Os lipidios totais

foram quantificados por gravimetria.
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3.2.2 Analise morfologia dos hepatocitos
3.2.2.1 Processamento do material para a microscopia de luz (ML)

Fragmentos de figado com aproximadamente 1mm de espessura foram removidos e
processados conforme o padrao de técnicas histologicas. Assim, os fragmentos foram imersos
em solugdo fixadora de glutaraldeido a 4,5%, em tampao fosfato 0,1M, pH 7,3, por um
periodo de 24 horas. Em seguida, procederam-se as etapas de desidratacdo em série crescente
de alcoois (70°, 85 °, 90 °, 95° ¢ 100°) e a inclusdo em glicol metacrilato (Leica Historesin
Embedding Kit, Leica Instruments). Foram obtidas sec¢des histologicas com 3um de
espessura e os mesmos foram corados pela técnica do azul de toluidina-borato de sddio a 1%,

montadas com Entellan (Merck), e analisadas ao microscépio de luz Olympus BX-40.

3.2.3 Isolamento dos adipdcitos

Apbds o sacrificio dos animais o tecido adiposo epididimal foi removido, picado e
incubado com colagenase por 45 minutos a 37°C, sob agitacdo continua, conforme descrito
por Rodbell (1964). Ao término do periodo de incubagdo, as células foram filtradas através de
uma tela de nylon, lavadas trés vezes com tampao HEPES (pH 7,4) contendo 1% de albumina
bovina livre de acidos graxos. Os adipocitos isolados foram ressuspensos na propor¢ao de 1g

de tecido para 20 mL de tampao .

3.2.4 Captacgio de glicose
Apo6s isolamento, as células adiposas foram lavadas com tampao HEPES e
incubadas por 45 min em tubos contendo ou ndo insulina (50ng/mL). Um tubo contendo
fluoretina foi adicionado ao teste, pois essa substancia inibe a capta¢io da 2-deoxi-[ H]glicose
e permite a quantificacio aproximada do background. A captagdo da 2-deoxi-[*H]glicose foi
utilizada para determinar a sensibilidade insulinica sobre o processo de captacdo de glicose

(BOTION & GREEN, 1999). Para isso foi adicionado aos tubos 50pL de 2-deoxi-[*H]glicose
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(0,2 uCi) e as células incubadas por mais 3 min. A 2-deoxi-["H]glicose ¢ transportada para
dentro da célula através dos mesmos transportadores da glicose (HOM &GOODNER, 1984;
KRAEGEN et al., 1985). O transporte da glicose foi interrompido por transferéncia de 300uL
da mistura de reagdo que foram acrescidos a um tubo de microcentrifuga contendo 70-80uL
de silicone. Imediatamente, os tubos foram centrifugados por 60 segundos. Como o silicone
tem densidade intermediaria entre as células e o0 meio de incubagdo, formam-se trés camadas
apos a centrifugacdo. O tubo foi cortado na fase intermediaria (silicone), a camada de células
removida e transferida para um frasco de cintilagdo contendo tolueno-PPO-POPOP-Triton
para a contagem da radioatividade da 2-deoxi-[’H]glicose-6-fosfato. O célculo do indice de
captacdo de glicose in vitro foi feito considerando-se a radioatividade da 2-deoxi-[*H]glicose

nas células e a concentragdo desse composto no meio de incubagio.

3.2.5 Anilise semi-quantitativa do transportador de glicose (GLUT-4) no tecido
adiposo por Western Blots

Fragmentos de tecido adiposo epididimal foram homogeneizados em tampao de lise
contendo inibidores de proteases e posteriormente centrifugados (2500 rpm, 20 min, 4°C)
para remog¢ao do infranadante. As proteinas contidas no infranadante foram quantificadas
através do método de Bradford (1976).

A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS) foi
realizada de acordo com o método descrito por Laemmli (1970). 30 pg de proteina das
amostras foram aquecidas a 98°C por 5 min e aplicadas em gel de poliacrilamida a 10%. Na
lateral do gel foi aplicado o padrio de peso molecular (20 — 200 kDa), sabendo-se que o
GLUT-4 possui um peso molecular de, aproximadamente, 54kDa. A eletroforese foi realizada
numa cuba de acrilico, contendo tampao de corrida (Tris-HCI 25mM, SDS 0,1%), sob a
voltagem de 100 Volts, por 2 horas. As proteinas foram transferidas eletroforeticamente

(tampdo: Tris-HCl 25mM, glicina 192mM, metanol 20%) para uma membrana de
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nitrocelulose, sob voltagem de 100 Volts, por 1,5h. Em seguida as membranas foram
bloqueadas para as ligagdes ndo especificas com tampao contendo leite desnatado a 5% em
TBS-T 1x por 1 hora. Apds, as membranas foram incubadas com anticorpo primario para
GLUT-4 (Invitrogen) por 3h a 37°C sob agitagdo constante. As membranas foram lavadas
novamente com TBS-T e incubadas com anticorpo secundario (anti-rabbit) por 1 hora seguido
de lavagem das membranas. Por ultimo, foi realizada a revelagdo quimioluminescente
utilizando ECL plus (Amersham). Apds a identificacdo das bandas referentes a proteina
GLUT-4, foi feito, na mesma membrana, a identificacdo das bandas referentes a [-actina, que
foi utilizada como controle enddgeno. Para isso, foi feito o “stripping” da membrana que
consiste na retirada dos anticorpos da superficie da mesma e a incubagdo por lh com
anticorpo primario para a proteina -actina. As membranas foram entdo lavadas com TBS-T
Ix e incubadas com anticorpo secundario (anti-mice) por lh e apos, lavadas novamente.
Posteriormente, foi realizada a revelacdo quimioluminescente utilizando ECL plus
(Amersham).

As bandas imuno-reativas foram quantificadas por densitrometria no programa Image
J quant, da National Institute of Health, USA. Os resultados foram expressos a partir da

relacdo GLUT-4/B-actina em unidades de densidade relativas.

3.2.6 Medida da atividade da lipase lipoprotéica

A lipase lipoprotéica (LPL) ¢ uma glicoproteina, cujas caracteristicas funcionais mais
importantes sdo: possuir um pH 6timo de agdo alcalino (8,0 — 8,5), ser inibida por NaCl 1M e
requerer um cofator especifico para manifestar sua atividade, a apolipoproteina C-II. O ensaio
da atividade enzimdtica da LPL baseia-se no método de Nilsson-Ehle & Schotz (1976) e
fundamenta-se na reacao:

TAG (glicerol tri-’H- oleato) LPL » glicerol + *H- oleato
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Os 4cidos graxos liberados (*H- oleato) foram separados pela utiliza¢do de um sistema
de particao liquido-liquido e uma aliquota dos AGL situados na fase superior polar, ¢
removida para a determinag¢do da radioatividade correspondente. O indice de hidrolise ¢
diretamente proporcional a atividade da enzima.

Para a medida da atividade da LPL, fragmentos do tecido adiposo epididimal foram
homogeneizados em tampao Tris-HCL (pH 8,3) contendo detergentes, centrifugado a 2500
rpm por 15 minutos e a camada intermediaria, abaixo da camada gordurosa, foi utilizada para
a medida da atividade enzimatica.

A emulsio-substrato foi preparada com trioleina fria e [9,10-’H]trioleato e estabilizada
com lecitina. Os lipidios foram sonicados com glicerol a 4 °C durante 5 min. Esta emulsdo ¢
estavel por cerca 2 meses no escuro.

No dia do experimento foi preparada a mistura de reacdo, contendo 2 partes de tampao
LPL (Tris 0,2M, pH 8,3; contendo 6 % de albumina bovina livre de acidos graxos e cloreto de
sodio 0,15M), 2 partes de emulsdo-substrato e 1 parte de soro de rato em jejum por 24 horas
como fonte de Apo-CII. A mistura de reag¢ao foi agitada em vortex e 100uL adicionados em
todos os tubos. A reagdo iniciou-se pela adicdo de 10 pL do homogenato que foi entdo
incubados sob agitagdo por 45 minutos a 37°C. Ao final do periodo de incubagio adicionou-se
inicialmente 3,25 mL da mistura de extra¢do cloroféormio-heptana-metanol, 1,25:1,1:1,41
(BELFRAGE & VAUGHAN, 1969) e em seguida 1,05 ml de tampao carbonato-borato 0,1M
pH 10,5, sob agitacdo em vortex. Os tubos de ensaio foram centrifugados a temperatura
ambiente por 10 minutos e uma aliquota de 1,0 mL da fase aquosa superior foi colocada em 4
ml de coquetel de cintilagdo (tolueno-triton-PPO-POPOP) ¢ a radioatividade quantificada por

espectroscopia de cintilagdo liquida (Beckman LS 7600).
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3.2.7 Lipogénese in vitro

A atividade lipogénica do tecido adiposo foi quantificada utilizando a agua tritiada
como marcador radioisotopo. A agua tritiada ¢ o marcador radioisotopo de preferéncia para o
estudo da lipogénese. O tritio ¢ incorporado durante o processo de sintese de acidos graxos
em ligacdes estaveis C-H por meio da troca do *H com nucleotideos de pirimidina reduzidos
(NADPH), formados na via das pentoses ou pela enzima malica.

Fragmentos de tecido adiposo epididimal (200mg) foram incubados por 2 horas em
tampdo contendo 4gua tritiada “H,O (150uCi). A extracio dos lipidios do tecido adiposo foi
feita segundo o método de Folch e colaboradores (1957). Os tecidos foram homogeneizados
em uma mistura de cloroférmio-metanol 2:1. Aliquotas da fase inferior cloroférmica contendo
os lipidios totais foram utilizadas para a medida da radioatividade incorporada em &cidos
graxos totais através de espectroscopia de cintilagdo liquida (Beckman LS 7600).

A velocidade de sintese de acidos graxos in vitro no tecido adiposo epididimal foi

calculada segundo Windmuller e Spaeth, 1966. A formula ¢ a seguinte:

pmol de AG/2h=  dpm de *H incorporados em AG no TA x 10° x 1

dpm de *H /atomo-g de H no meio x 13,3 x t2-t1

3.2.8 Reacido em cadeia da polimerase em tempo real (PCRTR) — quantificacao
absoluta
3.2.8.1 Extracao do RNA Total
O isolamento do RNA total foi feito através do método de Chomczynski & Sacchi
(1987) com algumas modificagdes. Os fragmentos de figado e tecido adiposo foram
homogeneizados em solucdo de desnaturacdo (solucdo D — Apéndice 1). A seguir, foram
adicionados seqiiencialmente ao homogenato 50 uL de acetato de sddio 2M pH 5,2; 0,5 mL

de fenol (4gua-saturado) e 0,5 mL de cloroférmio-alcool isoamilico (49:1, v/v). Misturou-se
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totalmente por inversao apos a adi¢ao de cada reagente e a suspensao final foi homogenizada
vigorosamente por 10 segundos e resfriada em gelo por 15 minutos. O homogenato foi
centrifugado por 20 minutos a 10.000 rpm/4°C. A fase aquosa sobrenadante foi transferida
para um novo tubo e acrescentou-se 1 mL de isopropanol a 100%. A mistura foi armazenada a
—20°C/1 hora. Nova precipitacao foi realizada a 14.000 rpm/20 min/4°C. O sobrenadante foi
vertido e o pellet resultante foi ressuspendido em 300 pl de solugdo D e precipitado com
adi¢ao de 300 pl de isopropanol a —20°C/1 hora. Ap6s 10 minutos de centrifugacdo a 4°C
(14.000 rpm), verteu-se o sobrenadante e o botdo de RNA foi lavado em 1 mL de etanol a
75% e novamente centrifugado. O pellet foi seco a temperatura ambiente, ressuspendido em
80 ul de agua DEPC e incubado a 55°C/10 minutos, para melhor dissolucdo do RNA. As
concentragdes do RNA total foram determinadas pela leitura da densidade optica em
comprimento de onda de 260 nm (OD,4) em espectrofotdometro GeneQuant. Resumidamente,
aliquotas do RNA total foram diluidas em agua DEPC estéril filtrada a 0,22 pm (SF) para
quantificagdo em cubeta de quartzo especifica. As leituras nos comprimentos de ondas de 260
nm para acido nucléico e 280 nm para contaminantes protéicos sao apresentadas no apéndice
1 (tabela 1) bem como sua relagdo, demonstrando uma razdo maior do que 1,8, isto é, a
qualidade do RNA obtido foi segundo as exigéncias vigentes para a biologia molecular. Os
resultados das concentracdes do RNA total determinados e as composi¢des das solugdes

citadas acima também sdo apresentados no apéndice 1.

3.2.8.2 Eletroforese em Gel de Agarose

Apos a quantificacdo do RNA total, aliquotas de 2 pg de cada amostra foram aplicadas
em gel de agarose a 1,2%, para eletroforese em tampao TBE (1x) por 1h a 100 volts. O acido
ribonucléico de amostras selecionadas foram corados em solucdo de brometo de etidio (0,5n
g/mL), as bandas visualizadas em transiluminador UV e fotodocumentadas em aparelho

Nucleo Vision (Nucleo Tech). As fragdes ribossomais 28S, 18S e 58S, apresentaram-se integras
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e evidentes em todas as amostras de RNA total e o perfil eletroforético ndo apresentou

qualquer sinal de degradacdao do RNA (Apéndice 1, figural).

3.2.8.3 Selecdo de oligonucleotideos iniciadores para RT-PCR e PCR em

tempo real
As seqiiéncias dos oligonucleotideos iniciadores (primers) dos genes alvos para a
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCRTR) foram selecionados através da
analise das seqiiéncias de mRNAs depositadas no genebank acessadas através do programa
BLASTn do National Center for Biotechnology Information-(NCBI). Os amplicons alvos
foram selecionados e analisados através da ferramenta PrimerQuest, disponivel no IDT
SciTools (Integrated DNA technologies)'. Resumidamente, a partir da analise de homologia
entre as seqiiéncias dos mRNAs do PPARa, Acil CoA oxidase (ACO), Carnitina palmitoil
transferase 1 (CPT-1) e B-actina, obteve-se as respectivas regioes-alvos para a confeccao dos
pares de oligonucleotideos iniciadores especificos. Dessa forma, foram escolhidos os
seguintes iniciadores: PPARa: FOR- 5°- taccactatggagtccacgcatgt-3°, REV-  5°-
ttgcagettcgatcacacttgtcg;  ACO- FOR-5’-  atctetgtggttgetgtggagtca 3°, REV-  5°-
tetggatgcttecttctccaaggt-3’;  CPT1- FOR-  5°-  acgtgagtgactggtgggaagaat-3°, REV-5’-
tctccatggegtagtagttgetgt-3’;  B-actina- FOR-5’-catgaagatcaagatcattgctcct-3°, REV-  5°-
ctgettgetgatccacatetg-3’. Os amplicons alvos para PCRTR foram de 98, 90, 84 e 109 pb para

PPARa, ACO, CPT-1 e B- actina, respectivamente (Apéndice 2).

3.2.8.4 Transcricio Reversa
A reacdo de transcricao reversa (RT) foi realizada segundo protocolo previamente
descrito por Martins e cols. (1995) com pequenas alteragdes. Resumidamente, 2 ug de RNA

total (30ul) foram utilizados para a sintese do DNA complementar (cDNA). Em cada reagado
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adicionaram-se ao RNA das amostras: 4 pl (10 pmol/ul) de oligo dTs); 4ul (40pmol cada)
dos iniciadores reversos dos genes analisados; 10 ul de tampao da reacdo; 4 pl (10 mM/ul) de
dNTP mix; 0,2 pl (40U) de enzima transcritase reversa (RT; M-MLV 200U/ul -
INVITROGEN) e 18ul de H>O mili-Q SF (g.s.p. 50 ul). A transcricao reversa foi realizada a

40°C/60 min e o cDNA posteriormente armazenado a -20°C.

3.2.8.5 Reac¢ao em cadeia da polimerase (PCR) convencional
Como protocolo inicial para verificar a qualidade dos primers selecionados para
PPARa, ACO, CPT-1 e B-actina, utilizou-se o PCR convencional (SAIKI et al., 1985) com
algumas modificagdes. Resumidamente, pools de 4 amostras de cDNAs provenientes da
transcricao reversa dos diferentes tratamentos C, C+F, AO ¢ AO+F, foram submetidos a PCR
convencional para amplificagdo de cada fragmento alvo com os pares de primers especificos
(PPARaFOR/PPAR0REV; ACOFOR/ACOREV; CPT-1FOR/CPT-IREV e [-actFOR/B-
actREV). Sumariamente, cada reagdo de 25 pl continha: 16,3 ul de 4gua mili-Q SF; 2,5 pl de
tampao PCR 10x; 2 pl de INTP mix (200 uM cada dNTP); 1 ul de MgCl,a 25 mM; 0,2 ul de
Taq DNA polimerase (Laboratorio Phoneutria) e 3ul da mistura: pool de cDNA (1 ul) e
primers (10 pmoles cada). A PCR foi realizada em termociclador MJ Research Minicycler
com o seguinte programa: [1] 95°C/5 min.; 52°C/2 min. e 72°C/2 min.; [2] 05 ciclos de
94°C/1 min.; 56°C/1 min. ¢ 72°C/1 min.; [3] 40 ciclos de 93°C/ 1 min.; 56°C/ 1 min. ¢ 72°C/1
min.; [4] extensdo final de 72°C/4 min. Os amplicons especificos foram confirmados através
de eletroforese em gel de poliacrilamida e coloragdo pelo nitrato de prata, segundo o método
descrito no item 3.2.7.6 a seguir.
3.2.8.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida e coloracio pela prata
Para a eletroforese dos amplicons obtidos pela PCR convencional utilizou-se o método

descrito por Grimberg e cols., (1989) e aperfeicoado por Carvalho e col., (2000). O gel de

" http://www.idtdna.com/SciTools/SciTools.aspx. 27
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poliacrilamida foi preparado utilizando-se: 4 mL de solucao estoque de acrilamida 30%; 3 mL
de TBE 5x; 110 pl de perssulfato de amoénio 10%; 10 ul de TEMED e g.s.p. 15 mL de H,O
destilada. Para a eletroforese foram utilizados 4 pl de cada amostra dos produtos da PCR. Os
tamanhos dos fragmentos da PCR foram determinados e confirmados pela comparagdo com o
marcador 50 pb DNA ladder (utilizados 100 ng). Apos fixacdo por 10 minutos em etanol
(10%), &cido acético (0,5%) e H,O destilada (q.s.p.) o gel foi impregnado com AgNOs (0,1%)
por 10 minutos e lavado em H,O destilada por 3 a 5 minutos. A visualiza¢ao dos fragmentos
de PCR foi feita por revelagdo em solu¢do contendo NaOH (3,6%), formol (0,3%) e q.s.p. 100

mL de H,O destilada por 10 minutos (Apéndice 3).

3.2.8.7 Purificacio dos fragmentos do PPARa, ACO, CPT-1 e B-actina

Com o objetivo de se obter um fragmento de PCR puro e especifico do PPARa, ACO,
CPT-1 e B-actina para quantificacdo e utilizagdo como padriao no PCR em Tempo Real e
construcao das curvas de calibracdo, foi utilizado o seguinte protocolo: 40 pl do fragmento
obtido no PCR convencional foram gel-purificados em agarose a 1,2%. A eletroforese foi
realizada a 100 volts por aproximadamente 60 min de corrida em tampao TBE 1x, como
descrito anteriormente (as bandas sdo apresentadas no apéndice 4). Com o auxilio de uma
lamina de bisturi estéril, as bandas dos fragmentos especificos de 98 pb do PPARa, 90pb do
ACO, 84pb da CPT-1 e 109 pb para a - actina foram cortadas do gel, evitando-se excesso de
agarose. As bandas foram colocadas em tubos de microcentrifuga de 1,5 ml contendo um
filtro de 0,45 um, com 1 mL de tampao TBE 0,5x. Os fragmentos de agarose contendo os
amplicons foram congelados a -20°C, fragmentados e submetidos a separagdo por
centrifugacdo a 4°C/30min e posterior purificagdo por extracdo orgdnica com
fenol:cloroformio; alcool isoamilico e precipitagdo com etanol. Os fragmentos de PCR dos
diferentes genes foram ressuspendidos em 4gua SF e aliquotas analisadas em

espectrofotometro GeneQuant para quantificagdo dos fragmentos de DNA em OD,q. Apos a
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purificacao foi feito um gel de poliacrilamida com 2 pl (200 ng) de marcador 50 pb DNA
ladder ¢ 10 pl do fragmento purificado para confirmacdo da integridade e pureza do
fragmento. Essas amostras purificadas foram utilizadas na construcdo das curvas de

calibracao no PCRTR quantitativo.

3.2.8.8 PCR em tempo real e quantificacao absoluta

Para a reagdo de PCR em Tempo Real e quantificacdo absoluta da expressao dos genes
alvos estudados, foi utilizado o kit SYBR GREEN PCR core Reagents da PE Biosystems (No.
Cat. 4304886; Warrington, UK). Utilizou-se um protocolo basico mantendo as concentragdes
usuais de reagente num volume final de rea¢dao de 20 pl. Resumidamente, a reagdo consistiu-
se de: 6ul de agua para PCR (SF); 10 ul do mix SYBR Green PCR; 2 ul de primer mix (1pmol
de cada primer analisado — senso e anti-senso) ¢ 2 ul de ¢cDNA da reacdo de transcri¢dao
reversa. Os controles negativos foram feitos substituindo-se as amostras pelo mesmo volume
de agua na reacdo. A reagdo em tempo real foi realizada no aparelho ABI Prism 7000 SDS no
seguinte ciclo termal: [estagio 1] um ciclo de 50°C/2 min.; [estagio 2] um ciclo a 95°C/10
min.; [estagio 3] 40 ciclos de 95°C/0,15 min. e 60°C/1 min. Como controle positivo e para
posterior quantificacdo dos resultados, as curvas-padrdes dos amplicons purificados de
PPARa, ACO, CPT-1 e - actina (item 3.2.7.7), foram construidas a partir de diluigcdes seriais
de: 1ng, 10'ng, 10~ ng, 10° ng e 10"'ng (Apéndice 5 — para melhor visualizagio das imagens
acesse: www.dcc.ufla.br/~thiago/adaliene). Para confirmag¢do do tamanho dos fragmentos
amplificados por PCR em Tempo Real foi realizada uma curva de dissociagdo como parte do
programa estabelecido no ABI Prism 7000 SDS (Apéndice 5 — para melhor visualizagdo das
imagens acesse: www.dcc.ufla.br/~thiago/adaliene) e os fragmentos amplificados também
foram posteriormente visualizados através de eletroforese em gel de poliacrilamida corado

com nitrato de prata (Apéndice 6).
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Para a andlise da expressao do PPARa no tecido adiposo ndo foi utilizado a curva
padrao construida para esse gene alvo, portanto, a andlise da expressao do gene foi semi-
quantitativa (método delta delta CT) segundo o modelo matematico desenvolvido por Ptaffl,
2001. O valor de CT (threshold cycle) representa 0 momento da reacdo de PCR em que a
fluorescéncia de determinada amostra ¢ detectada inequivocamente acima do ruido de fundo
(background). O resultado foi expresso em unidades arbitrarias. O modelo matematico
utilizado para a obteng@o das unidades arbitrarias para essa analise foi:

1- Subtragdo do valor de CT do PPARa pelo CT da B-actina (ACt);

2- média do ACT das amostras;

3- ACT de cada amostra — a média do ACT (AACT);

4- elevagdo negativa do AACT na base 2 = 24T,

3.2.9 Dosagens bioquimicas

As concentracdes de glicose, triacilglicerol e colesterol total plasmaticos foram
quantificadas através de “kit” enzimaticos (ANALISA, Lagoa Santa, MG). O glicerol
plasmatico foi quantificado através de um “kit” enzimatico, gentilmente elaborado e cedido
pelo Dr. Leonides (KATAL - Belo Horizonte, MG).

A concentra¢do plasmatica de insulina e leptina foram quantificadas pelo método de
radioimunoensaio utilizando "kit" comercial especifico para insulina e leptina de rato,
respectivamente (Linco Research, St Charles, MO - USA).

A concentracdo plasmatica de acidos graxos livres foi quantificada por método

enzimatico utilizando “kit” comercial da WAKO (Pure Chemical Industries, Japan).

3.2.10 Analise dos dados
As comparagdes estatisticas entre varios grupos foram feitas por ANOVA one way

seguida de Newman-Keuls. Para comparacdes entre dois grupos foi utilizado o teste “t de
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Student”. A andlise dos resultados foi feita utilizando-se o programa GraphPad Prism versao
4.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego — Califéornia, USA. O nivel de

significancia adotado foi de p<0,05.
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Resultados

4.0 RESULTADOS

4.1 Ingestiao alimentar, peso corporal e biometria dos tecidos

Os resultados apresentados na tabela 2 mostram que os animais tratados com
fenofibrato, independentemente da presenca de acido ordtico, apresentaram reducao do ganho
de peso corporal durante os 9 dias de tratamento em relagdo aos animais nao tratados com a
droga. Conforme pode ser observado, o efeito do fenofibrato sobre o ganho de peso corporal
nao ¢ dependente da ingestao alimentar uma vez que, todos os animais apresentaram consumo
diario equivalente de dieta, durante o periodo experimental (tabela 2). Além disso, pode ser
observado nesses animais uma reducdo do peso dos tecidos adiposos epididimal e
retroperitoneal e aumento do peso do figado.

A dieta suplementada com 4cido orotico ndo alterou o ganho de peso corporal dos
animais e o peso dos depdsitos adiposos entretanto, a suplementacdo de AO aumentou o peso

do figado em relacao aos animais alimentados somente com dieta controle.

Tabela 2. Efeito dos diferentes tratamentos sobre a ingestao alimentar por dia, peso corporal

e de tecidos.

C C+F AO AO+F

Peso corporal final (g) 255+ 8(8) 221 £ 8*(8) 248 £5,74(7) 212,1+£4,9°(7)
Ganho de peso corporal (g/9 dias) 61+£7(7) 386 *(7) 56,5+4,0(7) 23,4+527(7)
Ingestdo Alimentar/dia/ 100g de PC(g) 9,1 £0,4 (6) 8,7+0,5(6) 8,9+0,4 (6) 8,7+ 0,1 (6)
Biometria (g/100g PC):

- tecido adiposo epididimal 1,1 £0,05(9) 0,74+0,02*(8) 0,9+0,03(7) 0,6+0,06 (7)
- tecido adiposo retroperitoneal 0,67 + 0,02 (9) 0,34+0,06%(8) 0,54+0,05(7) 0,26=+0,04"(7)
- figado 502+0,17(9) 69+03*(9) 62+0,25%(7) 7,1+£0,2"(7)

Os valores representam a média + erro padrdo. Os nimeros entre parénteses representam o

nimero de animais utilizados.*p<0,05 vs C; i p<0,05 vs AO.
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4.2 Parametros plasmaticos

Conforme pode ser observado na tabela 3, a concentracao plasmatica de glicose foi
semelhante em todos os grupos estudados. Nao houve alteracdo da concentragdo plasmatica
de insulina nos animais tratados com acido ordtico em relagdo ao grupo controle. O
tratamento com fenofibrato reduziu em 35% (C+F) (p=0,08) e 53% (AO+F) (p<0,05) a
concentragdo plasmatica de insulina quando comparado aos respectivos grupos nao tratados.
Entretanto, a redugdo de 35% observada nos animais C+F nao foi diferente estatisticamente.

A concentragdo plasmatica de AGL apresentou-se elevada nos animais tratados com
AO em relagdo aos controles (p<0,05), e o tratamento com fenofibrato ndo modificou esse
parametro lipidico plasmatico. Em relag@o ao glicerol plasmatico, ndo foi observada variacao
na concentracdo desse metabolito nos diferentes tratamentos.

Nos animais do grupo AO a concentragdo plasmatica de triacilglicerdis mostrou uma
reducdo de 46% (p<0,05) quando comparada ao grupo C e o tratamento com fenofibrato
reduziu em 60% (C+F) e 34% (AO+F) (p<0,05) a concentracdo plasmatica desse lipidio
quando comparado ao respectivo grupo ndo tratado. Da mesma forma, a adigdo de acido
orotico a dieta controle causou uma redugao de 28% (p<0,05) na concentracdo plasmatica de
colesterol quando comparado ao grupo controle, ¢ o tratamento com fenofibrato reduziu em
32% (p<0,05) e 46% (p<0,05) a concentracdo deste lipidio em relagdo aos respectivos grupos
nao tratados, C e AO.

Em relacdo aos niveis plasmaticos de leptina observamos que os animais AO
apresentaram redugdo da concentragdo desse hormoénio quando comparado aos animais
controles. Os animais tratados com fenofibrato apresentaram concentracdo menor de leptina

plasmatica quando comparada aos respectivos grupos nio tratados, C e AO.
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Tabela 3. Efeito dos diferentes tratamentos sobre a glicemia, a concentragdo plasmatica de

insulina, acidos graxos livres, glicerol, triacilglicerol, colesterol total e leptina.

Parametros Plasmaticos C C+F AO AO+F
Glicose (mmol/L) 75+0,17(6) 7,60+0,21(6) 7,80+0,21 (6) 7,8 £0,32 (5)
Insulina (ng/mL) 2,2+0,20(5) 1,45+033(5) 2,00+020(4) 0,94=+0,20" (6)
Acidos Graxos Livres (mmol/L) 0,6+0,10(7) 0,54+0,09(8) 1,10+0,14*(7) 0,94+ 0,15 (7)
Glicerol (mmol/L) 0,17+0,01 (7) 0,11+0,009(8) 0,15+0,01(8)  0,13+0,01(6)
Triacilglicerol (mg/dL) 171 +£19 (7) 70 £ 8,00* (5) 91+ 5,00%* (4) 60 +2,00" (6)
Colesterol Total (mg/dL) 112£8,10(6) 76+9,30(5)* 80+ 7,00* (8) 4329 (4)
Leptina (ng/mL) 53+0,67(6) 2,65+0,24%(6) 3,15+0,32%(6) 1,26+0,12°(7)

Os valores representam a média = erro padrdo. Os numeros entre parénteses representam o

numero de animais utilizados. * p<0,05 vs C; * p<0,05 vs AO.
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4.3 Correlacio entre o peso do tecido adiposo epididimal e a leptina plasmatica
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Figura 6. Correlagdo positiva entre a leptina plasmatica e peso do tecido adiposo epididimal,

=0,82, n=6, p<0,0001, Intervalo de confianga= 0,62 a 0,92.

Conforme pode ser observado na figura 6, a concentracdo plasmatica de leptina

correlaciona-se positivamente com o peso do tecido adiposo epididimal, entretanto, essa

correlacdo ndo ¢ influenciada pelos tratamentos com fenofibrato ou acido oroético.
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4.4. Conteudo hepatico de lipidios totais

Na figura 7 pode ser observado que a adicdo de acido orotico a dieta causou um
aumento de 160% no contetido hepatico de lipidios totais em relagdo aos animais controles
(49,0+4,8mg/g C vs 128,0+12,9mg/g AO, p<0,05). O tratamento com fenofibrato impediu o
desenvolvimento da esteatose hepatica induzida pelo acido orético (128,0£12,9mg/g AO vs
49+5,9mg/g AO+F) e ndo alterou contetido hepatico de lipidios dos animais que receberam a

dieta controle (49,0+4,8mg/g C vs 45,0+4,15mg/g C+F) (figura 6).
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Figura 7. Efeito dos diferentes tratamentos sobre o conteudo hepatico de lipidios totais. As

barras representam a média + erro padrio. n=5-6; * p<0,05 vs C; " p<0,05 vs AO.
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4.5. Analise histologica do figado

As andlises histologicas mostraram que os hepatdcitos dos animais submetidos aos
diferentes tratamentos apresentavam caracteristicas morfoldgicas diferentes daquelas
observadas nos animais controles. Dentre essas, foram observadas diferencas quanto a
disposi¢cdo do nucleo e em especial ao contetido e o tipo de vesiculas gordurosas. A figura 8
apresenta uma imagem panoramica dos cortes histologicos (aumento de 200x).

A partir da analise dos fragmentos de figados incluidos em metacrilato e corados com
azul de toluidina observamos que os hepatocitos dos animais alimentados com dieta controle
(figura 8A) apresentavam-se organizados em fileiras delimitadas por tecido conjuntivo
contendo capilares sinusoides (S). Observamos também nucleos alongados tipicos de células
do conjuntivo (Cj). Os hepatocitos apresentaram-se com morfologia tipica, citoplasma
abundante, de aspecto vacuolar gragas a presenga de pequenas gotas lipidicas
microvesiculares (Li) e nicleo em posi¢do central no citoplasma (setas).

O citoplasma dos hepatdcitos dos animais suplementados com acido orético (Fig. 8C)
apresentou um aspecto vacuolar devido ao aumento no nimero e volume das gotas lipidicas
que se apresentavam ora micro (Li) ora macrovesiculares (La). Os nucleos desses hepatocitos
ndo raramente apresentavam-se deslocados para a periferia da célula (setas).

O tratamento com fenofibrato (figura 8B) causou pequenas alteragdes na morfologia
dos hepatocitos quando comparado ao grupo controle. A andlise morfolégica mostra um
nimero diminuido de gotas lipidicas (Li) e, conseqilientemente, o citosol com aspecto menos
vacuolar e mais homogéneo e nucleos localizados centralmente nos hepatocitos (setas).

O citoplasma dos hepatécitos obtidos de animais suplementados com acido orotico e
fenofibrato (figura 8D) apresentou-se bastante homogéneo e com as gotas lipidicas (Li)
menos numerosas ¢ volumosas (microvesiculares) quando comparado ao grupo respectivo que

ndo recebeu fenofibrato (AO). A imagem mostra que os nucleos ndo estavam deslocados para
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a periferia da célula como ocorreu nos animais suplementados apenas com acido orotico

(setas).

PRANCHA 1

Figura 8A. Corte histologico de figado do animal alimentado com dieta controle (C).
Observam-se nucleos de hepatdcitos (setas); capilares sinuséides (S); nicleos de células do

tecido conjuntivo (Cj); gotas lipidicas microvesiculares (Li). Azul de toluidina, 200x.

Figura 8B. Corte histologico de figado do animal alimentado com dieta controle adicionada
de fenofibrato (C+F). Observam-se nucleos de hepatocitos (setas); capilares sinuséides (S);
nucleos de células do tecido conjuntivo (Cj); gotas lipidicas microvesiculares (Li). Azul de

toluidina, 200x.

Figura 8C. Corte histologico de figado do animal alimentado com dieta contendo é4cido
orotico (AO). Observam-se nucleos de hepatocitos (setas); capilares sinusoides (S); gotas

lipidicas microvesiculares (Li) e macrovesiculares (La). Azul de toluidina, 200x.

Figura 8D. Corte histologico de figado do animal alimentado com dieta contendo é4cido
orotico e fenofibrato (AO+F). Observam-se nucleos de hepatocitos (setas); capilares
sinusoides (S); nucleos de células do tecido conjuntivo (Cj); gotas lipidicas microvesiculares

(Li). Azul de toluidina, 200x.
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4.6 Captaciao de glicose por adipocitos do tecido adiposo epididimal

A captacdo basal (sem estimulo) de glicose por adipocitos isolados a partir do tecido
adiposo epididimal pode ser observada na figura 9A. Os resultados mostram que a
suplementagdo dietética com acido ordtico aumentou em 100% a captacdo basal de glicose
por adipdcitos quando comparado aos animais controles (0,14+0,02mmol/3min C vs 0,28+
0,02mmol/3min AO, p<0,05). Da mesma forma, o tratamento com fenofibrato aumentou em
aproximadamente 100% a captacdo basal de glicose em relagdo aos animais controles (0,14 +
0,02mmol/3min C vs 0,29+£0,05mmol/3min C+F, p<0,05), entretanto, ndo alterou esse
parametro nos animais AO+F (0,28+0,02mmol/3min AO vs 0,24+0,03mmol/3min AO+F,

p>0,05).
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Figura 9A. Efeito dos diferentes tratamentos sobre a captacao basal (sem estimulo) de glicose

por adip6citos. As barras representam a média * erro padrao, n = 6-8. * p<0,05 vs C.

No que diz respeito a sensibilidade insulinica sobre o transporte de glicose por
adipocitos, pode-se observar que esse hormonio, na concentragdo de 50ng/mL, aumentou a
captagdo de glicose em todos os grupos em relagdo ao estado basal (figura 9B).

A suplementagdo da dieta com acido orético produziu um aumento da captacdo de

glicose em ambos os estados, basal e estimulado pela insulina, (0,14+0,02 mmol/3min Cb vs
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0,28+0,02mmol/3min AOb, p<0,05; 0,69+0,1 Immol/3min Ci vs 1,43+0,22mmol/3min AOi,
p<0,05) em relacdo ao controle (figura 9B). O aumento promovido pela insulina na captagao
de glicose foi de 4,8 e 5,6 vezes em relagao ao basal, nos animais controles e suplementados
com dacido ordtico, respectivamente. Observou-se ainda, que nos animais tratados com
fenofibrato a captagdo de glicose tanto no estado basal (0,14+0,02mmol/3min Cb vs
0,29+0,05mmol/3min C+Fb, p<0,05) quanto no estimulado pela insulina foi maior em relagao
aos animais controles (0,69+0,11mmol/3min Ci vs 1,16+0,15mmol/3min C+Fi, p<0,05). E
importante observar que a captacdo de glicose estimulada pela insulina foi de
aproximadamente 4,5 vezes em relacao ao basal tanto no grupo controle (C) quanto no tratado

com fenofibrato (C+F).
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Figura 9B. Efeito dos diferentes tratamentos sobre a captagdo de glicose basal e estimulada
por insulina por adipdcitos isolados do tecido adiposo epididimal. As barras representam a
média + erro padrio, n = 6-8. b=basal, i= insulina; ° p<0,05 b vs i; * p<0,05 vs Cb; *p<0,05 vs

Ci

41



Resultados

O tratamento com fenofibrato em animais alimentados concomitantemente com acido
ordtico nao causou alteragdes na captacao de glicose por adipdcitos tanto no estado basal
como no estimulado com insulina quando comparado aos animais tratados apenas com AO

(0,28+0,02mmol/3min AOb vs 0,24+0,03mmol/3min AO+Fb, p>0,05; 1,434+0,22mmol/3min

AOi vs 1,3540,26mmol/3min AO+Fi, p>0,05) (Fig. 9B).

4.7 Conteudo da proteina GLUT-4 do tecido adiposo epididimal

A proteina GLUT-4 foi analisada através da técnica western blot em um tecido
sensivel a insulina, o tecido adiposo epididimal. A figura 10A mostra um autoradiograma de
uma banda de 54KDa da proteina GLUT-4 e de 43KDa da proteina [3-actina no controle € nos
diferentes tratamentos. A figura 10B apresenta a analise semi-quantitativa do transportador de
glicose. A dieta contendo 4cido ordtico aumentou em 32% a quantidade da proteina GLUT-4
no tecido adiposo epididimal em relagdo ao grupo controle. O tratamento com fenofibrato nao
alterou a quantidade da proteina no tecido adiposo em nenhum dos grupos avaliados, C+F e

AO+F, em relagdo aos seus respectivos controles.
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Figura 10. A- Autoradiograma representativo de western blot para a proteina GLUT-4 e a (-
actina no tecido adiposo epididimal. B- Analise semi-quantitativa da proteina GLUT-4. Os
resultados foram expressos, a partir da relagdo GLUT-4/B-actina, em unidades de densidade

relativa. As barras representam a média + erro padrao, n =4, * p<0,05 vs C.
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4.8 Atividade da enzima lipase lipoprotéica

A hidrolise dos triacilglicerdis presentes nas lipoproteinas circulantes ¢ catalisada pela
enzima lipase lipoprotéica do tecido adiposo e os acidos graxos liberados sdo captados e
armazenados nesse tecido. Os dados obtidos (figura 11) mostram que atividade da LPL do
tecido adiposo epididimal no grupo AO aumentou em relacdo ao grupo controle
(1,64£0,11mU C vs 2,91£0,6mU AO, p<0,05). O tratamento com fenofibrato reduziu a
atividade da enzima em 50% (C+F) e 30% (AO+F) quando comparado aos respectivos grupos

nao tratados (1,64+0,1lmU C vs 0,67+0,12mU C+F, p<0,05; 2,91£0,6mU AO vs

1,08+0,2mU AO+F, p<0,05).
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Figura 11. Atividade da enzima LPL (mU) no tecido adiposo epididimal de ratos submetidos
aos diferentes tratamentos. As barras representam a média * erro padrdo. n = 4-6. *p<0,05 vs

C; " p<0,05 vs AO.
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4.9 Lipogénese “in vitro” do tecido adiposo epididimal

A atividade lipogénica do tecido adiposo epididimal pode ser observada na figura 12.
A dieta suplementada com acido ordtico nao alterou a atividade lipogénica quando comparada
aos animais controle (17,09+1,6 umolAG/gTA C vs 16,6+1,6 umolAG/gTA AO, p>0,05). O
tratamento com fenofibrato causou reducdo da lipogénese tanto em relagdo aos animais
controles (17,09+1,16pmolAG/gTA C vs 10,65£1,1umolAG/gTA C+F, p<0,05) como em
relagdo aos animais alimentados com acido orético (16,6=1,6umolAG/gTA AO vs 9,73+1,6

umolAG/gTA AO+F, p<0,05).
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Figura 12. Efeito dos diferentes tratamentos sobre a lipogénese basal do tecido adiposo (TA)
epididimal “in vitro”. As barras representam a média + erro padrao, n = 8-9. *p<0,05 vs C;

" p<0,05 vs AO.

45



Resultados

4.10 Reacio em cadeia da polimerase em tempo real (PCRTR)

Neste estudo, avaliou-se também a expressdo do receptor nuclear ativado pelos
proliferadores de peroxissomos alfa (PPARa) no figado e no tecido adiposo bem como a
expressdo de duas enzimas importantes envolvidas na [-oxidacdo peroxissomal e
mitocondrial de 4cidos graxos, a acil-Coa oxidase (ACO) e a carnitina palmitoil transferase-1
(CPT-1), respectivamente. Para a quantificacdo absoluta da expressdo desses genes, 0s
ensaios de PCRTR foram realizados utilizando-se primers de oligonucleotideos especificos
para os cDNAs que expressam o PPARa, a ACO e a CPT-1 (ver Materiais e Métodos). Para
normalizagdo do PCRTR foi utilizada a B-actina como controle enddégeno. Os dados
quantitativos referentes a analise da expressdo dos genes em estudo sdo apresentados em
anexo (anexo 5) bem como as curvas de calibracdo para todos os amplicons quantificados
(exceto para o PPARa no tecido adiposo). Conforme mencionado no MATERIAIS E
METODOS, para a analise da expressio do PPARa no tecido adiposo foi utilizado o método
delta delta CT, portanto, a analise foi semi-quantitativa e os resultados sdo apresentados como
unidades arbitrarias.

A figura 13 mostra a expressdao hepatica do mRNA para o PPARa que apresentou uma
reducdo de 80% nos animais tratados com AO em relagdo ao grupo controle. O tratamento
com fenofibrato aumentou a expressao do PPARa em 200% no grupo C+F e em 1000% no

grupo AO+F em relagdo aos respectivos grupos ndo tratados.
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Figura 13. Efeito dos diferentes tratamentos sobre expressdao hepatica do PPARa. As barras

representam a média * erro padrdo, n =3. *p<0,05 vs C; * p<0,05 vs AO.

A andlise semi-quantitativa ou relativa da expressdo do PPARa no tecido adiposo ¢
apresentada na figura 14. Observa-se que a expressdao desse fator de transcricdo ndo foi

diferente entre os tratamentos estudados.
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Figura 14. Efeito dos diferentes tratamentos sobre expressdo do PPARa no tecido adiposo.

As barras representam a média + erro padrao, n =3.
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Uma vez que a transcri¢ao da ACO ¢ regulada pelo PPARa, a expressao desse gene foi
também avaliada. Conforme pode ser observado na figura 15, a dieta contendo AO causou
reducdo de 68% na expressao hepatica da ACO em relagdo ao grupo controle. O tratamento
com fenofibrato aumentou em 170% e 300% a expressdo da enzima ACO no grupo C+F e no
grupo AO+F, respectivamente, quando comparada aos respectivos grupos nao tratados. Da
mesma forma, a expressdo da ACO no tecido adiposo apresentou-se aumentada nos animais
tratados com fenofibrato, tanto no grupo C+F quanto no grupo AO+F, em relacdo aos
respectivos grupos nao tratados, figura 16. A esteatose hepatica induzida pelo acido orotico

ndo alterou a expressdo da enzima ACO no tecido adiposo.
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Figura 15. Efeito dos diferentes tratamentos sobre expressao hepatica da ACO. As barras

representam a média * erro padrdo, n =3. *p<0,05 vs C; * p<0,05 vs AO.
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Figura 16. Efeito dos diferentes tratamentos sobre expressao da ACO no tecido adiposo. As

barras representam a média * erro padrdo, n =3. *p<0,05 vs C; * p<0,05 vs AO.

Nesses resultados também pode ser observado que a expressdo hepatica da enzima

ACO ¢ maior no figado quando comparada a expressao dessa no tecido adiposo.

A enzima mitocondrial CPT-1, envolvida na B-oxida¢ao mitocondrial, também foi
avaliada, entretanto, nenhuma diferenca entre os tratamentos estudados foi encontrada no que

se refere a expressao dessa enzima no figado (Fig.17).
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Figura 17. Efeito dos diferentes tratamentos sobre expressao hepatica da CPT-1. As barras

representam a média * erro padrdo, n =3.
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Diferentemente do resultado obtido para a expressao da CPT-1 no figado, no tecido
adiposo a expressao dessa enzima variou de acordo com os tratamentos. Conforme pode ser
observado na figura 18, a expressao da enzima CPT-1 apresentou-se aumentada nos animais
tratados com fenofibrato em relacdo ao controle. A esteatose hepatica induzida pelo AO,
assim como o tratamento desses animais com fenofibrato (AO+F), ndo causaram variagdes na

expressao da enzima CPT-1 no tecido adiposo.
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Figura 18. Efeito dos diferentes tratamentos sobre expressdo da CPT-1 no tecido adiposo. As

barras representam a média + erro padrdo, n =3.

E importante observar que em relacdo aos animais controles, a expressdo hepatica da

enzima CPT-1 apresentou-se maior que a expressao dessa enzima no tecido adiposo.
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A tabela 4 mostra, resumidamente, os resultados referentes a expressao dos genes

analisados nos diferentes tratamentos.

Tabela 4. Efeito dos diferentes tratamentos sobre a expressao dos genes para PPARa, ACO e

CPT-1 no figado e tecido adiposo.

C+F AO AO+F
PPAR« Figado T J )
Tec. adiposo | = = -
ACO Figado T N 0
Tec. adiposo | 1 = 0
CPT-1 Figado = = =
Tec. adiposo | T = 0

Os dados sdo apresentados como aumento (1), redugdo () ou ndo alteragio (=) da expressio

dos genes estudados em relagdo aos respectivos animais controles: C+F em relacdo ao

controle; AO em relagdo ao controle; AO+F em relagdo ao AO.
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5.0 DISCUSSAO

5.1 Efeito do fenofibrato sobre o metabolismo de animais alimentados

O controle do acumulo lipidico nos adipdcitos ¢ determinado primariamente pela
atividade de trés vias metabolicas: a lipogénese, que consiste na sintese de novo de acidos
graxos € sua posterior re-esterificacdo a triacilglicerdis, a captacdo dos acidos graxos
derivados dos triacilglicerdis presentes nas lipoproteinas circulantes através da atividade da
enzima LPL e a hidrélise dos lipidios armazenados no tecido adiposo pela enzima HSL. A
lipogénese e a atividade da LPL s3o estimuladas pela insulina, ao passo que a lipolise ¢
inibida por esse hormonio e estimulada pelas catecolaminas.

Nosso estudo avaliou as alteragdes metabolicas no tecido adiposo induzidas pela
administracdo de fenofibrato. Os resultados obtidos mostram que o tratamento com
fenofibrato reduziu acentuadamente o ganho de peso corporal assim como o peso dos
depositos dos tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal de animais alimentados com dieta
balanceada, rica em carboidratos de facil digestdo. Este efeito, ndo foi devido a alteragdo na
ingestdo alimentar nem relacionado as variagdes na concentragdo plasmatica de leptina. A
adipocinina leptina apresenta varias fungdes, dentre elas o controle da homeostase energética
corporal e sua sintese e secrecao estdo relacionadas primariamente ao tamanho do deposito do
tecido adiposo, embora variacdes circadianas também influenciem a secrecao dessa
adipocinina (LICINIO et al., 1998). A concentracdo plasmatica de leptina apresentou-se
menor no grupo tratado com fenofibrato, e foi observada uma correlagdo positiva entre a
concentracdo plasmatica de leptina e o peso do tecido adiposo. Ou seja, quanto maior o
deposito de TAG no tecido adiposo maior a leptinemia indicando que este hormonio nao
influenciou a reducdo da massa adiposa induzida pelo tratamento com fenofibrato. Essas

observagdes indicam que o fenofibrato ndo exerce um efeito regulatorio especifico sobre a
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producdo de leptina. Guerre-Millo e colaboradores (2000) também demonstraram que a
redu¢do da adiposidade induzida pela ativacio do PPARa nao ¢ devida aos fatores
supracitados.

Conforme ja referido na INTRODUCAO, os fibratos constituem uma classe de
drogas usadas no tratamento das hiperlipidemias. Os resultados obtidos neste trabalho
mostram que o fenofibrato reduziu as concentracdes de TAG e de colesterol plasmaticas de
ratos no estado alimentado. Embora o fenofibrato ndo tenha alterado a concentragdao
plasmatica de AGL, a droga aumentou a expressdo de genes relacionados a oxidacao destes
lipidios, tanto ao nivel peroxissomal hepatico quanto mitocondrial e peroxissomal do tecido
adiposo, o que poderia explicar, pelo menos em parte, a agdo hipolipidémica dessa droga.
Dentre os varios efeitos da ativacdo do PPARa, verifica-se um aumento da captacdo e
oxidacdo dos acidos graxos, limitando conseqiientemente, a oferta para a producdo de
triacilglicerdis ¢ VLDL pelo figado (STAELS et al., 1998). A concentracdo intracelular de
acidos graxos € parcialmente controlada pela captagdo celular, a qual é mediada por diferentes
transportadores, como as proteinas transportadoras de acidos graxos (FATP) e as translocases
de acidos graxos (FAT/CD36). O tratamento com os fibratos induz a expressio de RNA
mensageiro da FATP e FAT em figado de roedores, favorecendo assim, a captagdo hepatica
dos AGL (MOTOJIMA et al., 1998; MARTIN et al., 1997). O fluxo intracelular de acidos
graxos ¢ regulado por uma enzima chave, a acil coenzima A sintetase (ACS), que catalisa a
esterificacdo dos acidos graxos, favorecendo sua retengdo celular. Por modular a expressao da

ACS, o PPARa polariza o fluxo de acidos graxos (SCHOONJANS et al., 1995). Além disso,
o PPARa induz a captagdo e o catabolismo dos acidos graxos na mitocOndria através da
ativacdo da enzima carnitina palmitoil trasferase I e II muscular e hepatica (LOUET et al.,
2001), e de outras enzimas mitocondriais que oxidam os acidos graxos (AOYAMA et al.,

1998). Em roedores, mas ndo em humanos, os ativadores do PPARa induzem a expressao de
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varias enzimas da 3 oxidagdo peroxissomal (STAELS et al., 1998; LAWRENCE et al., 2001)
uma delas também identificada no nosso estudo, a Acil-CoA oxidase.

Além do efeito hipolipidémico classico, tem sido reportado que o tratamento com
fenofibrato reduz o ganho de peso em modelos de animais, com diabetes (KOH et al., 2003),
com obesidade e resisténcia insulinica como os ratos fa/fa Zucker (MANCINI et al., 2001; FU
et al., 2005) bem como em camundongos tratados com dietas ricas em gordura (GUERRE-
MILLO et al., 2000). Este efeito ¢ atribuido ao aumento do catabolismo de lipidios no figado,
principalmente através da inducdo de enzimas chaves envolvidas na oxidag¢do hepatica de
lipidios (MANCINI et al, 2001; GUERRE-MILLO, et al., 2000), conforme ja referido.
Trabalhos recentes indicam que em determinadas circunstancias, o PPARa é expresso no
tecido adiposo onde o mesmo ¢ capaz de aumentar a expressdo de genes envolvidos na
oxidacdo local de acidos graxos (LI, 2005; WANG et al.,, 1999). No nosso trabalho a
expressao do PPARa no tecido adiposo de animais tratados com fenofibrato apresentou-se
igual a dos animais controles entretanto, a expressdo das enzimas ACO e CPT-1
apresentaram-se elevadas nesses animais. O aumento da oxidagdo de lipidios no tecido
adiposo pode ser um dos mecanismos responsaveis pela reducao da adiposidade induzida pelo
tratamento com os ativadores do PPARa..

Sabe-se que além da oxidagdo de lipidios, outras vias metabdlicas sdo igualmente
importantes para determinar o acumulo de lipidios no tecido adiposo. No presente estudo, o
tratamento com fenofibrato reduziu a lipogénese do tecido adiposo epididimal, um dos
mecanismos que disponibiliza acil-graxo-CoA para a sintese de triacilglicerol e conseqiiente
acumulo lipidico no tecido adiposo. Embora esses dados ndo forne¢gam informagdes a respeito
dos mecanismos celulares envolvidos na acdo do fenofibrato, eles mostram que a reducdo do
acumulo lipidico no tecido adiposo pode estar parcialmente relacionada a inibi¢do da

lipogénese nesse tecido (FERREIRA et al, 2006).
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O resultado apresentado referente a atividade da enzima LPL mostra que o tratamento
com fenofibrato também reduziu a atividade desta no tecido adiposo epididimal (FERREIRA
et al, 2006). A hidrolise intravascular dos TAG contidos nas lipoproteinas circulantes ¢
controlada pela atividade da LPL, e tem sido relatado que a ativagdo do PPARa controla a
atividade da enzima por induzir sua expressdo no figado e inibir a expressdo hepatica da
ApoC-I11, um inibidor da atividade catalitica da enzima (BOCHER et al, 2002). Esses efeitos
sobre a hidrélise e o catabolismo das lipoproteinas ricas em triacilglicerdis contribuem assim,
para a reducdo dos niveis plasmaticos desses lipidios. Estudos recentes tém demonstrado que
o tratamento com fenofibrato induz a expressdo da LPL em tecidos com altas taxas de
oxidagdo de 4cidos graxos como figado, musculo e coragdo (BOCHER et al, 2002). Existem
poucos e controversos estudos reportando a influéncia do fenofibrato sobre a atividade da
LPL do tecido adiposo. SCHOONJANS et al (1996) relataram que o tratamento com
fenofibrato induz a expressdo da LPL exclusivamente no figado, ao passo que STAELS &
AUWERX (1992) relataram que a expressao do gene da enzima no tecido adiposo permanece
inalterada apds tratamento com fenofibrato, e os trabalhos de RIZVI et al. (1997) mostraram
que a ativagdo do PPARa através do fenofibrato causou aumento da atividade da LPL no
figado, tecido adiposo e intestino. Nossos resultados mostram que, inversamente ao que €
relatado sobre a atividade da LPL no figado, a atividade dessa enzima encontra-se diminuida
no tecido adiposo dos animais tratados com fenofibrato. Sugere-se que a redugdo da atividade
da LPL no tecido adiposo possa ser devida a um efeito secundario relacionado a redugdo da
concentragdo dos TAG plasmaticos induzida por esse tratamento ou ainda devida a uma
influéncia direta do aumento na atividade do PPARa no tecido adiposo. Cabe ressaltar que o
aumento na atividade do PPARa no tecido adiposo foi evidenciada através da maior

expressao das enzimas oxidativas ACO e CPT-1.
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Os resultados nos permitem propor que o efeito redutor do fenofibrato sobre a massa
adiposa ¢, pelo menos em parte, conseqiiente a diminuicao da captagdo dos TAG circulantes
devido a reducao da atividade da enzima LPL no tecido adiposo (FERREIRA et al, 2006).

Os resultados anteriores do nosso laboratério (FERREIRA et al, 2006) mostram que o
tratamento com fenofibrato aumenta a resposta lipolitica (aumento da liberagdo de glicerol)
dos adipocitos isolados dos animais tratados com essa droga quando comparado aos animais
controles. O trabalho de GUZMAN et al (2004) relaciona a atividade lipolitica aumentada de
adipocitos obtidos do tecido adiposo epididimal de ratos tratados com oleoiletanolamida (um
acido graxo mono-insaturado) ao aumento da expressdo do PPARa no tecido adiposo uma
vez que camundongos knockout para o gene PPARa ndo apresentam este aumento da lipdlise
estimulada por esse AG. Também foi demonstrado que uma maior atividade lipolitica no
tecido adiposo pode, em determinadas circunstancias, estar relacionada ao aumento na
expressao do PPARa nesse tecido. Por exemplo, os trabalhos do grupo de Wang (1999)
mostram que o aumento na lipolise induzida pela hiperleptinemia ¢ acompanhado pelo
aumento da expressdao do PPARa no tecido adiposo. A atividade lipolitica aumentada dos
animais tratados com fenofibrato, evidenciada por nosso grupo, ndo foi acompanhada pelo
aumento da expressao do PPARa, entretanto, é possivel que a ativagdo deste fator de
transcri¢do tenha sido suficiente para estimular a lipolise. O mecanismo pelo qual a lipdlise €
estimulada pelos agonistas do PPARa ainda necessita ser esclarecido.

Além dos efeitos no metabolismo induzidos pelo fenofibrato responséaveis pela
reducdo da adiposidade descritos anteriormente pode-se incluir o aumento do consumo de
oxigénio e uma maior atividade da UCP-2 hepética como fatores que contribuem para a

diminui¢do da massa adiposa observada nesse tratamento (SRIVASTAVA et al., 2006).
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A figura 18 identifica as vias metabdlicas estudadas do tecido adiposo que sofrem
alteragdes através do tratamento com o ativador do PPARa e que poderiam ser as

responsaveis pelo efeito redutor da adiposidade observado nesse estudo.
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Figura 19. Esquema dos provaveis mecanismos redutores da adiposidade

evidenciados através do tratamento com fenofibrato.

Embora o PPARa tenha sido extensivamente relacionado ao catabolismo dos acidos
graxos, evidéncias numerosas indicam que esse receptor nuclear também influencia a
homeostase glicémica. Os camundongos knockout para o PPARa apresentam varios defeitos
metabolicos os quais incluem hipocetonemia, hipotermia, elevagdo dos niveis de acidos

graxos no plasma e hipoglicemia (KERSTEN, et al., 1999). Na analise dos parametros
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plasmaticos, a glicemia, a insulinemia e o glicerol dos animais tratados com fenofibrato
apresentaram-se semelhantes ao dos animais controles.

O trabalho de Patsouris e colaboradores 2004, demonstrou que o PPARa diminui a
concentragdo de glicerol plasmatico em camundongos e em humanos devido a um aumento da
expressao de genes envolvidos na gliconeogénese hepdatica a partir do glicerol, incluindo a
gliceroquinase, glicerol-3-fosfato desidrogenase, e aquaporinas 3 e 9. Esses resultados foram
obtidos em animais em jejum de 24 horas, periodo esse onde a sintese de glicose no figado ¢
um processo importante para a manuten¢ao da glicemia. No nosso estudo, os animais estavam
alimentados e a ativagdo do PPARa para a manutencdo da glicemia ndo ¢ um processo
importante nesta condi¢do alimentar, ao contrario do observado por Patsouris e col. (2004) no
estado de jejum, onde essa ativagao € crucial para evitar a hipoglicemia.

Conforme ja referido na INTRODUCAO, ¢ relatado na literatura que os ativadores do
PPARa melhoram a sensibilidade a insulina em animais diabéticos (WANG et al., 2001),
obesos (TSUCHIDA et al., 2005), em animais alimentados com dieta rica em gorduras (YE et
al., 2001), em pacientes com diabetes tipo II (YE et al., 2001, WYSOCKI et al., 2004), bem
como em animais resistentes a insulina (IDZIOR-WALUS el al., 2000; WYSOCKI et al.,
2004).

Alguns mecanismos sdo sugeridos para explicar os efeitos anti-resisténcia a insulina
dos ativadores dos PPARa:

- os ativadores do PPARa aumentam o catabolismo dos acidos graxos no figado, o que
resulta em diminui¢do sistémica e local da concentragdo de lipidios (LEE et al., 2002).

- os ativadores do PPARo diminuem o conteudo de triacilglicerol no musculo
esquelético, cujo acimulo nesse tecido estd relacionado com a resisténcia a insulina

(CHALKLEEY, 1998).
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- os ativadores do PPARa regulam a producao de adipocitocininas, como a
interleucina 6 (IL-6) e o TNFa, as quais estdo associadas a resisténcia a a¢do da insulina
(STAELS et al., 1998; MADEJ et al., 1998; SRIVASTAVA et al., 2006). Além disso,
aumentam a expressdao de receptores de adiponectina (AdipoR1 e R2) (TSUCHIDA et al.,
2005) e da visfatina (adipocina com capacidade de modular a sensibilidade a insulina nos
tecidos periféricos) no tecido adiposo (CHOI et al., 2005).

Conforme pode ser observado nos resultados, apesar do tratamento com fenofibrato
ndo alterar as concentragcdes de insulina e de glicose plasmaticas em relagdo aos animais
controles, a captacdo de glicose por adipdcitos isolados dos animais tratados apresentou-se
maior tanto no estado basal quanto no estimulado com insulina (50ng/mL). E importante
relatar que a captacao de glicose estimulada pela insulina foi de 4,5 vezes, aproximadamente,
em relacdo ao basal, tanto nos animais controles como nos tratados com fenofibrato. O
aumento na captacao de glicose por adipdcitos induzido pelo tratamento com fenofibrato nao
foi devido ao aumento no contetido da proteina GLUT-4 (transportador de glicose sensivel a
insulina) no tecido adiposo conforme evidenciado no presente trabalho.

O trabalho de Knauf e colaboradores (2006) demonstrou que camundongos knockout
para o PPARa apresentam aumento na expressio do GLUT-4 no tecido adiposo, com
conseqliente aumento da utilizacdo de glicose, o que contribui para o desequilibrio na
concentragdo de glicose durante o jejum e também para o aumento da massa adiposa nesses
animais. Desta forma, sugere-se que o aumento na captacdo de glicose por adipdcitos de
animais tratados com fenofibrato possa ser devido ao aumento da concentragdo de GLUT-1,
proteina de transporte constitutiva capaz de captar a glicose independente do estimulo com
insulina. Além disso, o efeito hipolipidémico do fenofibrato pode ter contribuido

indiretamente para a melhora na captagdo de glicose por adipécitos.
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Com base no exposto pode-se acrescentar aos diversos efeitos da ativacdo do PPAR«
sobre a melhora da resisténcia a insulina, o aumento da captacdo basal de glicose por
adipdcitos, nao associado ao conteudo da proteina GLUT-4 no tecido adiposo.

E bem estabelecido que o aumento na captagio de glicose por adipdcitos pode
contribuir para o acumulo de gordura no tecido adiposo. Neste trabalho, o aumento na
captagdo de glicose ndo foi acompanhado pelo aumento na adiposidade provavelmente devido
a outras vias metabolicas ativadas pelo tratamento com fenofibrato ja relatadas anteriormente
como o aumento local na oxidag¢do de AG, o aumento na lipdlise e a reducao na lipogénese e

na captacdo de AGL pelo tecido adiposo.
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5.2 Efeito da esteatose hepatica e do tratamento com fenofibrato sobre o
metabolismo.

O acumulo excessivo de lipidios no figado ou esteatose ¢ uma desordem metabolica
comum, encontrada tanto em humanos quanto em animais. Nosso estudo avaliou as alteracdes
do metabolismo no tecido adiposo associadas a redugdo da secrecao hepatica de TAG,
induzida pela administragdo de acido orotico, e o efeito da ativagdo do PPARa nessas
alteragoes.

No presente estudo, demonstrou-se que a suplementacdo dietética com acido orético
por um curto periodo de tempo (9 dias) causa um aciimulo acentuado de gordura no figado
como reportado previamente por outros autores (STANDERFER & HANDLER, 1955;
WINDMUELLER & SPAETH, 1966). A esteatose microvesicular apresentou-se evidente nos
animais tratados com AO, e conforme ja mencionado na INTRODUCAO, essa forma de
injuria hepatica estd intimamente associada a hepatotocixidade.

Embora a esteatose hepatica induzida pela administracdo dietética de AO seja
atribuida a inibicdo da sintese e secre¢do de particulas de VLDL (WINDMUELLER &
SPAETH, 1966; HEBBACHI et al., 1997; HAMILTON et al., 1986; HAY et al., 1988) a
ocorréncia de alteragdes na oxidac¢ao de acidos graxos hepaticos através da B-oxidagdo nao
pode ser excluida. Conforme mostrado nos resultados, a expressdo hepatica do mRNA do
PPARa (fator de transcrigdo importante na regulacao da oxidagdo de lipidios) e da acil-CoA
oxidase (enzima chave da B-oxidag¢do peroxissomal de acidos graxos) foram reduzidas ao
passo que a expressdo da enzima CPT-1 ndo foi alterada. Esses resultados indicam que além
da possivel reducdo da secre¢do de VLDL associada a uma menor oxida¢do peroxissomal
hepatica de AGL poderia estar contribuindo para o desenvolvimento da esteatose induzida
pelo AO (FERREIRA, 2007). Varios estudos atribuem a esteatose hepatica ndo alcodlica a

alteragdes na funcdo dos peroxissomos e do metabolismo de AGL no figado (EVERETT et
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al., 2000; AOYAMA et al., 1998; FAN et al., 1996; LEONE et al., 1999; COSTET et al.,
1998). Em condi¢des normais a oxidagdo peroxissomal contribui apenas com uma pequena
fracdo da oxidacdo de AG em relagdo a oxidacdo mitocondrial (KUNAU et al., 1995).
Entretanto, os trabalhos de Yeon e colaboradores (2004) e Fane et. al (1996) demonstraram
que a reducao da oxidagao peroxissomal pode ser um fator relevante no desenvolvimento da
esteatose hepatica, o que é consistente com os resultados obtidos no presente trabalho.

A redugdo da expressdo do mRNA da enzima ACO observada no grupo AO, pode ser
decorrente da menor expressao do mRNA para o PPARa. Tem sido reportado que a reducao
na expressdo do receptor nuclear PPARa esta associada ao desenvolvimento de esteatose
hepatica uma vez que o mesmo ¢ importante na modulagdo da expressio de genes
relacionados a oxidacdo lipidica (COSTET et al, 1998). Da mesma forma, uma menor
expressio do gene ACO também tem sido descrito como um fator importante no
desenvolvimento de esteatose hepatica microvesicular em camundongos (FAN et al, 1996).

Foi observado que o tratamento com o fenofibrato impediu o desenvolvimento da
esteatose hepatica induzida pelo AO, e esse efeito pode ser atribuido a inducdo dos genes
hepaticos envolvidos na oxidacdo de AGL. Esse efeito ¢ provavelmente mediado pelo
PPARa, principalmente através da inducdo da expressdo da enzima alvo ACO envolvida no
metabolismo de lipidios. Embora os compartimentos mitocondriais e peroxissomais
contribuam para a oxidacdo dos AG, nossos dados ndo apontam a mitocondria como um sitio
importante para a oxidacao de lipidios induzida pelo tratamento com fenofibrato. Estas agdes
anti-esteatdticas do fenofibrato foram observadas por outros autores, em camundongos
Shionogi mice (HARANO, 2006), camundongos alimentados com dieta deficiente em colina
(IP et al., 2003) e com dieta rica em gorduras (MANCINI et al., 2001).

Nossos resultados também mostram que existe relagdo entre o acumulo de TAG no

figado e alteracdes no metabolismo periférico. Além disto, ¢ possivel sugerir que além do
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efeito anti-esteatotico, a ativacdo do PPARa pelo fenofibrato desempenha um papel
regulatério sobre as vias metabolicas que minimizam o estoque de gordura no tecido adiposo
(FERREIRA et al., 2006).

Os resultados mostram que a administragdo de 4cido ordtico a 1% na dieta ndo tem
influéncia sobre o peso corporal, o peso dos depositos de tecidos adiposos (epididimal e
retroperitoneal) e a ingestdo alimentar, entretanto, esse tratamento determina um aumento no
peso do figado quando comparado aos controles. O aumento da massa hepatica nos animais
tratados apenas com AO ¢ devido ao acumulo de gordura no figado, resultante, pelo menos
em parte, da incapacidade desse 6rgao em secretar as lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL) (WINDMUELLER, 1964; LAWRENCE et al., 1971) e de apresentar uma menor
oxidacdo de AG. Nossos dados corroboram o trabalho de Su e colaboradores (1999) que
também mostrou que apesar do acido oroético ndo alterar o ganho de peso corporal, a sua
administracao por 21 dias determinou aumento da massa hepatica.

O tratamento concomitante com AO e fenofibrato (AO+F) reduziu o ganho de peso
corporal e o peso dos tecidos adiposos, porém foi observado um aumento do peso do figado
nos animais AO+F em relagdo aos animais que foram tratados apenas com AO. O aumento no
peso do figado dos animais tratados com fenofibrato parece ser conseqiiente a proliferacao de
peroxissomos, efeito caracteristico do tratamento com ativadores do PPARa, ja observado
também por outros autores (YE et al., 2003; NAGALI et al., 2002).

Conforme mostrado nos resultados, a suplementacdo dietética com AO reduziu a
concentragdo plasmatica de TAG e colesterol total ao passo que a concentragdo de AGL
apresentou-se elevada em relacdo aos animais controles. A redu¢do da secre¢do de VLDL
induzida pelo AO pode ter contribuido para a redugdo da concentracdo plasmatica de TAG e
colesterol nos animais AO. Entretanto, o aumento da concentra¢ao plasmatica de AGL pode

ser conseqiiente a uma menor oxidagdo peroxissomal hepatica desse lipidio evidenciado
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através da menor expressao da enzima ACO nesse tecido e adicionalmente devido a menor
oxidagdao muscular de AGL. Além disso, resultado anterior do nosso laboratério mostrou que
a atividade lipolitica do tecido adiposo ¢ semelhante entre os animais tratados com AO e os
controles (FERREIRA, 2007). Portanto, o aumento dos AGL plasmaticos nos animais AO
pode ser consequente a uma menor oxidagdo hepatica e, possivelmente, muscular desses
lipidios e ndo devido a alteragdes na liberagdo de AGL pelo tecido adiposo (lipolise).

Na anélise dos parametros plasmaticos (animais alimentados), observamos que a dieta
contendo AO nio alterou a glicemia, a insulinemia e o glicerol. No que se refere aos animais
tratados com fenofibrato, foram observadas reducdes da insulinemia e da leptinemia quando
comparado aos animais AQ. Entretanto, observou-se uma correlagdo positiva entre a
concentragdo de leptina e a massa de tecido adiposo, de forma semelhante ao evidenciado em
animais controles tratados com fenofibrato. Essas observagdes indicam que o fenofibrato
parece ndo exercer efeito regulatdrio especifico sobre a produgdo de leptina nos animais com
esteatose hepatica induzida pelo AO.

Estudos recentes t€ém demonstrado uma estreita associacdo entre a concentragdo de
triacilglicerdis hepatico e muscular e a resisténcia a insulina nesses tecidos (BODEN, 2001;
BODEN et al., 2001; KIM et al., 2001; MOLLER, 2001). No musculo, o acimulo de lipidios
prejudica a oxidagdo de glicose ao passo que no figado este acimulo induz a gliconeogénese
com o conseqiiente aumento da producdo hepatica de glicose. Estes efeitos em conjunto
favorecem o aumento da glicemia caracteristica dos estados de resisténcia a insulina
(MORRAL, 2003). Estudos realizados em pacientes com lipodistrofia, os quais apresentam
esteatose hepatica e severa resisténcia insulinica, mostram um aumento na taxa de renovagao
de glicerol, refletindo desta forma, um aumento na taxa lipolitica. Considerando que esses
pacientes possuem redugcdo da gordura subcutinea e visceral, esses dados sugerem a

ocorréncia de uma hidrdlise intra-hepatica significativa dos triacilglicerois nesses individuos
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(MIYASAKI et al., 2002). Desta forma, o acimulo intracelular de metabo6litos derivados dos
acidos graxos tais como acil graxo CoA, leva a ativagdo da proteina quinase 0, resultando em
ativacao da cascata de serina/treonina, aumento da fosforilagdo de serina do substrato do
receptor de insulina-1 (IRS-1), que interfere com a fosforilagdo da tirosina, resultando em
redu¢do da ativagdo da fosfatidilinositol-3-quinase e conseqiientemente uma interferéncia
negativa sobre a sinalizacdo da insulina (MIYASAKI et al., 2002). Além disso, os acidos
graxos aumentam a gliconeogénese hepatica (MALMENDIER et al., 1989). Outros estudos
sugerem que aumento intracelular de acidos graxos induz resisténcia insulinica pelo aumento
das relagdes NADH/NAD e acil graxo CoA/CoA, levando a reducdo da atividade da piruvato
desidrogenase e aumento da concentragdo de citrato, com conseqiiente inibi¢ao da utiliza¢ao
de glicose (DESVERGNE & WAHLI, 1999).

Existem evidéncias de que a fun¢do do tecido adiposo ¢ alterada em estados de
resisténcia a insulina. O tecido adiposo tem um papel crucial no tamponamento do fluxo
diario de acidos graxos na circulagdo em periodos pos-prandiais, analogos as func¢des do
figado e musculo esquelético no tamponamento dos fluxos pos-prandiais de glicose
(MASCARO et al., 1998). A resisténcia insulinica determina uma libera¢do maior de acidos
graxos pelo tecido adiposo, acompanhado do aumento da captagdo dos acidos graxos pelos
hepatdcitos o que leva a uma sobrecarga da B oxidagdo mitocondrial com conseqiiente
acumulo de lipidios na célula hepatica (ARNER, 2003).

Como relatado anteriormente, nossos resultados corroboram dados de outros autores
(WINDMUELLER, 1964; LAWRENCE et al., 1971) e mostram que a administracao de dieta
contendo AO durante 9 dias ¢ suficiente para causar esteatose hepatica severa, avaliada
através de cortes histologicos e da analise do contetdo hepatico de gordura total. Todavia,
trabalho anterior do nosso laboratério demonstrou que animais suplementados com AO nao

desenvolvem resisténcia a insulina, observada através de teste intravenoso de tolerancia a
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glicose (BOTION, 2007). Uma possibilidade ¢ que o tempo entre o desenvolvimento da
esteatose e a realizacdo dos experimentos ndo tenha sido suficiente para causar resisténcia a
insulina e /ou intolerancia a glicose nesses animais.

Além disso, conforme demonstrado nos resultados, a captacdo de glicose por
adipdcitos nos animais AO apresentou-se maior quando comparado ao controle tanto em
relacdo ao estado basal como no estimulado com insulina (50ng/mL). Nota-se que a captacao
de glicose estimulada pela insulina foi de aproximadamente 4-5 vezes tanto para os animais
AQO como para os controles, 0 que mostra que a resposta a insulina sobre o transporte da
glicose ¢ semelhante nos dois grupos, C e AO. O aumento na captagdo de glicose evidenciado
nos adipdcitos dos animais suplementados com AO pode ser conseqiiente ao aumento no
conteudo da proteina GLUT-4 nessas células, conforme o resultado apresentado utilizando a
técnica western blot.

Trabalhos recentes (BICKEL, 2004) tém demonstrado que existe uma inter-relacao
fisiolégica entre os tecidos e que esses sdo capazes de adaptarem-se as alteragdes na
disponibilidade e tipo de substratos. Quando ocorrem desequilibrios nessa relacao as doencas
metabolicas como a obesidade, a resisténcia a insulina e diabetes se estabelecem. Esse
fenomeno tem sido chamado de flexibilidade metabolica.

O aumento do contetido hepatico de TAG observado nos animais alimentados com AO
¢ acompanhado por redug¢ao do contetido plasmatico desse lipidio (manuscrito em fase final
de redacdo). O aumento da captagdo de glicose observado nesses animais pode ser
conseqiiente a alteragdo na utilizagdo de substratos pelos tecidos periféricos, ou seja,
diminui¢do na utilizacdo dos TAG provenientes da secre¢ao hepatica de VLDL e aumento na
utilizagao da glicose circulante.

O tratamento com fenofibrato nos animais AO ndo alterou a captacao de glicose por

adipocitos quando comparado aos animais que receberam apenas dieta contendo AO.

66



Discussdo

Provavelmente, devido ao fato da captacdao de glicose ja estar aumentada nos animais AO, o
tratamento com fenofibrato ndo modificou esse parametro.

Os resultados obtidos neste trabalho, em relagdo a atividade da LPL do tecido adiposo
epididimal, mostram que o tratamento com dieta contendo &cido or6tico aumentou a atividade
desta enzima em relacdo aos animais alimentados com dieta controle. Sugere-se que o
aumento da sua atividade pode estar relacionado a otimizagdo da captacdo dos TAG pelo
tecido adiposo epididimal em resposta a reducdo dos niveis circulantes desses lipidios nos
animais AO. O aumento da atividade da enzima LPL no tecido adiposo pode contribuir
paralelamente para a reducdo nas concentracdes plasmaticas de lipidios induzidas pela
ingestdo de AO. Além disso, o aumento na atividade da LPL nos animais suplementados com
acido orotico pode ser importante para a manuten¢ao do estoque de TAG no tecido adiposo
desses animais.

O tratamento com fenofibrato causou redugdo da atividade da LPL no tecido adiposo
epididimal dos animais AO+F em relacdo aos animais AO. Esse resultado corrobora com o
efeito redutor da massa adiposa induzida por esse tratamento também verificado nos animais
controles (topico 5.1).

Nao ocorreu alteragdao no que se refere a lipogénese do tecido adiposo epididimal dos
animais tratados com AO em relacdo aos controles. Entretanto, como no relatado no topico
5.1, o fenofibrato reduziu a sintese de acidos graxos dos animais tratados com essa droga,
AO+F.

A figura 20 resume os efeitos da administragdo dietética com AO a 1% no figado e

tecido adiposo.
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Hepatdcito

Acido Oroético

Glicose

=lipogénese
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y
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___________ Reducao

Figura 20. Esquema dos efeitos metabodlicos induzidos pelo AO no figado e tecido

adiposo.

O trabalho apresentado fornece evidéncias de que o efeito do fenofibrato sobre a
reducdo da adiposidade pode ser devido ao aumento do catabolismo de lipidios no figado e
tecido adiposo. Além disso, conforme ja mencionado, essa droga ¢ capaz de influenciar varias
vias metabolicas relacionadas ao acimulo de TAG tanto em hepatdcitos como em adipocitos.
Esses efeitos sdo em parte mediados pela ativagdo do PPARa em sitios especificos como o
figado e o tecido adiposo.

Embora tanto a [-oxidagdo peroxissomal quanto a mitocondrial contribuam
significativamente para o aumento na oxidacdo de AG, nossos resultados ndo suportam o

papel das mitocondrias como sendo uma das envolvidas no acimulo de gordura no figado dos

68



Discussdo

animais tratados com AQO. Portanto, esse efeito parecer ser intrinseco a [-oxidagdo
peroxissomal conforme também demonstrado no trabalho de MANCINI e colaboradores
(2001).

O aumento na expressao do PPARa e o conseqiiente upregulation do mRNA para a
enzima ACO induzido pelo tratamento com fenofibrato, pode apresentar um papel importante
na reducdo do contetido hepatico de lipidios induzido pela suplementagdo dietética de AO.

Por sua vez, esse efeito também pode influenciar na redugdo da adiposidade.
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Apéndice 1

Solucdes utilizadas para a realizacio da extracio de RNA no figado e tecido

adiposo e eletroforese em gel de poliacrilamida

Solucao de Desnaturacao (Solucao D):

4 M isotiocianato de guanidina
25 mM citrato de s6dio pH 7,0
0,5% sarcosil

0,1M 2-mercaptoetanol.

e

Agua DEPC:

Agua mili-Q (1 L) contendo 0,5 mL de dietilpirocarbonato.

Autoclavado apos 24 horas.

Tampao TBE Sx:

Tris-base — 54 g

Acido bérico—27,5 g

EDTA 0,5 M pH 8 — 20 mL

H,O destilada (q.s.p.) — 1000 mL.

Solucao de acrilamida 30%:

Acrilamida— 72,5 g
Bis-acrilamida—2,5 g

H,0 mili-Q (g.s.p.) — 250 mL.
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¢ Quantificacio do RNA total de fragmentos do figado e tecido adiposo

Tabela-1. Quantificagdo do RNA total de fragmentos do figado e tecido adiposo epididimal.

A=260 A =280 260 Concentracao

Amostra i . /280

(Ac.nucléicos) | (Proteina) (ng/ 10 pl)
Figado
C1 1.494 0,745 2,005 1,19
C2 0,327 0,172 1,9 0,26
C3 0,298 0,168 1,774 0,506
C+F1 0,735 0,401 1,833 0,588
C+F2 0,43 0,217 1,98 0,34
C+F3 0,238 0,129 1,845 0,476
AO1 0,259 0,133 1,94 0,207
AO2 1,712 0,94 1,821 1,3696
AO3 0,170 0,09 1,889 0,34
AO+F1 2,546 1,312 1,94 2,0368
AO+F2 0,49 0,24 1,97 0,392
AO+F3 0,193 0,104 1,856 0,386
Tec.
adiposo
C1 0,102 0,049 2,08 0,0816
C2 0,223 0,099 2,25 0,178
C3 0,007 0,004 1,75 0,014
C+F1 0,097 0,043 2,25 0,0776
C+F2 0,144 0,08 1,8 0,1152
C+F3 0,173 0,091 1,901 0,346
AO1 0,086 0,038 2,26 0,0688
AO2 0,205 0,124 1,65 0,16
AO3 0,616 0,338 1,822 1,232
AO+F1 0,074 0,024 3,083 0,059
AO+F2 0,464 0,275 1,687 0,3712
AO+F3 0,288 0,154 1,87 0,576

Determinagdo das concentracdes das amostras de RNA do figado e tecido adiposo através da leitura da
densidade optica (OD) em dois comprimentos de onda (A) no espectrofotometro GeneQuant. Aliquotas do RNA
total em dilui¢do de 1:50 e de 1:20, foram lidas em cubeta de quartzo especifica. As concentragdes foram
calculadas considerando-se a dilui¢do e o fator de 40 pg/ml por densidade 6ptica de RNA.
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e FEletroforese do RNA total

Figura-1. Eletroforese de RNA total de amostras de figado e tecido adiposo em gel de agarose a 1,2%,
com tampao TBE (1x) por 1h a 100 volts. O acido ribonucléico foi corado em solucdo de brometo de
etidio (0,5 pg/ml), as bandas visualizadas em transiluminador UV e fotodocumentadas em Niicleo

Vision (Nucleo Tech). As setas mostram as fragdes ribossomais 28 S, 18 Se 5 S.
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Apéndice 2

e Selecio dos oligonucleotideos iniciadores para obten¢do da seqiiéncia alvo do

PCR em tempo real

1- PPARa

A figura 2A mostra os resultados da busca por uma regido contendo um intron para
selecdo dos iniciadores para o PPARa. Os iniciadores de 24 nucleotideos (Primer Set 5)
foram criteriosamente selecionados contendo 50% de GC, permitindo um Tm de 59,4 e

59,5°C. Na figura 2B observa-se o fragmento de 98pb escolhido para o PCR em Tempo Real.

Primer Set 5
A OLIGO Ty SCALE
i 55 " ORAARD FRIMER
[ emrnmency B
e - .. F5ERSE FRIMER Set Options
SET DETAILS
100 200 300 400 500 GO0 o0 B40
Forward Primer
Primer Sequance: TACCACTATGGAGTCCACGCATGT
) i ) Options
Primer Start Position: 231 Primer Length: 24

Primar Tim: 9 Primar Salf Any: 7.0
s !

Primer GC %: 50 % Primer Self End: 2.0

HAIRPIN
Primer End Stability: A Primer Penalty: 0.56
Reverse Primer
Primer Sequance: TTGCAGCTTCGATCACACTTGTCG
) iy ) Options
Primear Start Paosition: 328 Primer Length: 24

Primer Tm: 595 °c Frimer Self Any: 4.0
: GLAST

Primear GC % 50 % Primear Self End: 3.0 HAIRPIV
Primer End Stability: 4.35 Primear Panalty: 0.47

Primer Pair/Product

Primear Pair Panalty: 1.03 Primear P air Comp Any: 3.0
Primer Product Size: 98 bp Primar Pair Comp End: 3.0
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IDT® j §ciTooI5

,PrimerQuest™

SET DETAILS

B1

121

181

241

301

361

421

481

541

B01

B61

721

781

B4

AAGAGATTTCTCAGTCCCTCGGAGAGGAGAGTTCCGGAAGCTTTAGTTTTGCGGACTACC

AGTACTTAGGGAGCTGTCCAGGCTCGGAGGGCTCTGTCATCACAGACACCCTCTCTCCAG

CTTCCAGCCCCTCCTCAGTCAGCTGCCCTGCTGTCCCCACCAGTACAGATGAGTCCCCTG

GCAATGCACTGAACATCGAGT GTCGAATATGT GGGGAC MGGCCTCAGGAT ACCACTATA

EEES S
GAGTCCACGCATGT
EEEEE S

CGT ACGAC AAGTGTGATCGAAGCTGC J|""'llIEJI.TT CAGAAAAAGAACCGGAACAAAT GCCAGT

A A A A A A A A A

GAAGGCTGCAAGGGCTTCTTTCGGCGAACTATTCGGCTAAAGCTGG

ACTGCCGTTTCCACAAGTGCCTGTCCGTCGGGAT GT CACACAATGCAATCCGTTTTGGAA

GAATGCCAAGATCTGAGAAAGCAAAACTGAAGGCAGAAATCCTTACCTGT GAACACGATC

TGAAAGATTCGGAAACTGCAGACCTCAAATCTCTGGCCAAGAGAATCCACGAAGCCTACC

TGAAGAACTTCAACATGAACAAGGTCAAGGCCCGGGTCATACTCGCAGGAAAGACTAGCA

ACAATCCGCCTTTTGTCATACAT GACATGGAGACCTTGTGCATGGCT GAGAAGACGCTTG

TGGCCAAGATGGTAGCCAACGGCGTTGAAAACAAGGAGGCAGAGGTCCGATTCTTCCACT

GCTGCCAGTGCATGTCCGT GGAGACCGTCACCGAGCTCACGGAATTTGCCAAGGCTATCC

CAGGCTTTGCAAACTTGGACTTGAATGACCAGGTTACCTTGCTGAAGTACGGTGTGTATG

Figura-2. A- Seqiiéncias utilizadas na estratégia de escolha dos iniciadores. B- amplicon-alvo para PCR em
Tempo Real do PPARa. Fragmento alvo de 98 nucleotideos.
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2- ACO

A figura 34 mostra os resultados da busca por uma regido contendo um intron para

sele¢dao dos iniciadores para a ACO. Os iniciadores de 24 nucleotideos (Primer Set 5) foram

criteriosamente selecionados contendo 50% de GC, permitindo um 7Tm de 59,8 e 59,6°C. Na

figura 3B observa-se o fragmento de 90pb escolhido para PCR em Tempo Real.

A

Primer Sequence:

Primer Start Position:

Primer Tm:

Primer GC %:

Primer End Stability:

Primer Sequence:

Primer Start Position:

Primer Tm:
Primer GC %:
Primer End Stability:

B

5-ATCTCTGTGGTTGCTGTGGAGTCA -3’

--- Primer Length:
59.8 °C Primer Self Any:
50 % Primer Self End:
3.41 Primer Penalty:

24
3.0
1.0
0.18

S"-TCTGGATGCTTCCTTCTCCAAGGT-3’

-—- Primer Length:
59.6 °C Primer Self Any:
50 % Primer Self End:
3.5 Primer Penalty:

24
6.0
2.0
0.41

atctttaacaagccagttccaagcttgcccaacatggacagtgtttttgcagaagccatcge
caaggtacgaaaacagtaccctggtgtcctggctccggagacgtgtgtccgetcaatccagg
cctctgtgaagcatccctacgaagtaggcatcaaggaagaggaaaagctgtttatgtaccte
cgggcatccgggcaggctaaagccecctacagtatgecttcectttgectgaaaagtctgcaaataa
gtggtcaactccctcaggagcgtcttggaaaacagcecctcectgcectcaaccecgtcectectcagttyg
gcgttcttggcttgggaacgatgggccgaggcatcegecatttecttttgecgagagtggggatce
tctgtggttgctgtggagtcagacccaaagcagctagatgctgcaaagaagataatcacttt

caccttggagaaggaagcatccagagcgcatcagaacggccaagcttcggcaaaaccaaaac

tcaggttctcctcatccacaaaggaactttcaactgtggatttggt

Figura-2. A- Seqiiéncias utilizadas na estratégia de escolha dos iniciadores. B- amplicon-alvo para PCR em
Tempo Real da ACO. Fragmento alvo de 90 nucleotideos.
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3-CPT-1

A figura 4A mostra os resultados da busca por uma regido contendo um intron para
selecdo dos iniciadores para a CPT-1. Os iniciadores de 24 nucleotideos (Primer Set 3) foram
criteriosamente selecionados contendo 50% de GC, permitindo um Tm de 59,8 e 59,6°C. Na

figura 3B observa-se o fragmento de 84pb escolhido para PCR em Tempo Real.

A Primer Set 3

OLIGO Ty SCALE

I - 5
I - -

BO-E5 W FORAARD PRIMER

3
A

—— > 75 s s e Set Options
SET OETAILS
1 100 200 300 400 500 &00  TOO O BOO 40 1000 1140
Forward Primer
Primer Saquence: ACGTGAGTGACTGGETGEEAAGAAT
_ - _ Options
Primar Start Position: 140 Primer Langth: 24
Frimer Tm: s9.8 %0 Primer Self Any: 5.0
Primer GC %% 50 % Primer Seff End: 2.0
Primar End Stability: 2.4 Primar Panalty: 0.21
Reverse Primer
Primer Sequence: TCTCCATGGCEGTAGTAGTTGCOTET
Options
Primer Start Position: 223 Primer Length: 24

Primear Tm: 506 °C Primar Self Any: 6.0
BLAST
Primer GC % 50 % Primer Self End: 0.0 -
HAIRPIN
Primer End Stability: 4.4 Primer Penalty: 0.42

Primer Pair/Product
Primear Pair Panalty: 0.63 Primear Pair Comp Any: 3.0

Primer Product Size: 84 bp Primer Pair Comp End: 0.0
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B B j §ciTooI5

. PrimerQuest™
SET DETAILS

1 AGGTACCTGGAATCTGTGAGGCCACTGAT GAAGGAAGAAGACTTCCAGCGCATGACAGCA

61 CTGGCCCAGGATTTTGCTGTCAACCTCGGACCCAAATTGCAGTGGTATTTGAAGCTAAAA

121 TCCTGGTGGGCCACAAATT ALGTUAGTQALT GGTGGGMGAATAT ATCTACCTGCGGGGC

ERES SRR R

ACAGCAACTACTACGcCATGGAG‘TGCTGTACATCACCCCA

A A A

181 CGAGGGCCGCTCATGGTCA
241 ACCCATATCCAGGCAGCGAGAGCTGGCAACACCATCCACGCCATACTGCTGTATCGTCGC
301 ACATTAGACCGT GAGGAACTCAAACCCATTCGTCTTCTGGGATCCACCATTCCACTCTGC
361 TCGGCCCAGTGGGAGCGACTCTTCAATACTTCCCGGATCCCTGGGGAAGAGACAGACACC
421 ATCCAACATATCAAGGACAGCAGGCACATTGTTGTGTACCACAGAGGGCGGTACTTCAAG
481 GTCTGGCTCTACCACGAT GGGAGGCTGCTGAGGCCCCGAGAGCTGGAGCAGCAGATGCAG
541 CAGATCCTGGATGATCCCTCAGAGCCACAGCCTGGGGAGGCCAAGCTGGCCGCCCTCACT
601 GCTGCAGACAGAGTGCCCTGGGCAAAGTGTCGGCAGACCTATTTTGCACGAGGGAAAAAT
661 AAGCAGTCCCTGGATGCGGT GGAAAAGGCAGCGTTCTTCGTGACGT TGGACGAATCGGAG
7 CAGGGAT ACAGAGAGGAGGATCCTGAGGCATCCATCGACAGCTACGCCAAATCCCTGCTG
781 CATGGAAGATGCTTTGACAGGTGGTTTGACAAGTCCATCACCTTTGTTGTCTTCAAAAAC
841 AGCAAGATAGGCATAAATGCAGAGCACTCCTGGGCGGACGCGCCCGTCGTGGGCCATTTG
a1 TGGGAGTATGTCATGGCCACCGACGTCTTCCAGCTGGGTTACTCAGAGGATGGACACTGT
961 AAAGGAGACACCAACCCCAACATCCCTAAGCCCACAAGGCTACAATGGGACATTCCAGGA
1021 GAGTGCCAGGAGGTCATAGATGCATCCCTGAGCAGCGCCAGTCTTTTGGCAAATGATGTG
1081 GACCTGCATTCCTTCCCATTTGACTCTTTCGGCAAAGGCTTGATCAAGAAGT GCCGGACG

1141

Figura-4. A- Seqiiéncias utilizadas na estratégia de escolha dos iniciadores. B- amplicon-alvo para PCR em
Tempo Real da CPT-1. Fragmento alvo de 84 nucleotideos.
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e Resultado do PCR convencional com os iniciadores para a ACO, PPARa,

PPARY, CPT-1 e B-actina em amostras de cDNA do tecido adiposo e figado.

Tecido adiposo Figado

A A
- N ' N

ACO PPARa PPARy CPT-1 f-actina ACO PPARa PPARy CPT-1 f-actina

Ladder
(100 pb)

e ——

Figura-5. Resultado do PCR convencional com os iniciadores para a ACO,
PPARa, PPARY, CPT-1 e B-actina em amostras de cDNA do tecido adiposo e
figado. A verificagdo dos fragmentos foi feita utilizando-se aliquotas de 4 pl
da PCR para eletroforese em gel de poliacrilamida a 100 volts/1 hora, corado
com nitrato de prata. Os produtos de PCR de 84 a 109pb sdo indicados pela
seta inferior. Canaleta 1, marcador 50 pb DNA ladder.
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Apéndice 4

e Fragmentos do PPARa, PPARY, ACO e CPT-1 obtidos no PCR convencional

Figura-6. Purificacdes por eletroforese em gel de agarose a 1,2% dos
fragmentos do PPARa, PPARy, ACO e CPT-1 obtidos no PCR
convencional para quantificacdo e utilizagdo como padrdes no PCR em
Tempo Real. Foram utilizados 20 pl do amplicon para cada canaleta. A
eletroforese foi realizada a 100 volts por, aproximadamente, 60 min. de
corrida em tampao TBE 1x. Com o auxilio de uma ldmina de bisturi estéril,
os fragmentos foram cortados do gel e submetidos ao processo de
purificagdo.
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Ct

e Curvas de calibracdo obtidas para cada fragmento alvo do PCR em tempo real com as

respectivas curvas de dissociacio.
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Detector: | Sybr Green
Slope: -3.230534
Intercept: 14.923561
R2: 0.933266
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Standard Curve
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Figura-7 Resultado da curva-padrdo do PCR em Tempo Real para o amplicon de 98 pb do PPARa (A) e 109 pb
da B-actina (B) no figado. Curvas construidas a partir de dilui¢des seriais de: 1ng, 10'ng, 10~ ng, 10° ng e 10°

'ng dos amplicons purificados. As curvas de dissociacio dos amplicons sdo apresentadas abaixo a esquerda. Para

melhor visualizag@o das imagens acesse: www.dcc.ufla.br/~thiago/adaliene.
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Apéndice 5

Standard Curve
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Figura-8 Resultado da curva-padrdo do PCR em Tempo Real para o amplicon de 90 pb do ACO (A) e 109 pb da

B-actina (B). Curvas construidas a partir de dilui¢des seriais de: Ing, 10'ng, 10° ng, 10° ng e 107ng dos

amplicons purificados. As curvas de dissocia¢do dos amplicons sdo apresentadas abaixo a esquerda. Para melhor

visualizagdo das imagens acesse: www.dcc.ufla.br/~thiago/adaliene.
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Standard Curve
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Figura-9 Resultado da curva-padrdo do PCR em Tempo Real para o amplicon de 84 pb do CPT-1 (A) e 109 pb
da B-actina (B). Curvas construidas a partir de dilui¢des seriais de: Ing, 10'ng, 10° ng, 10 ng e 10 ng dos

amplicons purificados. As curvas de dissociacdo dos amplicons sdo apresentadas abaixo a esquerda. Para melhor

visualizagdo das imagens acesse: www.dcc.ufla.br/~thiago/adaliene.
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Manuscrito

Apéndice 6

eletroforese em gel de poliacrilamida e corado com nitrato de prata

C C+F AO AO+F

4 \N4 \Y4 AN/ \

(s 18

L

1
-U_UHU

Y a

B- actina (109pb) ===p- =

ACO (90pb) —_—

d

ACO- Figado

B- actina (109pb) ==
PPARa (98pb)

PPAR a - figado

Fragmentos amplificados no PCR em tempo real visualizados através de
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