ANDRE GUSTAVO VASCONCELOS COSTA

REGULACAO DA ADIPOGENESE E DA SECRECAO DE QUEMERINA POR
ACIDOS GRAXOS DE CADEIA MEDIA E PELO ACIDO GRAXO
EICOSAPENTAENOICO EM CELULAS 3T3-L1

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das exigéncias
do Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, para obtencdo do
titulo de Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2010



ANDRE GUSTAVO VASCONCELOS COSTA

REGULACAO DA ADIPOGENESE E DA SECRECAO DE QUEMERINA POR
ACIDOS GRAXOS DE CADEIA MEDIA E PELO ACIDO GRAXO
EICOSAPENTAENOICO EM CELULAS 3T3-L1

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das exigéncias
do Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, para obtencdo do
titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 21 de junho de 2010.

Prof. Sdnia Machado Rocha Ribeiro Prof. Fabyano Fonseca e Silva
(Coorientadora) (Coorientador)
Prof®. Maria Jesis Moreno-Aliaga Prof. Sérgio Oliveira de Paula

Profd. Josefina Bressan
(Orientadora)



Ao meu pai José Flavio e a minha mae Marlene, exemplos de honestidade,
humildade, forca e perseveranca.

A vocés 0 meu eterno agradecimento, amor e admiragao!

Essa tese é também uma conquista de vocés!

DEDICO



A Polly querida, por ser tdo generosa e por me ajudar com o famoso
“PPNRo.”.
Muito obrigado pelas inUmeras ajudas, por inspirar-me, por mostrar-me

como se pode descomplicar o complicado.

Ao Ique e ao Nando, por estarem sempre presentes e por torcerem por mim.

Muito obrigado pela forca!

A vocés 0 meu agradecimento especial.



AGRADECIMENTOS

A tese doutoral que se apresenta é fruto de um periodo que, em analogia,
pode ser comparado aos eventos iniciais, intermediarios e finais do processo de
diferenciacdo celular. Inicialmente, a célula necessita sair de seu ciclo celular e inibir
0s genes repressores da diferenciacdo, assemelhando-se ao periodo que precede ao
inicio do treinamento doutoral. Na etapa intermediéria ocorre o estimulo a expressdo
de genes iniciadores do processo de diferenciacdo, os quais se assemelham ao
periodo de cumprimento dos créditos e definicdo do tema de pesquisa. Nos eventos
finais, ocorrem fortes estimulos a expressdo de genes responsaveis pelas
caracteristicas fenotipicas e moleculares da célula, periodo que se representa pela
coleta de dados, analises, tratamentos estatisticos e redacao da tese e de manuscritos.

A adipogénese ocorre a partir de uma sucessdo de eventos e, por isso, todos
0s processos sao igualmente importantes. Certamente ndo haveria diferenciacéo se a
célula fosse Unica, uma vez que o estimulo por contato é essencial para que a
diferenciacdo ocorra de forma extremamente dindmica e igualmente harmdnica.
Entretanto, mesmo havendo o contato, as células necessitam de fortes estimulos para
que todo o processo se desenvolva em sua potencialidade.

Ao final, erros certamente foram cometidos e etapas certamente ndo foram
totalmente cumpridas, mas a diferenciacdo ocorreu, promovendo importantes

modificacgdes.

Por esses motivos agradeco:

Ao Criador, agradeco diariamente! E impossivel ndo reconhecer a onisciéncia
de Deus na arquitetura do desenvolvimento celular. E impossivel ndo reconhecer sua

onipresenca nos milhdes de células que se observa pela lente do microscopio.

A minha familia, que sempre se faz presente. Um obrigado especialmente &
Dé, Fernando, Livia, tia Lilice, Ane, Melissa, Fernada, Maria Laura, Lucas, Bruno,
Ana Beatriz, José Angelo, Roséo.

A D. Verbnica, muito obrigado por todas as ajudas e pelos inimeros

translados de roupas e de mantimentos.



As agéncias financiadoras de meus estudos:

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela concesséo da bolsa de estudos no Brasil.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), pela concessdo da bolsa de estudos (201834/2008-1) para o periodo
sanduiche na Espanha.

Aos financiadores do projeto deste estudo:

Ministerio de Educacion y Ciencia (AGL 2006-04716/ALI) da Espanha e
Linea Especial de pesquisa Nutricion, Obesidad y Salud (LE/97) da Universidad de
Navarra, Espanha.

A Universidade Federal de Vigosa, instituicdo responsavel pela minha
formac&o, por sua exceléncia em ensino e pesquisa.
Ao Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, por

proporcionar a realizagdo de meu curso.

A Professora Dra. Josefina Bressan, pela orientacdo, dedicacdo e incentivo.
Muito obrigado por me impulsionar e por ser sempre positiva!

A Professora Dra. Maria Jestis Moreno-Aliaga, por receber-me de forma tao
amistosa e pelas inimeras orientagdes nesse estudo.

Ao Professor Dr. Alfredo Martinez, por abrir-me as portas da Universidad de
Navarra e pelo empadronamiento.

A Professora Dra. Sonia Machado Rocha Ribeiro, pela co-orientacdo e
incentivo. Muito obrigado por tornar simples o que muitas vezes se faz dificil.

Ao Professor Dr. Fabyano Fonseca e Silva, pela co-orientacdo e pelas analises
estatisticas.

Ao Professor Dr. Paulo César Stringheta, pela co-orientacdo, pelo apoio e
pelas contribuicdes iniciais.

Ao Professor Dr. Sérgio Oliveira de Paula, por contribuir mais uma vez em

meu doutorado.



A Professora Dra. Neuza Maria Brunoro Costa, mais uma vez presente em
minha vida. Muito obrigado por tudo!

A Dra. Denise Machado Mourdo, muito obrigado pela amizade e pelo
companheirismo! Obrigado por contribuir para com essa tese.

Aos amigos Kiki, Tulio, Felipe, Vinicius e demais amigos do LAMECC.
Muito obrigado pela excelente convivéncia e constante apoio!

Ao grande amigo e professor Dennys Cintra, com quem tenho muito a
aprender. VVocé, mesmo longe, sempre se faz presente!

A Helen Hemsdorff e Pablo Albino, com certeza o periodo na Espanha no

teria gragca sem voces!

A los amigos de Espafa:

Muchisimas gracias a la Dra Silvia Lorente-Cébrian, jla jefa 2! Seguro que
mucho mas haremos en algun punto del mundo.

Doy las gracias al maestro Pedro Prieto (Dr Eliso) y Marta Fernandez (Dra
Western Blot) por todos los ensefiamientos y por la amistad.

A la Mary, comparfiera. Muchisimas gracias por las ayudas y ayudas y
ayudas...

A Pablo Quintero, jflaco tu eres un grand hermano! Muchas gracias por
ensefiarme la isla de Tenerife, Chinamada y su gente.

A Don Paul Cordero, Ana Gomez y Pilar Valdecantos, jseguro que no 0s
olvidaré! Las despedidas fueron increibles.

A los amigos de cultivos, aparatos, 234 y ordenadores: Diego, Beatriz
Marcos, Don José, Ceci, Rocio, Tara, Adriana, Laura, Almu, Noemi, Carmen,
Carlos y Asun. jYa me perdonareis si olvidé de alguien!

Al Dr. Fermin Milagro, Dr. Javier Campion y Dr. Pedro Gonzélez por las
ayudas con RT-PCR y cultivos.

A los técnicos Veronica Ciaurriz y Ana Lorente, por las ayudas con ELISA.

A la Paula Oteiza y Beatriz Jimeno.

Enfim, a todos que contribuiram para a realizacdo deste estudo 0 meu muito

obrigado!

Vi



BIOGRAFIA

ANDRE GUSTAVO VASCONCELOS COSTA, filho de José Flavio Costa e
Geralda Marlene Vasconcelos Costa, nasceu em 11 de agosto de 1978, na cidade de
Carmopolis de Minas — MG.

Em margo de 2000, iniciou o curso de Nutrigdo na Universidade Federal de
Vigosa — MG, concluindo-o em julho de 2004. Em agosto do mesmo ano iniciou o
curso de Mestrado no Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia da Nutricdo da
Universidade Federal de Vigosa, concluindo-o em julho de 2006. Em agosto de 2007
iniciou o curso de Doutorado no Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, com periodo sanduiche na Universidad de Navarra
(Espanha).

vii



1.1
1.2
1.3
1.3.1
1.3.2
1.3.3
1331
1.3.3.2
1.3.3.3
1.3.34
1.4

14.1

1.5

15.1

1.6

2.1

2.2

4.1

INDICE

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
RESUMO

ABSTRACT

INTRODUCAO

Sindrome metabdlica

Obesidade

Tecido adiposo

Modelo de diferenciacéo de adipdcitos: 3T3-L1
Cascata de eventos transcricionais da adipogénese
Agentes reguladores da adipogénese

Fator de necrose tumoral alfa (TNFa)
Quemerina

Wingless related MMTYV integration site (WNT)
Fator preadipogénico (DLK1 ou Pref-1)

Acidos graxos 6mega 3: acido eicosapentaendico

Metabolismo e mecanismo de acdo dos acidos graxos

O0mega 3: acido eicosapentaenodico

Acidos graxos de cadeia média: &cido octandico (C8:0)

e acido laurico (C12:0)

Metabolismo e mecanismo de acdo dos acidos graxos de

cadeia média: acido octanoico (C8:0) e acido laurico

(C12:0)

Referéncias Bibliograficas
OBJETIVOS

Obijetivo Geral

Obijetivos Especificos
CAPITULO 1
CAPITULO 2

Introducéo

viii

Pégina

Xi

Xiii

X
<

N N N oo oo W N R e

10

11
20
20
20
21
24
24



4.2
4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.2.4

4.3

4.4

4.5

4.6

5.1
5.2
521
5.2.2
5.2.3
524
5.2.5
5.2.6
5.3
5.4
5.5
5.6

6.1
6.2
6.2.1
6.2.2
6.2.3
6.2.4
6.2.5
6.2.6
6.2.7
6.3

Materiais e métodos
Cultivo celular

Oil Red-O

Real time PCR
Analise estatistica
Resultados
Discusséao
Agradecimentos
Referéncias Bibliograficas
CAPITULO 3
Introducgéo
Materiais e métodos
Materiais

Cultivo celular

Oil Red-O

Extracdo e analise da concentragdo de RNA

Real Time PCR

Andlise estatistica
Resultados

Discusséao
Agradecimentos
Referéncias Bibliograficas
CAPITULO 4

Introducéo

Materiais e métodos
Reagentes e anticorpo
Experimento 1
Experimento 2
Experimento 3

Real Time PCR
Imunoensaio enzimético — ELISA
Andlise estatistica

Resultados

25
25
27
27
28
29
32
36
43
49
49
50
50
51
52
52
53
54
55
58
62
69
73
73
74
74
75
75
76
76
77
77
79



6.4
6.5
6.6

8.1
8.2

Discusséo
Agradecimentos
Referéncias Bibliograficas
CONCLUSAO GERAL
ANEXOS

Anexos do Capitulo 2
Anexos do Capitulo 3

80
83
89
03
04
04
08



AA
AAL
AGPI
AGCM
AICAR
AMPK
AMPC
AKT
C8:0
C12:0
cC
C/EPB
D

DEX
DHA
DLK1 (Pref-1)
DMEM
EPA
ERK
EXP
FBS
IBMX
IGF-1
IL
IMC
INS
INK
LY
MAPK
NF-xB
PD

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acido araquiddbnico;
Acido a-linolénico;
Acidos graxos poli-insaturados;

Acidos graxos de cadeia média;

5-amino-4-imidazol carboxamida-1-4-d-ribofuranosidio;

Proteina quinase ativada por AMP;
AMP ciclico;

Proteina quinase B;

Acido octandco;

Acido laurico;

Compound C;

Proteinas ligantes ao amplificador CCAAT;
Dia;

Dexametasona,

Acido docosahexaenoico;

Fator preadipogénico;

Meio de Eagle modificado de Dulbecco;
Acido eicopentaendico;

Proteina quinase reguladora de sinal extracelular;
Experimento;

Soro bovino fetal;
3-isobutil-1-metilxantina;

Fator 1 semelhante a insulina;
Interleucina;

indice de massa corporal;

Insulina;

Proteina quinase c-Jun N-terminal;
LY294002;

Proteina quinase ativada por mitdgenos;
Fator nuclear «B;

PD98059;

Xi



PI3K
PPAR

Ppia (Ciclofilina)
PKA
RARRES2
SM

SP

TCM
TNFa
TRO
WNT

Fosfatidil inositol 3 quinase;

Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma;
Peptidil-prolil isomerase A;

Proteina quinase dependente de AMPC;
Receptor responsivo ao acido retindico2;
Sindrome metabdlica;

SP600125;

Triacilglicerois de cadeia média;

Fator de necrose tumoral a,
Troglitazona;

Wingless related MMTYV integration site;

Xii



RESUMO

COSTA, André Gustavo Vasconcelos. D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, junho
de 2010. Regulacdo da adipogénese e da secre¢cdo de quemerina por &cidos
graxos de cadeia média e pelo &cido graxo eicosapentaendico em células 3T3-
L1. Orientadora: Josefina Bressan. Coorientadores: Sonia Machado Rocha
Ribeiro, Fabyano Fonseca e Silva e Paulo César Stringheta.

A incidéncia da obesidade vem aumentando drasticamente atingindo
propor¢cdes epidémicas no mundo, principalmente nos paises ocidentais e
industrializados. Evidéncias cientificas relacionam a obesidade a um processo
inflamat6rio crénico de baixa intensidade, devido ao aumento de citocinas
proinflamatdrias, como a produ¢do anormal de fator de necrose tumoral alfa (TNFa).
A hipertrofia e a hiperplasia do adipécito tém sido associadas as doencas
relacionadas a sindrome metabolica, na qual a obesidade parece ser 0 piv0. Assim, 0
estudo da adipogénese é fundamental para o entendimento da obesidade, bem como
para seu tratamento. Estudos sugerem que o &cido eicosapentaendico (EPA), bem
como os &cidos graxos de cadeia média (AGCM) sdo capazes de modular a
incorporacdo de lipidios durante a adipogénese e de regular a expressao de fatores
transcricionais chave da diferenciagéo celular. Este estudo objetivou avaliar o efeito
do EPA e de AGCM (C8:0 e C12:0) sobre a adipogénese em células 3T3-L1. Além
disso, avaliou-se o efeito desses acidos graxos sobre a expressdo de mRNA e
secrecdo de quemerina, uma nova adipocina envolvida na adipogénese. Para isso,
preadipocitos foram cultivados em presenca (adipogénese induzida) ou auséncia
(adipogénese espontanea) de coquetel de horménios. Durante o processo de
diferenciacdo, as células foram tratadas com C8:0 (250 uM), C12:0 (250 uM) e EPA
(100 ou 200 puM), acrescidos ou ndo de TNFa. Durante o periodo experimental foram
coletadas amostras para avaliar a expressdo génica de: fator preadipogénico (DLK1);
Wingless related MMTV integration site 10b (WNT10b); proteinas ligantes ao
amplificador CCAAT (C/EBP) B, 8 ¢ a; PPARy e quemerina. A incorporacdo de
lipidios foi avaliada por Oil Red-O. Ainda, para o estudo sobre quemerina, adipécitos
maduros foram incubados por 24 horas com o0s acidos graxos descritos
anteriormente, bem como com TNFa e insulina, em presenca Ou auséncia de
inibidores de proteinas quinase. Ao final desse periodo efetuou-se a analise de

expresséo de mRNA e da secrecdo de quemerina. Os resultados mostraram que

Xiii



durante a adipogénese induzida os acidos graxos nao alteraram significativamente a
incorporacdo de lipidios. Por outro lado, o0 EPA (200 uM), durante a adipogénese
espontanea, promoveu maior incorporacdo de lipidios (p<0,05), ao passo que 0S
AGCM testados ndo apresentaram esse efeito. O C8:0 diminuiu a incorporagédo de
lipidios durante a adipogénese induzida, quando acrescido de TNFa, ampliando o
efeito inibitdrio dessa citocina. O EPA, acrescido de TNFa, estimulou a expressao de
MRNA de DLK1, de WNT10b e de C/EBP, porém inibiram a expressdo de C/EBPa
e PPARy. O EPA ndo apresentou efeitos significativos sobre C/EBPS. Os AGCM
foram capazes de regular a expressdo de fatores adipogénicos transcricionais
classicos (C/EPBB, 6 e a e PPARy), com destaque especial aos efeitos
desempenhados pelo C8:0. Em relacdo a expressdo de quemerina, observou-se que 0s
acidos graxos testados aparentemente ndo participam da secrecdo e expressao dessa
adipocina. Entretanto, no estudo de 24 horas de incubagdo, o TNFa estimulou a
expressdo de mRNA de quemerina, bem como sua secrecdo, possivelmente via
fosfatidil inositol 3 quinase (PI3K). Em conjunto, os resultados mostraram que 0S
acidos graxos testados sdo capazes de modular a incorporacao de lipidios, bem como
a expressdo de fatores transcricionais chave da diferenciacdo, potencializando o
efeito do TNFa.
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ABSTRACT

COSTA, André Gustavo Vasconcelos. D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, June,
2010. Regulation of adipogenesis and chemerin secretion by medium-chain
fatty acids and eicosapentaenoic acid in 3T3-L1 cells. Adviser: Josefina
Bressan. Co-Advisers: Sonia Machado Rocha Ribeiro, Fabyano Fonseca e Silva
and Paulo César Stringheta.

The incidence of obesity has been drastically increasing, reaching epidemic
proportions worldwide, mainly in Western and industrialized countries. Scientific
evidence relates obesity to a chronic inflammatory process of low intensity, due to
increased pro-inflammatory cytokines, such as an abnormal production of tumor
necrosis factor alpha (TNFa). Hypertrophy and hyperplasia of adipocytes have been
associated with diseases related to the metabolic syndrome, in which obesity seems
to be the pivot. Therefore, the study of adipogenesis is crucial in the understanding of
obesity, as well as its treatment. Studies suggest that both the eicosapentaenoic acid
(EPA) and medium-chain fatty acids (MCFA) are capable of modulating the
incorporation of lipids during the adipogenesis and of regulating the expression of
key adipogenic transcription factors to cell differentiation. This study aimed to
evaluate the effect of EPA and MCFA (C8:0 and C12:0) over the adipogenesis in
3T3-L1 cells. Moreover, the effect of such fatty acids over the mRNA expression and
chemerin secretion, a new adipocyte involved in adipogenesis, was evaluated. Hence,
preadipocytes were cultured in the presence (induced adipogenesis) or absence
(spontaneous adipogenesis) of a hormonal cocktail. Throughout the differentiation
process, cells were treated with C8:0 (250 uM), C12:0 (250 uM) and EPA (100 or
200 pM), supplemented or not with TNFa. During the experimental period, samples
were collected in order to assess the gene expression of: preadipogenenic factor
(DLK1), wingless related MMTV integration site 10b (WNT10b); CCAAT /
enhancer-binding proteins (C/EBP) B, 6, and a; peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPARYy) and chemerin. The incorporation of lipids was determined
by Oil Red-O. Furthermore, still regarding the study of chemerin, mature adipocytes
were incubated for 24 hours with the previously described fatty acids, along with
TNFa and insulin, in the presence or absence of protein kinases inhibitors. At the end
of this period, an analysis of the mRNA expression and chemerin secretion was

conducted. The results showed that during the induced adipogenesis, the fatty acids
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did not significantly alter the incorporation of lipids. On the other hand, during the
spontaneous adipogenesis, EPA (200 uM) promoted a greater incorporation of lipids
(p<0.05), while the tested MCFA demonstrated no such effect. When added of
TNFa, the C8:0 decreased the incorporation of lipids during the induced
adipogenesis, thus enhancing the inhibitory effect of this cytokine. When added of
TNFo, EPA stimulated the mRNA expression of the DLK1, WNT10b and C/EBPS,
whereas the C/EBPa and PPARY expression were inhibited. The EPA did not present
significant effects over the C/EBPS. The MCFA were able to regulate the expression
of the classical transcriptional adipogenic factors (C/EPBf, a and & and PPARY),
with particular emphasis given to the effects achieved by the C8:0. Regarding the
expression of chemerin, it was observed that, apparently, the studied fatty acids did
not participate in the secretion and expression of such adipokine. However, in a 24-
hour incubation study, TNFa stimulated the expression of the mRNA chemerin, as
well as its secretion, possibly via phosphatidil inositol 3-kinase (PI3K). In
conclusion, the results showed that the analyzed fatty acids are capable of
modulating the incorporation of lipids, as well as the expression of key adipogenic

transcription factors, thus potentializing the effect of the TNFa.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Sindrome metabdlica

O termo sindrome metabdlica (SM) descreve uma condi¢do que inclui a
associagdo de doencas com alta prevaléncia, principalmente obesidade, diabetes
mellitus tipo 2, hipertenséo e dislipidemia (Alberti, Zimmet et al. 2006; Bays,
Gonzélez-Campoy et al. 2008). Por se tratar de uma sindrome multifatorial a sua
etiopatogenia ndo estd totalmente elucidada, o que desperta interesse de
pesquisadores nessa area.

A SM tem sido descrita como o maior problema de saide publica mundial
(Alberti, Zimmet et al. 2006). Embora a patogénese da SM seja complexa e ainda
obscura, dois componentes sdo, possivelmente, os causadores: obesidade central e
resisténcia insulinica (Alberti, Zimmet et al. 2006; Nagao and Yanagita 2008). De
fato, a incidéncia de obesidade, resisténcia insulinica e diabetes vém aumentando em
proporcoes epidémicas no mundo, independente da classe econémica ou grau de
desenvolvimento do pais (Esposito and Giugliano 2004; Mermel 2004; Pilch and
Bergenhem 2006). Browning (2003) relata que homens com indice de massa
corporal (IMC) acima de 30 kg/m® tem 13 vezes mais chances de desenvolver
diabetes tipo 2 e mulheres tem 12 vezes mais chance, comparados ao IMC de 22

kg/m?; 0 que demonstra que essas doencas est&o intrinsecamente associadas.

1.2.  Obesidade

A obesidade pode estar relacionada com 44 tipos de doencas, as quais afetam
12 diferentes 6rgdos e tecidos do sistema humano (Mermel 2004). O excesso de
gordura corporal, principalmente a visceral, estd intimamente associado ao processo
inflamatdrio, resisténcia insulinica, diabetes, dislipidemia e hipertensdo arterial
(Kershaw and Flier 2004; Després and Lemieux 2006). De acordo com Organizagéo
Mundial de Saude aproximadamente um terco dos europeus sdo obesos e estima-se
que, nesses paises, ocorram 320.000 mortes/ano decorrentes de doengas associadas a
obesidade (Mermel 2004). No Brasil, em um estudo com pacientes ambulatoriais, a
magnitude da obesidade é semelhante as descritas na Europa, porém menor que nos

Estados Unidos (Gomes, Giannella Neto et al. 2006). Aproximadamente 67% dos



individuos com diabetes tipo 2 possuem sobrepeso ou obesidade, 0 que confirma a
associagéo entre essas doencas (Jeffcoat 2007).

A obesidade se desenvolve quando a quantidade de energia ingerida é maior
que a expendida, gerando um excesso de substrato, o qual é estocado na forma de
triacilglicerdis, causando hipertrofia e hiperplasia de adipocitos (Kovacs and Mela
2006; Bays, Gonzalez-Campoy et al. 2008). A obesidade é caracterizada por um
processo inflamatdrio cronico de baixo grau, devido ao aumento de citocinas
proinflamatérias, como o fator de necrose tumoral o (TNFa) e interleucina 6 (IL-6)
(Browning 2003; Zampelas, Panagiotakos et al. 2005; Calder 2006; Carpentier,
Portois et al. 2006; Robinson, Buchholz et al. 2007; Nagao and Yanagita 2008).
Além disso, o tecido adiposo de individuos obesos possui uma concentragcdo anormal
de macréfagos, os quais contribuem diretamente para a producdo desses mediadores
inflamatdrios (Tilg and Moschen 2006). Ainda, sugere-se que a obesidade esteja
relacionada ao aumento do estresse oxidativo e reducdo dos mecanismos de defesa
antioxidantes. O consumo calorico excessivo produz uma grande quantidade de
radicais livres, que contribuem para o processo inflamatério (Keaney, Larson et al.
2003; Urakawa, Katsuki et al. 2003; Nettleton and Katz 2005).

Os mecanismos moleculares e fisiopatolégicos envolvidos na obesidade nao
estdo totalmente elucidados. Sabe-se que a ocidentalizacéo da alimentacédo, associado
ao sedentarismo, é um fator preponderante para a génese dessa doenca. Nesse
sentido, a alta ingestdo de lipidios é considerada como um importante fator para a
génese da obesidade, o que sugere que o controle dessa doenca perpassa pelo
controle da quantidade e da qualidade do acido graxo consumido (Aoyama, Nosaka
et al. 2007).

1.3.  Tecido adiposo

O tecido adiposo pode ser caracterizado como um 6érgdo enddcrino, que
desempenha um papel crucial na regulacdo e na homeostase energética. Entre as
substancias secretadas por esse tecido, destacam-se as adipocinas (peptideos
bioativos ou sinalizadores celulares) com atuacdo autdcrina, paracrina e sistémica;
bem como diversos receptores para os tradicionais horménios sistémicos (Kershaw
and Flier 2004; Fonseca-Alaniz, Takada et al. 2007). Entre as adipocinas mais

estudadas destacam-se a adiponectina e leptina (Fruebis, Tsao et al. 2001; Yamauchi,



Kamon et al. 2003; Fernandez-Real, Vendrell et al. 2005; Perez-Matute, Marti et al.
2005; Fonseca-Alaniz, Takada et al. 2007; Hernandez-Morante, Milagro et al. 2007),
0 TNFa (Pischon, Hankinson et al. 2003; Lopez-Garcia, Schulze et al. 2004;
Zampelas, Panagiotakos et al. 2005; Perez-Matute, Perez-Echarri et al. 2007; Sierra,
Lara-Villoslada et al. 2008; Wang, Lim et al. 2008; Micallef and Garg 2009) e a IL-6
(Ciubotaru, Lee et al. 2003; Mori, Woodman et al. 2003; Browning, Krebs et al.
2007). Por outro lado, outras adipocinas, como a quemerina (Arita, Bianchini et al.
2005) foram detectadas mais recentemente no tecido adiposo e, portanto, carecem de
estudos.

O tecido adiposo branco é constituido de aproximadamente 50% de
adipocitos e 50% de células sanguineas, células endoteliais, macrofagos e
precursores de adipécitos com diferentes graus de diferenciacdo, fundamentalmente
fibroblastos e preadipdcitos (Moreno-Aliaga and Martinez 2002; Bays, Gonzélez-
Campoy et al. 2008). A formacdo desse tecido inicia-se antes do nascimento, embora
sua maior expansdo seja apoOs esse periodo (Feve 2005). Em periodos de balanco
calorico positivo, a energia € estocada por meio da lipogénese, causando hipertrofia
do adipdcito. Paralelamente, ocorre o recrutamento e diferenciacdo de novas celulas
adiposas (Moreno-Aliaga and Martinez 2002; Bays, Gonzalez-Campoy et al. 2008).
Assim, para o entendimento e tratamento da obesidade, é de grande importancia
identificar quais sdo os fatores reguladores da formacao de novos adipdcitos, a partir

de células precursoras existentes no tecido adiposo.

1.3.1. Modelo de diferenciacao de adipdcitos: 3T3-L1

A diferenciacdo de adipdcitos € um processo complexo, no qual os
preadipocitos devem interromper seu crescimento e sair do ciclo celular antes do
processo de diferenciacdo (Gregoire 2001). A utilizacdo da linhagem celular 3T3-L1,
oriundas de embrifes de camundongos Swiss 3T3, € ideal para o estudo dos eventos
moleculares responsaveis pela conversdao de preadipdcitos em adipdcitos (Ntambi
and Young-Cheul 2000; Feve 2005). A inducdo da adipogénese, em preadipdcitos
3T3-L1, ocorre por meio da suplementacdo do meio de cultivo com coquetel de
horménios indutores da diferenciacdo celular  (3-isobutil-1-metilxantina,
dexametasona e insulina), cujo objetivo é mimetizar o enriquecimento hormonal em

estagios iniciais da diferenciacdo celular (Takenouchi, Takayama et al. 2004; Yang,
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Della-Fera et al. 2009). Ao final da diferenciacéo, essas células se assemelham aos
adipocitos encontrados no tecido adiposo branco, no que condiz aos aspectos
morfolégicos, como acumulo de triacilglicerdis, e moleculares, como a expressao
génica (Kato, Ozaki et al. 2007).

A utilizagdo da linhagem 3T3-L1 constitui um modelo mais confiavel e
adequado para a andlise da hipertrofia durante a adipogénese, uma vez que essa
linhagem é altamente caracterizada e fornece uma populacdo homogénea, podendo
realizar culturas indefinidamente (Ntambi and Young-Cheul 2000; Moreno-Aliaga
and Martinez 2002; Feve 2005). Entretanto, a extrapolacdo dos resultados obtidos
com modelos celulares in vitro deve ser realizada com cautela, uma vez que
apresenta diferencas em relagdo aos modelos de cultivo primario de animais (ratos,
camundongos e porcos) e de humanos. Além disso, por ser um modelo in vitro,

obviamente diferente da situagdo em vivo.

1.3.2. Cascata de eventos transcricionais da adipogénese

O processo de adipogénese, in vitro, compreende estagios bem ordenados e
organizados: ruptura do ciclo celular, expansdo clonal e processo de diferenciagéo,
caracterizado por eventos iniciais, intermediarios e terminais (Figura 1.1) (Ntambi
and Young-Cheul 2000; Gregoire 2001; Moreno-Aliaga and Martinez 2002; Feve
2005; Queiroz, Alonso-Vale et al. 2009).

Com objetivo de interromper a proliferacdo dessas células e estimular a
adipogénese, as células 3T3-L1 séo tratadas com indutores adipogénicos, que
incluem um agonista de glicorticoides (dexametasona), um receptor de fator 1
semelhante a insulina — IGF-1 (insulina) e um agente que aumenta a concentracdo de
AMPc intracelular (3-isobutil-1-metilxantina — IBMX). Além disso, ha a adicdo de
uma alta dose de glicose para estimular os receptores de IGF-1. Esses agentes, em
conjunto, promovem a estimulacdo dos eventos iniciais representados pela expressdo
de proteinas ligantes ao amplificador — C/EPBs (isomeros B e 8) (Figura 1.1). Apos,
as células reiniciam o ciclo celular, sofrem divisdo celular de forma regulada
(expansao clonal), saem permanentemente do ciclo celular e entram em diferenciacéo
terminal. Essa etapa ocorre por meio da ativacdo do receptor gama ativado por
proliferadores de peroxissomos — PPARYy e pela ativagdo de C/EPBa; os quais sdo os

reguladores principais da adipogénese (Figura 1.1). O PPARy antecede a expressdo
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de C/EPBa, sendo que esses genes sdo capazes de estimularem a si proprios, assim
COMO Um ao outro.

A expressdo dos genes PPARy e C/EPBa ativam a expressdo da grande
maioria, sendo de todos, 0s genes que caracterizam o fendtipo adipocitario, como as
enzimas &cido graxo sintase e acetil-CoA carboxilase, além do transportador de
glicose tipo 4 (GLUT-4) e proteina ligadora de &cidos graxos (aP2/FABP). Por meio
desse processo, no citoplasma celular aparecem gotas lipidicas, que ao longo do

tempo ocupam grande parte do citoplasma.

Diferenciagéo
Diferenciagéo Terminal
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Diferenciacéo
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i rdur
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Inicio da «— >
adipogénese Dia

Figura 1.1: Evolucdo da diferenciacdo de adipdcitos. Os principais eventos que
ocorrem durante a adipogénese sdo apresentados cronologicamente. As areas
delimitadas pelos nomes dos genes representam periodos de expressdo génica. Os
diferentes estagios de diferenciacdo estdo representados na porcao superior da figura.
C/EPBs: Proteinas ligantes ao amplificador (isomeros a, B ¢ 8), PPARy: Receptor
gama ativado por proliferadores de peroxissomos. Adaptado de Ntambi & Young-
Cheul (2000).

1.3.3. Agentes reguladores da adipogénese

1.3.3.1. Fator de necrose tumoral alfa (TNFa)
TNFo (fator de necrose tumoral alfa) é uma proteina transmembrana que

sofre processos de clivagem, originando a sua forma biologicamente ativa, a qual
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exerce sua fungdo por meio de receptores tipo I e 11 (Guilherme, Tesz et al. 2009). O
TNFa ¢ naturalmente sintetizado e secretado por adipocitos e macrofagos.
Evidéncias sugerem que o TNFa ¢ seu receptor estdo envolvidos na resisténcia
insulinica (Warne 2003; Perez-Matute, Perez-Echarri et al. 2007; Wang, Lim et al.
2008). Essa adipocina inibe a sinalizagdo de insulina, reduzindo a fosforilagdo de
residuos de serina nos receptores de insulina S1 e da atividade do receptor
fosfoinositol 3-quinase (P13K), provocando diminuicdo da sintese do transportador
de glicose GLUT-4 (Rajala and Scherer 2003; Tilg and Moschen 2008). Ainda, 0
TNFo desempenha um importante papel no controle paricrino e autdcrino do
funcionamento de adipdcitos (Warne 2003). Essa substancia inibe a acdo da lipase de
lipoproteina, responsavel pela captacdo de triacilglicerdis de lipoproteinas
plasmaticas (Hita, Ramirez et al. 2002), promove a lipélise e impede a lipogénese

T

Além disso, o TNFa induz a apoptose em adipdcitos (Guilherme, Tesz et al. 2009).

1.3.3.2. Quemerina

Quemerina € uma proteina que € produzida em varios 6rgéos e tecidos, como
o figado, pulméo, rim e recentemente foi descoberta no tecido adiposo (Bozaoglu,
Bolton et al. 2007; Roh, Song et al. 2007). Essa adipocina é o ligante natural do
receptor para quemerina (chemerinR), também conhecido como receptor 1
semelhante a quimocina (ChemR23), que ¢ um membro da familia dos receptores
orfaos acoplados a proteina G.

A quemerina parece estar envolvida no metabolismo lipidico e de
carboidratos (MacDougald and Burant 2007) e os niveis plasmaticos dessa adipocina
mostram uma forte e independente associagdo com componentes da sindrome
metabolica, incluindo obesidade, triacilglicerois plasmaticos e pressdo arterial
(Bozaoglu, Bolton et al. 2007). Ainda, a expressdo de mRNA de quemerina foi
descrita em adipécitos maduros e em tecido adiposo de animais obesos, 0 que sugere
que a expressdo dessa substancia pode refletir o estagio de diferenciacdo e tamanho
do adipdcito, bem como o total de massa adiposa (Bozaoglu, Bolton et al. 2007). De
acordo com Roh et al. (2007) a quemerina apresenta um efeito lipolitico em

adipdcitos diferenciados e a sua expressdo, bem como de seu receptor parecem ser



controlados por fatores transcricionais de adipocitos, incluindo o PPARy. No entanto,

essas vias ainda ndo estdo elucidadas.

1.3.3.3. Wingless related MMTYV integration site 10b (WNT10b)

O inicio da adipogénese normalmente depende da inibicdo de WNT
(Wingless related MMTV integration site), uma familia de lipoproteinas glicosiladas,
na qual a WNT10b €é expressada em preadip6ctios, mas ndo em adipdcitos
(Gustafson, Hammarstedt et al. 2007). Apo6s a inducdo da diferenciacdo a expressdo
de WNT10b é rapidamente suprimida. De uma forma geral, a expressédo de WNT nao
afeta a indugdo de C/EBPB e C/EBPS, mas blogueia a indugdo dos fatores
transcricionais C/EBPa e PPARy (Ross, Hemati et al. 2000). Assim, essas
glicoproteinas atuam freando o processo de diferenciacdo de preadipocitos. A adi¢cdo
de tiazolidinedionas, como a troglitazona, que estimulam a expressdo de PPARYy
promove a degradagao de [-cateninas, um potente inibidor da adipogénese
(Gustafson, Hammarstedt et al. 2007). Por outro lado, o TNFa inibe a diferenciagdo
celular, mantendo a sinalizacdo de WNT (Christodoulides, Lagathu et al. 2009).

1.3.3.4. Fator preadipogénico (DLK1 ou Pref-1)

O fator preadipogénico 1 (DLK1 ou Pref-1), também conhecido como DLK1,
€ uma proteina de membrana, que atua como inibidor da diferenciacdo celular. Em
preadipocitos 0 DLK1 se expressa mais intensamente, o qual diminui ao longo do
periodo de diferenciagdo celular (Sul, Smas et al. 2000). A dexametasona, um
agonista de glicocorticdides, atua inibindo a expressdio de DLK1 e, assim,

promovendo a adipogénese.

1.4.  Acidos graxos 6mega 3: acido eicosapentaendico

Os é&cidos graxos sdo classificados em saturados ou insaturados, de acordo
com a auséncia ou presenca, respectivamente, de duplas ligacdes carbono-carbono.
Os insaturados sdo divididos em monoinsaturados (apenas uma insatura¢do) ou em
poliinsaturados (mais de uma dupla ligacdo). Os acidos graxos poli-insaturados
(AGPI), por sua vez, séo classificados de acordo com a posicdo da primeira dupla
ligacdo, relativa ao grupamento metil terminal. Entre os AGPI da série n-3 inclui-se o

acido alfa linolénico (AAL), essencial ao organismo animal, precursor de



importantes compostos como o EPA e DHA. Entre os AGPI da série n-6 destaca-se o
acido araquiddénico (AA — C20:4 n-6), cujo precursor é o acido graxo essencial acido
linoléico (C18:2 n-6) (Saldeen and Saldeen 2006; El-Badry, Graf et al. 2007). Esses
processos de conversdo sdo mediados por enzimas de dessaturagdo (A5 e A6) ¢
enzimas de elongacéo (Burdge 2006).

Os AGPI n-3 estdo presentes em peixes marinhos, principalmente entre
aqueles provenientes de &guas frias e profundas. Destacam-se como fontes de AAL o
6leo de soja, a linhaca e seu 6leo e como fontes de EPA e DHA estdoncluem-se o
salmdo, cavala, anchova e sardinha. Por outro lado, os 6leos vegetais (girassol, milho
e soja) possuem 50% ou mais de AGPI n-6 (Cintra, Costa et al. 2006; Baylin, Siles et
al. 2007; Sirot, Oseredczuk et al. 2008; Russo 2009). Uma vez consumidos, 0s acidos
graxos podem ser oxidados, fornecendo energia; serem estocados, na forma de
triacilglicerois; comporem estruturas celulares, como as membranas lipidicas; ou
serem metabolizados, originando outros acidos graxos e subprodutos destes, como 0s
eicosandides e resolvinas (Burdge 2006). Os metabolitos desses &cidos graxos
essenciais sdo fundamentais para o adequado funcionamento do ceérebro, retina,

figado, rim, glandulas adrenais e gonodais (Das 2006).

1.4.1. Metabolismo e mecanismo de acdo dos acidos graxos 6mega 3:
acido eicosapentaenoico

As membranas celulares sdo constituidas de aproximadamente 60% de
lipidios (Saldeen and Saldeen 2006; Schmitz and Ecker 2008). Os acidos graxos
saturados tornam a membrana celular rigida e compacta, ao passo que a incorporagéo
de AGPI confere maior flexibilidade e fluidez a essas estruturas. Essa plasticidade
favorece importantes processos na membrana, como atividades de enzimas,
transporte de proteinas, permeabilidade a ions e funcionamento de receptores,
expressdo génica (Saldeen and Saldeen 2006), bem como favorece o trafego e
funcionamento de proteinas e a fusdo e excrecdo de vesiculas (Schmitz and Ecker
2008). De acordo com Russo (2009) a resisténcia insulinica pode estar associada a
rigidez da membrana, a qual limita o nimero de receptores para esse hormdnio.

A incorporacdo de AGPI em membranas celulares esta relacionada a
producdo de eicosandides, que sdo substdncias de acdo paracrina e rapidamente

metabolizadas. O AA e 0 EPA, por meio da ac¢do de enzimas ciclooxigenase (COX) e
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lipooxigenase (LOX), séo convertidos a prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) e
leucotrienos (LT) da série par e impar, respectivamente (Calder 2006; Saldeen and
Saldeen 2006; Schmitz and Ecker 2008). De uma forma geral, os eicosandides da
série par sdo mais potentes e de natureza inflamatdria, ao passo que aqueles da série
impar sdo menos potentes ou apresentam atividade antiinflamatéria (Schmitz and
Ecker 2008). Ainda, as PG da série par (l,, F2, € E;) participam do processo de
diferenciacdo do pré-adipécito, o que favorece a adipogénese (Hita, Ramirez et al.
2002). Recentemente, descobriu-se que o AA, EPA e DHA sdo precursores de
substancias chamadas resolvinas (resolution phase interaction products), que
desempenham atividade antiinflamatdria (Serhan 2004; Das 2006).

Estudos envolvendo humanos e animais sugerem que os AGPI n-3, em
especial o EPA, desempenham uma atividade antiobesidade (Fernandez-Real,
Vendrell et al. 2005; Hernandez-Morante, Milagro et al. 2007; Pérez-Echarri, Pérez-
Matute et al. 2008), estimulando a B-oxidacao e reprimindo a sintese de lipidios (Al-
Hasani and Joost 2005). Entretanto, poucos estudos verificaram o efeito desse acido

graxo durante a adipogénese in vitro.

1.5.  Acidos graxos de cadeia média: acido octanoico (C8:0) e acido

laurico (C12:0)

Os triacilglicerdis de cadeia média (TCM) representam uma familia de
glicerdis compostos pelos acidos graxos caproico (C6:0), caprilico (C8:0), caprico
(C10:0) e laurico (C12:0). Devido suas propriedades fisico-quimicas, desde 1950, os
TCM vém sendo amplamente utilizados em varios ramos da industria e em 1994, os
produtos que contém esses compostos receberam da Food and Drugs Administration
(Estados Unidos) o status de GRAS (Substancia Geralmente Reconhecida como
Segura) (Traul, Driedger et al. 2000). Na area clinica, esses lipidios sdo utilizados
como fonte energética em casos de anormalidades do metabolismo lipidico
(insuficiéncia pancreatica, fibrose cistica, cirrose, ma absorcdo de lipidios, transporte
inadequado de quilomicrom, hiperquilomicrolidemia), em casos de epilepsia, doenca
celiaca, obesidade e como componente lipidico de férmulas para nutricdo enteral,
parenteral total e formulas infantis (Nandi, Gangopadhyay et al. 2005; Jones, Butt et
al. 2006; Marten, Pfeuffer et al. 2006; Takeuchi, Sekine et al. 2008). Além de sua

aplicacdo como alimento, os TCM podem ser utilizados como emulsificantes, em



produtos farmacéuticos e em cosméticos (Traul, Driedger et al. 2000; Nandi,
Gangopadhyay et al. 2005), como solventes de tinturas e perfumes (Nandi,
Gangopadhyay et al. 2005), como lubrificantes industriais e ha um crescente
interesse em sua aplicacdo como biodiesel (Ghebretinsae, Graham et al. 2008).

As principais fontes naturais de TCM sdo os dleos de coco, de palma ou
azeite de dendé e de babacu. Pequenas quantidades sdo também encontradas em
leites, manteigas e queijos. O principal &cido graxo de cadeia média presente em
6leos comestiveis é o C12:0, variando de 2 a 50% do total lipidico e 0 C8:0 e 0

C10:0 sdo os preponderantes em médulos utilizados em terapia nutricional.

1.5.1. Metabolismo e mecanismo de a¢do dos acidos graxos de cadeia

média: &cido octanoico (C8:0) e acido laurico (C12:0)

Os AGCM séo absorvidos de forma mais eficiente e mais rapida, devido ao
tamanho da cadeia carbonica, por facilitarem a acdo de lipases, por serem mais
soliveis em agua e por ndo requererem a formacgdo de quilomicrons. O transporte
dessas substancias ao figado (local onde sdo oxidados) é realizado via circulagéo
portal e conduzidos, principalmente, pela aloumina. Assim, esses compostos evitam
a passagem periférica, o que impede sua deposicdo no tecido adiposo (St-Onge 2005;
Marten, Pfeuffer et al. 2006; Roynette, Rudkowska et al. 2008; Takeuchi, Sekine et
al. 2008). Alem disso, esses compostos sofrem menor acdo da acil-CoA sintetase
(responsavel pela reesterificacdo de triacilglicerdis) e ndo requerem a presenca da
carnitina acil transferase, o que acelera a B-oxidacdo e limita a estocagem do TCM
no tecido (Kovacs and Mela 2006; Marten, Pfeuffer et al. 2006). No entanto, é
desconhecido o exato mecanismo pelo qual os AGCM sdo independentes da
carnitina. Jones et al. (2006), em um estudo com fibroblastos, relataram que os
AGCM sofrem um processo de elongacdo anterior a oxidacdo, sendo independente
do mecanismo de sintese de &cidos graxos. Ressalta-se que a compreensdo dessas
rotas metabdlicas tem importantes implicacfes para o tratamento de inGmeras
desordens, nas quais 0s AGCM sdo os componentes dietéticos necessarios para o
tratamento.

O alto consumo de TCM e a facilidade de oxidacdo dos AGCM podem gerar
um excesso de producdo de acetil-CoA, acetato, CO, e de corpos cetdnicos.

Entretanto, o consumo desses compostos, em dietas normais, ndo provoca
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cetoacidose ou cetonemia (Traul, Driedger et al. 2000; Kovacs and Mela 2006;
Matulka, Noguchi et al. 2006). Por outro lado, segundo Marten et al. (2006) a
propor¢do de TCM em quilomicrons aumenta de acordo com o tamanho da cadeia
carb6nica e com a administracdo prolongada. Tal fato pode promover a incorporagéo
ou favorecer uma maior oxidacdo de AGCM em tecidos periféricos, como o tecido
adiposo.

Estudos sugerem que o acido octandico (C8:0) aumenta a diferenciacdo de
adipocitos em presenca (Takenouchi, Takayama et al. 2004; Sanosaka, Minashima et
al. 2008) ou em auséncia (Yang, Della-Fera et al. 2009) de coquetel adipogénico. Por
outro lado, outros estudos sugerem que 0 octanoato atenua a adipogénese (Guo, Choi
et al. 2000; Han, Farmer et al. 2002; Han, Hamilton et al. 2003). Segundo DeLany et
al. (2000), o &cido laurico (C12:0) é preferencialmente oxidado em detrimento de
outros acidos graxos saturados e de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa.
Ding et al. (Ding and Mersmann 2001) verificaram que o C12:0 ndo apresentou
efeito sobre a diferenciacdo de adipocitos, de acordo com a coloracédo por Qil Red-O.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo Geral
Avaliar o efeito de acidos graxos de cadeia média e do acido graxo

eicosapentaendico sobre a adipogénese em células 3T3-L1.

2.2.  Objetivos Especificos

- Estudar os efeitos de acidos graxos cadeia média (octandico — C8:0 e
laurico — C12:0) na regulacdo da adipogénese induzida e espontanea em células 3T3-
L1.

- Investigar os efeitos do &cido graxo eicosapentaendico (EPA — C20:5
n-3) na regulacdo da adipogénese induzida e espontanea em células 3T3-L1.

- Verificar os efeitos de acidos graxos de cadeia média e do acido graxo
eicosapentaendico frente a acdo antiadipogénica do fator de necrose tumoral alfa
(TNFa).

- Analisar a acdo de acidos graxos cadeia média e do &cido graxo
eicosapentaendico na regulacdo da expressdo de mRNA e secrecdo da proteina
guemerina.

- Verificar possiveis vias de sinalizacdo para a secrecao de quemerina.
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3. CAPITULO 1

ESTUDO INICIAL DA CONCENTRACAO DE ACIDOS GRAXOS
E DO FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA (TNFa)

Inicialmente avaliaram-se as concentracfes de &acidos graxos que foram
utilizadas nos capitulos 2, 3 e 4.

Uma vez alcangada a confluéncia, os preadipdcitos 3T3-L1 foram incubados
em meio basal (DMEM a 25 mM de glicose, 10% v/v de FBS, 100 unidades/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina), durante todo o processo de diferenciagéo.
Os tratamentos foram divididos em trés grupos: A) suplementacdo de hormdnios
indutores de diferenciagdo (1 UM de dexametasona, 0,5 mM de 3-isobutil-1-
metilxantina — IBMX e 10 pug/mL de insulina); B) suplementacdo com coquetel de
horménios, acrescido de TNF-a (5 ng/mL) e C) auséncia de hormdnios indutores de
diferenciacdo. Ainda, cada grupo foi incubado em presenca dos seguintes fatores:
Troglitazona (10 uM), C8:0 (250 uM ou 1mM), C12:0 (250 uM, 500 uM ou 1mM)
ou EPA (10 uM, 100 pM, 200 uM ou 300 uM). Os tratamentos, acrescidos ou ndo de
TNF-a, foram adicionados ao meio a cada 2 dias, imediatamente apds a troca do
meio basal por um meio basal fresco. O EPA, C8:0 e C12:0 foram dissolvidos em
etanol. TNF-a ¢ dexamentasona foram dissolvidos em agua ultrapura e IBMX foi
dissolvido em Dimetilsulféxido (DMSO). Todos os tratamentos foram preparados
em solucdes estoque 1000 vezes maiores que aquelas adicionadas ao meio de cultivo.
As células controle foram tratadas com 0,1% de etanol, correspondendo a mesma
quantidade dos tratamentos adicionados ao meio. Ao final do processo de
diferenciacdo, efetuou-se a avaliacdo da incorporacdo de lipidios, utilizando-se o
método Oil Red-O (Moreno-Aliaga and Matsumura 1999). O processo de
diferenciacdo foi acompanhado visualmente, utilizando-se microscopio 6ptico.

Para avaliar o efeito dos tratamentos sobre a incorporacédo de lipidios utilizou-
se 0 delineamento experimental do tipo inteiramente casualizado. O numero de
repeticbes foi diferente para cada tratamento, implicando em delineamento
desbalanceado, no qual foi assumido um nimero minimo de 3 repeticdes. O efeito
significativo dos fatores foi verificado por meio do teste “F” na ANOVA (p<0,05) ¢

uma vez comprovada tal significancia as médias dos niveis de cada fator foram
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comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados foram
expressos em média e erro padrdo. Todas as analises foram conduzidas no software
SAS® versdo 9.1 (SAS Institute Inc 2002).

De forma geral, os resultados demonstraram efeito ndo significativo dos
tratamentos sobre a incorporagao de lipidios, em relacdo controle (etanol) (Figura 3.1
A, B, C), uma vez que a Unica significancia foi observada para C12:0 a 1mM na
adipogénese espontanea (Figura 3.1 A). Assim, a partir dessas analises optou-se por
utilizar as seguintes concentragdes: EPA a 100 e 200 uM, C8:0 a 250 uM e C12:0 a
250 uM. As concentrac@es rejeitadas ndo promoveram alterac6es no fenotipo celular
ou foram avaliadas visualmente como toxicas as células. A dose de TNFa a 10
ng/mL foi considerada alta, uma vez que as células apresentaram um comportamento

apoptético. Assim, optou-se por utilizar a dose de 5 ng/mL de TNFa.
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Concentragdo de Oil Red-O (% relativo ao controle)

Concentragéo de Oil Red-O (% relativo ao controle)
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Figura 3.1: Efeito de diferentes tratamentos sobre a concentracdo de
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Oil Red-O em adipdcitos, em relacdo ao controle (Etanol) ajustado a
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4, CAPITULO 2

EFEITO DO ACIDO EICOSAPENTAENOICO SOBRE FATORES
REGULADORES DA ADIPOGENESE EM CELULAS 3T3-L1

4.1. Introducgdo

O tecido adiposo € um o6rgdo que desempenha um importante papel na
regulacdo da homeostase energética e no metabolismo dos acidos graxos no
organismo (Bays, Gonzélez-Campoy et al. 2008). Em situacdes de oferta excessiva
de calorias o tecido adiposo estoca o0s 4&cidos graxos livres na forma de
triacilglicerdis, os quais sdo utilizados como fonte energética em situagdes de déficit
de calorias (Bays, Gonzélez-Campoy et al. 2008; Galic, Oakhill et al. 2010). Esse
tecido é capaz de produzir peptideos bioativos (adipocinas), como o fator de necrose
tumoral o (TNFa), além de diversos receptores para os horménios sistémicos
(Kershaw and Flier 2004; Fonseca-Alaniz, Takada et al. 2007). A hipertrofia do
adipdcito e o acumulo do tecido adiposo visceral tém sido associados as doencas
relacionadas a sindrome metabdlica, na qual a obesidade parece ser o pivé (Alberti,
Zimmet et al. 2006; Bays, Gonzalez-Campoy et al. 2008). Dessa forma, a
compreensdo da diferenciacdo adipocitaria e do metabolismo lipidico é crucial para o
entendimento da obesidade.

A linhagem celular 3T3-L1 é amplamente utilizada para o estudo in vitro da
adipogénese, pois essas células sdo capazes de se diferenciarem em adipocitos
maduros (Ntambi and Young-Cheul 2000; Feve 2005), uma vez estimuladas por
hormdnios. Classicamente, utilizam-se insulina, dexametasona e 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX) para induzir o processo de diferenciacdo (Gregoire 2001). Ao
final da diferenciacdo, essas células se assemelham aos adipocitos encontrados no
tecido adiposo branco, no que condiz aos aspectos morfologicos, como acumulo de
triacilglicerois, e moleculares, como a expressao génica (Kato, Ozaki et al. 2007).

Por outro lado, nos ultimos anos tem-se verificado que os &cidos graxos séo
os principais reguladores biolégicos, estimulando a producéo de diferentes tipos de
adipocinas, dependendo do tipo de acido graxo envolvido (Deckelbaum, Worgall et
al. 2006; Lee, Kwun et al. 2008). Os &cidos graxos poli-insaturados (AGPI) da série

n-3 representam uma classe de acidos graxos, na qual o acido alfa-linolénico (AAL;
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C18:3 n-3), essencial ao organismo humano, é o precursor para a sintese de
importantes compostos, como o acido eicosapentaendico (EPA; — C20:5 n-3) e
docosahexaendico (DHA; C22:6 n-3) (Robinson, Buchholz et al. 2007). A conversdo
de AAL em EPA é muito baixa, sendo de 0,2 a 6%, e em DHA essa taxa € de apenas
0,05% (Burdge and Calder 2006; Goyens, Spilker et al. 2006). Estudos envolvendo
humanos e animais sugerem que 0os AGPI n-3, em especial o EPA, desempenham
uma atividade antiobesidade (Fernandez-Real, Vendrell et al. 2005; Hernandez-
Morante, Milagro et al. 2007; Pérez-Echarri, Pérez-Matute et al. 2008), estimulando
a B-oxidacdo e reprimindo a sintese de lipidios (Al-Hasani and Joost 2005). No
presente estudo, verificou-se que o EPA desempenhou uma atividade proadipogénica
em células 3T3-L1 e é capaz de regular a expressdo de mRNA de genes envolvidos
na adipogénese. Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito regulatorio do
acido eicosapentaenoico sobre a adipogénese em células 3T3-L1.

4.2. Materiais e métodos

4.2.1. Cultivo celular

Fibroblastos 3T3-L1 (passagens 3 a 11) foram comprados da American Type
Culture Collection (Rockville, MD). As células foram cultivadas até a confluéncia
em meio composto por: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) a 4,5 g/L de
glicose (Invitrogen GIBCO), 10% v/v de Calf Serum Bovine (Invitrogen GIBCO),
100 unidades/mL de penicilina (Invitrogen GIBCO) e 100 pg/mL de estreptomicina
(Invitrogen GIBCO). Apos a confluéncia (dia zero — DO0), os preadipdcitos foram
divididos em trés grupos experimentais: A) meio basal (DMEM e antibioticos, como
0 anterior, porém contendo 10% v/v de Fetal Bovine Serum) suplementado com
coquetel de horménios (1 UM de dexametasona, 0,5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina
— IBMX e 10 pg/mL de insulina); B) meio basal suplementado com horménios,
acrescido de TNF-a (5 ng/mL; Sigma-Aldrich) e C) meio basal sem adicdo de
horménios indutores da diferenciacdo celular. Brevemente, as células foram
cultivadas por 48 horas (D1 e D2) em meio basal, suplementado ou ndo com coquetel
de hormbdnios (Figura 4.1). Posteriormente, as células foram cultivadas em meio
basal em presenca ou auséncia de insulina (10 pg/mL), durante 48 horas (D3 e D4).
Apos esse periodo, as células foram cultivadas em meio basal, porém sem insulina,

até o dia 7 (D7) ou 9 (D9). Entre D7 e D9 as células apresentavam fenotipo de
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adipécitos. Durante todo o processo as células foram mantidas a 37° C e em
atmosfera de 5% de CO,. Nos dias DO, D2, D4, D6 e D8 os preadipdcitos foram
tratados com 0,1% de Etanol (controle) ou com os compostos testados: 10 uM de
Troglitazona (Cayman Chemical), 100 ou 200 uM de EPA (Cayman Chemical).
Foram congeladas amostras de células (D1, D2, D4 e D8 de diferenciacdo) para
posterior analise de expressdo génica (Figura 4.1). A avaliacdo da incorporacéo de
lipidios foi realizada em D7 e em D9 (Figura 4.1).

Cultivo IBMX, DEX,

. . . Insulin
Preadipdcitos Insulina e

DO

Oil Red-0

Figura 4.1: Desenho experimental. IBMX: 3-isobutil-1-metilxantina; DEX:
dexametasona; D: dias de diferenciacdo. Suplementacdo com coquetel de hormonios
ndo se aplica ao estudo de adipogénese espontanea. Dias em destaque representam a

adicdo de tratamento e troca de meio de cultivo.
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4.2.2. Oil Red-O

A avaliacdo da incorporagdo de lipidios foi realizada ao final de 7 dias de
diferenciagdo para os grupos tratados com horménios e ao final de 9 dias para o
grupo em auséncia de horménios. As células foram coradas com Oil Red-O (Sigma-
Aldrich) (Moreno-Aliaga and Matsumura 1999). As células foram lavadas com
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e fixadas com formaldeido a 3,7% em
PBS por 1 hora. Apés esse periodo, as células foram lavadas 3 vezes com éagua
destilada e secas em temperatura ambiente. Entdo, as células foram coradas com Qil
Red-O (6 partes de Oil Red-O saturado a 0,3% em isopropanol e 4 partes de agua)
durante 15 minutos. O excesso de corante foi removido e as células foram lavadas
com etanol a 70%, por 5 ou 6 vezes. Entdo, as células coradas foram lavadas com
agua e secas a temperatura ambiente. Foram feitas fotos das células coradas a 100x
de ampliacdo. Apos, realizou-se a quantificacdo do corante por espectrofotometria,
dissolvendo as particulas de lipidios coradas com ICEPAL a 4% em isopropanol,
durante 5 minutos. A absorbéncia foi medida a 520 nm.

4.2.3. Real Time PCR

Avaliou-se a expressdo génica de amostras coletadas nos dias D1, D2, D4 e
D8 de diferenciacdo. O RNA total foi extraido utilizando o método TRIzol®, de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante (Invitrogen). A concentracdo e
qualidade do RNA foi verificada mediante a absorbancia a 260 nm em
espectrofotobmetro NanoDrop ND-1000. Um total de 2 pg foram retrotranscritos a
cDNA, por meio de transcriptase reversa MMLV (Moloney-murine-leukaemia virus;
Invitrogen), obedecendo as seguintes condigdes: 10 minutos a 25° C, 50 minutos a
37° C e 15 minutos a 70° C. Utilizou-se Real Time PCR para avaliar a expressdo dos
seguintes genes (Tabela 5.1): C/EBP-alfa, C/EBP-beta, C/EBP-delta (exceto em D8),
DLK-1 (Pref-1), PPAR-gama e WNT10b. O gene Ppia (Ciclofilina) foi escolhido
como referéncia (housekeeping) para normalizar os niveis de expressao génica entre
das amostras analisadas. As condicGes de ciclagem utilizadas foram: 50° C por 2
minutos, 95° C por 10 minutos e 40 ciclos de 95° C por 15 segundos e 60° C por 1
minuto. Os valores da expressao génica relativa foram obtidos pela analise dos

resultados no programa ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System, versdo 2.3
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(Applied Biosystems, Foster City, California USA). As modificacdes da expressao

de mRNA foram avaliadas pelo método 24" (Livak and Schmittgen 2001).

4.2.4. Analise estatistica

Para avaliar o efeito da incorporacdo de lipidios utilizou-se teste “F” na
ANOVA (p<0,05), sendo que as medias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. O nimero de repeticdes foi diferente para cada tratamento, sendo
no minimo 6 por tratamento, implicando em delineamento desbalanceado. Para
avaliar o efeito dos tratamentos sobre a expressdo de mMRNA durante a adipogénese
utilizou-se o delineamento experimental do tipo inteiramente casualizado em
esquema fatorial 8Tx6Px4D, sendo “T” tratamento, “P” primer e “D” tempo. Neste
altimo delineamento, o nimero de repeticdes também foi diferente para cada fator,
implicando em delineamento desbalanceado, no qual foi assumido um numero
minimo de 3 repeti¢des. O efeito significativo dos fatores foi verificado por meio do
teste “F” na ANOVA (p<0,05) e uma vez comprovada tal significancia as médias dos
niveis de cada fator foram comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Todas as anélises foram conduzidas no software SAS® versao 9.1 (SAS Institute Inc
2002), por meio do procedimento GLM (General Linear Model). Uma vez realizada
a ANOVA e obtidas as medias de interesse, as trajetorias longitudinais de cada
tratamento de cada primer foram estudadas mediante andlise de agrupamento
(analise de cluster), cujo objetivo residiu em agrupar tratamentos de trajetorias
semelhantes. Para tanto, foi utilizado o procedimento Cluster software SAS® (SAS
Institute Inc 2002), por meio do método centrdide. Como complemento dessa
andlise, utilizou-se o procedimento Tree do SAS® (SAS Institute Inc 2002), com
objetivo de visualizar o dendograma e verificar quais tratamentos pertenciam aos

diferentes grupos.
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Tabela 4.1: Genes analisados (TagMan® Gene Expression Assays; Applied

Biosystems)

Sigla Nome Assay

Proteina alfa estimuladora de ligacéo a

C/EBP-alfa CCAAT Mm00514283_s1
Proteina beta estimuladora de ligacdo a

C/EBP-beta CCAAT Mm00843434_s1
Proteina delta estimuladora de ligacédo a

C/EBP-delta CCAAT Mm00514291 sl

Ciclofilina - Ppia Peptidil-prolil Mm02342430_g1

isomerase A

Delta-like 1 homolog (Drosophila) —

DLK-1 A Mm00494477_m1
Fator preadipogénico (Pref-1) =
PPAR-gama Receptor atlvad_o por proliferadores de MM00440945_mi
peroxissoma gama
WNT10b Wingless related MMTV Mm00442104_m1

integration site 10b

4.3. Resultados

EPA em auséncia de coquetel de hormdnios induz a adipogénese

A avaliacdo do efeito dos tratamentos sobre a adipogénese espontanea foi
realizada de acordo com a concentracdo do corante Oil Red-O, nove dias
posconfluéncia. De acordo com os resultados, verificou-se uma potente inducdo da
adipogénese em preadipdcitos tratados com troglitazona e EPA 200 uM, os quais
apresentaram um incremento (p<0,05) de 143% e 137%, respectivamente, do
conteldo lipidico, em relacdo ao controle (etanol; 100%) (Figura 4.2 A). O
tratamento com EPA 100 uM também apresentou uma resposta proadipogénica,
porém ndo houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05) em relacdo ao
controle (Figura 4.2 A). As microfotografias apresentadas na Figura 4.3 (A,D,F,H)

confirmam esse efeito.

EPA em presenca de coquetel de horménios ndo apresentou efeito
adipogénico e ndo reverteu o efeito antiadipogénico do TNFa

Os preadipocitos 3T3-L1 foram cultivados em meio acrescido de hormdnios
indutores da diferenciacdo celular (IBMX, dexametasona e insulina), suplementado

ou ndo com TNFa. Apos sete dias de tratamento, os resultados da incorporagéo de
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lipidios demonstraram que as células tratadas com EPA (100 ou 200 pM), em
auséncia de TNFa, ndo diferiram estatisticamente (p>0,05) do tratamento controle
(dados ndo apresentados). Em relacdo as células tratadas com EPA, acrescido de
TNFa, observou-se um efeito inibitério da adipogénese em relacdo ao controle,
porém ndo estatisticamente significante (p>0,05) (Figura 4.2 A). As microfotografias
apresentadas na Figura 4.3 (G e 1) confirmam esse efeito. Por outro lado, 0s
cotratamentos de troglitazona e TNFa e de EPA e TNFa apresentaram menor
incorporacdo de lipidios, quando comparados aos respectivos tratamentos sem
acréscimo de TNFa (Figura 4.2 A).

Os cotratamentos das doses de EPA com TNFa ndo apresentaram efeito
estatisticamente significante em relagcdo ao TNFa, ajustado a 100% (Figura 4.2 B). A
comparagdo entre as células tratadas com troglitazona ¢ TNFa e 0 controle (Figura
4.2 A) demonstrou uma reducéo, ndo significativa, do conteudo lipidico. Entretanto,
quando comparado ao TNFa ajustado a 100% (Figura 4.2 B) observou-se que 0
cotratamento de troglitazona ¢ TNFa apresentou um incremento de 59% (p<0,05) no

conteudo lipidico.

EPA regula a expressdo de mRNA de fatores transcricionais da adipogénese

Este estudo avaliou a regulacdo da adipogénese, por meio da expressao de
MRNA de genes supressores (DLK1 e WNT10b), iniciadores (C/EBPB ¢ ) e
terminais (PPARy e C/EBPa) da diferenciacdo celular. Os resultados demonstraram
gue os tratamentos testes, bem como os cotratamentos com TNFa, ndo demonstraram
efeitos estatisticamente diferentes (p>0,05) na expressdo de DLK1 e de WNT10b no
periodo inicial da diferenciacédo celular, D1 e D2 (Tabela 4.2). Entretanto, as doses
de EPA testadas, acrescidas de TNFa, estimularam (p<0,05) a expressao dos genes
supressores no dia 4 da diferenciacdo celular. Ainda, observa-se, em D4, que as
células tratadas com EPA, acrescido de TNFa, apresentaram maior estimulagédo
(p<0,05) para a expressdo de DLK1 e WNT10b, em relacdo as células tratadas
somente com EPA. A Figura 4.4 demonstra que, ao longo da diferenciacéo celular, o
tratamento com troglitazona promoveu a supressdo dos genes repressores, embora
esse efeito ndo tenha sido estatisticamente significante (p>0,05), em relacdo ao
controle (Tabela 4.2). O cotratamento de troglitazona ¢ TNFo desempenhou uma

tendéncia para a inibicdo dos genes repressores, sendo estatisticamente menor
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(p<0,05) frente ao controle, em D4 para o gene DLK1 (0,40 + 0,03) e em D8 para o
gene WNT10b (0,34 + 0,12). No que condiz a expressdo de mRNA de genes
iniciadores da diferenciacdo celular, observa-se que as doses de EPA a 100 uM e 200
MM induziram significativamente (p<0,05) a expressdo de MRNA de C/EBP em D1
e D2, respectivamente (Tabela 4.2). Entretanto, em D4, essas doses inibiram
significativamente a expressdo desse gene (EPA 100 uM: 0,23 £ 0,01; EPA 200 pM
0,34 £ 0,05). As doses de EPA promoveram a inibicdo (p<0,05) da expressédo de
mRNA de C/EBPS nos dias 1 e 4. De forma semelhante, o tratamento com
troglitazona inibiu (p<0,05) a expresséo de MRNA dos genes iniciadores da
diferenciacdo (C/EBPP e 6) em D4 (Tabela 4.2). Por outro lado, o TNFa, bem como
seus cotratamentos, induziram significativamente a expressdo C/EBPJ, em D4, sendo
a maior inducdo exercida pelo EPA 200 uM acrescido de TNFa (2,04 + 0,14). Ainda,
no dia 4, observa-se que os tratamentos, em presenca de coquetel adipogénico,
estimularam a expressdo de C/EBP, ao passo que esses tratamentos, em auséncia de
horménios, inibiram a expressdo desse gene (Tabela 4.2). De acordo com a Tabela
4.2, observa-se que os tratamentos, em auséncia de TNFa, promoveram um aumento
da expressao de mRNA de C/EBPa ao final da diferenciagdo celular (D8), porém
esse efeito foi estatisticamente significante somente para o tratamento com
troglitazona (4,30 + 0,24; p<0,05). Ainda, quando comparados entre si, 0S
cotratamentos com TNFa desempenharam um efeito inibitério da expressao de
C/EBPa, em D8, ao passo que 0s respectivos tratamentos sem adigdo de TNFa
estimularam a expressao desse gene (Figura 4.4). Em relacéo a expressao de mRNA
de PPARYy, verificou-se, em D8, um efeito inibitorio significativo (p<0,05) exercido
pelo TNFa (0,16 = 0,01), bem como pelos cotratamentos de TNFa com EPA 100 uM
(0,10 £ 0,04) e EPA 200 puM (0,11 £ 0,03). De uma forma geral, o TNFa e scus
cotratamentos, ao longo da diferenciacdo celular, inibiram a expressio de PPARy
(Figura 4.4). Por outro lado, os tratamentos com troglitazona e EPA 200 uM, em D4,
e EPA 100 uM, em D8, estimularam a expressdo de PPARy, porém ndo de forma
significativa (p>0,05).

Na analise de agrupamento (Quadro 4.1), os genes foram classificados, de
acordo com suas caracteristicas: repressores (DLK1 e WNT10b), iniciadores
(C/EBPo e B) e terminais (C/EBPa e PPARY). Os efeitos dos tratamentos foram

reunidos em trés clusters para cada gene (Anexos 7.1). Os agrupamentos foram
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realizados utilizando-se as médias das expressdes de mRNA obtidas em DO a D4
para as classes de genes repressores e iniciadores e de D2 a D8 para 0s genes
terminais. Na anélise efetuada para o gene DLK1, observa-se que os tratamentos
acrescidos de TNFa, exceto o cotratamento com troglitazona, foram reunidos em um
mesmo cluster, apresentado uma tendéncia para a estimulagdo na expressao desse
gene. Os demais clusters desempenharam uma tendéncia de inibicdo de DLK1. De
forma semelhante, verificou-se que os cotratamentos de EPA ¢ TNFa apresentaram
uma tendéncia a estimulacdo de WNT10b. Em relacdo aos genes iniciadores,
observou-se que os cotratamentos de EPA ¢ TNFa desempenharam uma tendéncia
oposta, estimulando a expressdao de C/EBPJ e inibindo a expressdo de C/EBPS. Por
outro lado, o tratamento com troglitazona e EPA 100 uM foram incluidos em um
mesmo cluster, o qual apresentou uma tendéncia a inibi¢do de C/EBPB e &.
Verificou-se que todos os clusters para 0 gene CEBPa apresentaram uma tendéncia a
estimulacdo, de acordo com a seguinte ordem: cluster C (troglitazona) maior que o
cluster B, no qual foram incluidos EPA 100 e 200 M, e este maior que o cluster A,
compreendendo o tratamento com TNFa e os cotratamentos com as doses de EPA.
Por outro lado, para o gene PPARY, verificou-se que os tratamentos com TNFa
foram incluidos em um mesmo cluster, com desempenho inibitorio. O cluster B, no
qual foram incluidos os tratamentos com EPA a 100 uM e 200 uM, ndo apresentou

uma tendéncia a inibicdo ou a estimulacéo.

4.4. Discussao

Este estudo evidenciou que o acido eicosapentaendico, em auséncia de
coquetel de hormdnios, desempenha um efeito proadipogénico em células 3T3-L1. O
efeito do EPA sobre as fungdes biologicas dos adipocitos estdo relacionados a duas
vias principais: a) ativacdo de genes relacionados a lipogénese e a adipogénese e b)
competicdo com o &cido araquidénico (AA; C20:4 n-6) pela incorporacdo nha
membrana fosfolipidica e subsequente conversdo em eicosandides, como
prostaglandinas (PG) (Wortman, Miyazaki et al. 2009). O AA e o EPA, por meio da
acdo de enzimas ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase, sdo convertidos em PG,
tromboxanos e leucotrienos da série par e impar, respectivamente (Calder 2006;
Saldeen and Saldeen 2006; Schmitz and Ecker 2008). Sugere-se que a PGE; seja

capaz de induzir a lipogénese em adipocitos, aumentando a hipertrofia dessas células

32



(Wortman, Miyazaki et al. 2009). Em um estudo com fibroblastos NIH 3T3
observou-se que PGEs;, embora mais fracamente, ativa as mesmas vias de sinalizagéo
celular que PGE;, (Bagga, Wang et al. 2003). Por outro lado, Lee et al. (2008)
verificaram que o tratamento de 24 horas com 300 uM de EPA, em adipdcitos
maduros 3T3-L1, promoveu a reducdo do acumulo lipidico, por estimulacdo da
lipélise. Em um estudo com cultivo primario de adipdcitos, isolados de ratos Wistar,
observou-se que 0 EPA (200 uM) estimulou a captacdo e oxidacdo de glicose, além
de diminuir a lipogénese e promover uma inducdo (ndo significativa) da lipdlise,
apos 96 horas de incubacédo (Perez-Matute, Marti et al. 2005).

O presente estudo também evidenciou que a incubacdo de EPA a 100 ou 200
UM, em presenca de hormonios adipogénicos, ndo promoveu alteracbes na
incorporacdo de lipidios (dados ndo apresentados). Tanabe et al. (2008) também néo
verificaram efeito adipogénico do EPA a 100 uM em presenca de coquetel de
horménios. Esses resultados contraditorios sugerem que o EPA pode desencadear
diferentes efeitos em tratamentos agudos e cronicos, bem como em presenca ou
auséncia de hormonios indutores da diferenciacéo celular.

Este estudo mostrou que o EPA acrescido de TNFo ndo alterou o efeito
antiadipogénico dessa citocina (Figura 4.2 B). O TNFo promove a ativagdo da
proteina quinase A (PKA), que por sua vez leva a fosforilacdo de perilipina, uma
proteina que reveste a vesicula de lipidios dos adipdcitos, aumentando a lipdlise
(Zhang, Halbleib et al. 2002; Tai and Ding 2010). Sugere-se que o efeito lipolitico do
EPA seja via TNFa, diminuindo a concentragdo de perilipina (Tai and Ding 2010).
Entretanto, em humanos, estudos transversais e clinicos sugerem que o consumo de
AGPI n-3 esta inversamente relacionado aos niveis plasmaticos de TNFa (Lopez-
Garcia, Schulze et al. 2004; Zampelas, Panagiotakos et al. 2005; Micallef and Garg
2009), bem como dos receptores 1 e 2 dessa citocina (Pischon, Hankinson et al.
2003). Em animais, a suplementacdo da dieta com EPA reduziu os niveis de mMRNA
para TNFa (Perez-Matute, Perez-Echarri et al. 2007) e Sierra et al. (2008) relataram
que a suplementacdo da dieta de camundongos, durante 3 semanas, com EPA, mas
ndo com DHA, reduziu a producdo dessa citocina em macréfagos. Em estudos in
vitro, verificou-se que a incubacdo com EPA bloqueou a secrecdo de TNFa em
células endoteliais (Wang, Lim et al. 2008) e em macrofagos (Mickleborough,

Tecklenburg et al. 2009). Esses estudos sugerem que, por um lado a presenca de EPA
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leva a diminuicdo da secrecdo e expressdao de TNFo, mas que por outro lado esse
acido graxo potencializa os efeitos dessa citocina.

No que condiz a expressdo de MRNA este estudo revelou que o EPA é capaz
de regular a expressdo de genes envolvidos na adipogénese. A expressédo de DLK1
estd aumentada em preadipdcitos e diminui drasticamente durante a adipogénese,
devido ao efeito da dexamentasona (Sul, Smas et al. 2000). De acordo com Boney et
al. (1996) o TNFa ndo demonstrou ser um potente estimulador de DLK1. Entretanto,
este estudo mostrou que, diferentemente do tratamento somente com TNFa, 0S
cotratamentos de EPA com TNFa estimularam significativamente a expressdo de
mRNA de DLK1 no quarto dia ap6s a confluéncia (Tabela 4.2). Esse cotratamento
também estimulou a expressao de WNT10b no quarto pds confluéncia. Sabe-se que o
TNFa estimula a expressdo de WNT10b (Hammarstedt, Isakson et al. 2007), porém
0 EPA potencializou significativamente esse efeito (Tabela 4.2). As analises de
cluster (Quadro 4.1) confirmam que os cotratamentos das doses de EPA e TNFa
estimulam a expressdo de DLK1 e WNT10b. Os efeitos do EPA sobre a expressdo
desses genes repressores sugerem um efeito antiadipogénico desse acido graxo,
potencializando a a¢do do TNFa. Diferentemente, a troglitazona, bem como seu
cotratamento com TNFa, reduziu a expressdo de mMRNA dos genes repressores.

Este estudo mostrou que a dose de 100 uM de EPA, em auséncia de coquetel
adipogénico, inibiu a expressdo de C/EBPB e 6 até quarto dia de diferenciagdo
(Tabela 4.2). Entretanto, o EPA a 200 pM estimulou a expressdo de mRNA de
C/EBPp (D2) e inibiu a expressdo de C/EBPS. Tanabe et al. (2008) ndo observaram
efeito significativo na expressdo C/EBPB e 6 em células 3T3-L1 incubadas por 3
horas com 100 uM de EPA, em presenca de coquetel adipogénico. Os cotratamentos
de EPA com TNFa estimularam a expressdo de C/EBPp, porém ndo apresentaram
efeitos significativos sobre C/EBPS. Esse efeito foi estatisticamente maior que a
estimulagdo de mRNA de C/EBPp exercida pelo TNFa. Entretanto, estudos prévios
sugerem que o TNFa ndo suprime a expressdo de C/EBPf e 6 (Cawthorn and Sethi
2008). Na andlise de cluster o TNFa e seus cotratamentos com EPA foram incluidos
em um mesmo grupo, sugerindo uma similaridade dos efeitos (Quadro 4.1). Em
conjunto, esses resultados sugerem que o EPA possa estimular a expressdo de
C/EBPS, independentemente da acdo do TNFa, uma vez que o mesmo efeito foi

observado em presenca ou auséncia dessa citocina. A incuba¢do com troglitazona
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acrescida de TNFa apresentou um feito mais importante na expressdao de C/EBP,
em relacdo ao efeito exercido pela troglitazona, em auséncia de coquetel de
hormonios. Esse efeito pode ser explicado pela expressdo de C/EBPp ser dependente
de dexametasona, em células 3T3-L1 (Tomlinson, Boudreau et al. 2006).

Estudos prévios sugerem que os AGPI n-3 sejam capazes de estimulara a
expressao de PPARy e C/EBPa (Takahashi, Tsuboyama-Kasaoka et al. 2002; Tai and
Ding 2010). Entretanto, o presente estudo verificou que a incubacdo com EPA, em
auséncia de coquetel de hormonios, estimulou fracamente a expressdo desses genes
(p>0,05). Lorente-Cebrian et al. (2006), em um estudo com cultivo primario de
adipdcitos de ratos Wistar, verificaram inibigdo da expressdo de mRNA de PPARy
apos incubacdo dessas células com 100 ou 200 uM de EPA, durante 96 horas. Lee et
al. (2008) verificaram que o tratamento de 24 horas com 300 uM de EPA, em
adipdcitos maduros 3T3-L1 reduziu a expressio de mRNA de PPARy em
aproximadamente 53%. Ainda, Tanabe et al. (2008), em um estudo com 3T3-L1,
verificaram que 100 uM de EPA inibiu a expressdo de mRNA de PPARy, porém o
mesmo efeito ndo foi observado na expressao de C/EBPa. Por outro lado, verificou-
se que o TNFa, bem como seus cotratamentos, inibiram a expressao de C/EBPa e
PPARy, sendo estatisticamente significante somente para PPARy (Tabela 4.2).
Outros estudos mostraram o efeito supressor do TNFa sobre a expressdao de PPARy e
C/EBPa (Guilherme, Tesz et al. 2009; Tai and Ding 2010). Em relacdo ao efeito da
troglitazona, em auséncia de coquetel de hormdnios, este estudo verificou um
estimulo a expressio de mRNA de PPARy e C/EBPa, sendo estatisticamente
significante somente para este ultimo. De forma semelhante, Lorente-Cebrian et al.
(2006) observaram que a incubagdo com troglitazona (10 uM) induziu a expressao de
PPARy. De acordo com a andlise de cluster os cotratamentos com TNFa, exceto com
troglitazona, estimulam a expressdo de C/EBPa ¢ inibem a expressio de PPARy
(Quadro 4.1).

Em conjunto, esses resultados sugerem que o EPA, em auséncia de coquetel
de hormdnios, induz a diferenciacdo de preadipécitos 3T3-L1, porém sem alterar
significativamente a expressdo de genes transcricionais da adipogénese. Por outro
lado, em adipogénese induzida, o EPA acrescido TNFa ndo foi capaz de alterar o
conteldo lipidico. Entretanto, a analise da expressdo génica sugere um efeito

antiadipogénico desse acido graxo, possivelmente potencializando a a¢do do TNFa
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para os genes DLK1, WNT10b, C/EBPa e PPARYy e de forma independente ao TNFa

para expressao dos genes C/EBPJ ¢ 6.

4.5.  Agradecimentos

Este estudo foi financiado pelo “Ministerio de Educacion y Ciencia” (AGL
2006-04716/ALI) da Espanha e pela “Linea Especial — Nutricion, Obesidad y Salud”
(LE/97) da “Universidad de Navarra”, Espanha. A. G. V. Costa foi financiado por
bolsa de estudo do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
— CNPq (201834/2008-1) e pela Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior — CAPES, do Ministério de Educacéo do Brasil.

36



3 Controle 3 Sem Horménios MM Com Horménios + TNFa (5ng/mL)

@
S
1= a
S 3007 a
3 T
3
£
o
& 2001
C.) a,b
=]
[<5)
[a'
5
P b,c
o 1001
3 b,c
g y
1= c c c
(<)
: N |
38
0
Etanol TNFa TRO EPA EPA
(5 ng/mL) (10 pM) (100 uM) (200 pM)
B
S 2004
L
=
= a
9
2 1501
©
L
S b b
(@) b
Ll -
g — s
x 1 e
5 | R
8 | o
S 50- | A
= | R
5 . - | | o
TRO EPA EPA

(10 pM) (100 uM) (200 uM)

+ TNFa (5 ng/mL)

Figura 4.2: Efeito de diferentes tratamentos sobre a concentracdo de Oil Red-O em
adipocitos. EPA: Acido eicosapentaendico; TNFo: Fator de necrose tumoral alfa;
TRO: Troglitazona. A) Analise relativa ao controle (Etanol, ajustado a 100%), em
experimentos independentes. B) Analise relativa ao TNFa, ajustado a 100%. EPA:

Acido eicosapentaendico. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 4.3: Microfotografias de células 3T3-L1 coradas com Qil Red-O (ampliacdo de 100x). A,
D, F, H: adipogénese espontanea (A: controle), dia 9 de diferenciacdo; B, C, E, G, I: adipogénese
induzida (A: controle), dia 7 de diferenciagdo. EPA: Acido eicosapentaendico; TNFo: Fator de

necrose tumoral alfa (5 ng/mL); TRO: Troglitazona (10 uM).
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Tabela 4.2: Efeitos de diferentes tratamentos sobre os niveis de MRNA de genes reguladores da adipogénese

CEBP alfa CEBP beta CEBP delta

1,00%0¢ 1,002° 1,00°
+ 0,00 +0,00 +0,00

1,00° 1,00°¢ 1,00°¢ 1,00°
+0,00 +0,00 +0,00 + 0,00

1,00°
+0,00

1,00°

Etanol +0,00 +0,00 +0,00

1,202° 0,92°¢ 0,40°¢ 1,33° 0,78°¢ 0,76%P 0,39°

+0,23 +0,21

0,762 4,302
+0,32 +0,24

0,71%F
+0,55

0,54%0
+0,07

0,52 30 0,02° 0,46 °¢ 1,74° 2,082 0,65°¢ 0,23¢ 2,692 0,289¢ 0,79%P 0,33°

EPA 100 +023  +000  +013  +067 | +019  +013  +00l1  +024 | +011  +024  +010 -

EPA 200 0,71% 0,02° 0,05° 1,80° 1,06° 2,09° 0,34¢ 1,20° 012° 045" 042" )
+0,24 +0,01 +0,01 +0,18 +0,42 +0,12 +0,05 +0,25 +0,03 +0,14 +0,11
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Tabela 4.2: Continua

PPARgama DLK1 WNT10b
D1 D2 D4 D8 D1 D2 D4 D8 D1 D2 D4 D8

Etanol 1,00° 1,002° 1,002° 1,002° 1,00° 1,00° 1,00°¢ 1,000 1,00° 1,00? 1,00°¢9¢ 1,002°

+ 0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00 +0,00 +0,00 + 0,00 +0,00

e 0,72° 0,70° 0,63° 0,16°¢ 0,872 1,312 1,472° 1,552P 1,21° 1,36° 1,59 cde 1,05%

o +0,01 +0,02 +0,03 +0,01 +0,02 +0,09 +0,10 +0,02 +0,02 +0,08 +0,23 +0,08

1RO 0,95% 0,98%P 2,61° 0,47°¢ 0,94° 1,30° 1,00°¢ 0,53¢d 2,332 1,392 0,77%¢ 0,45°¢
+0,28 +0,15 +1,38 +0,17 +0,09 +0,24 +0,03 +0,19 +0,29 +0,35 +0,29 +0,07

B 0,88° 0,65° 0,57° 0,69 *P¢ 0,99° 0,81° 0,40°¢ 0,25¢ 1,06° 0,772 0,48°¢ 0,34°¢
o +0,02 +0,04 +0,05 +0,02 +0,03 +0,16 +0,03 +0,07 +0,07 +0,09 +0,06 +0,12
EPA 100 0,66° 1,21° 0,90%P 1,27° 1,01° 0,782 0,95 °¢d 1,3380¢ 1,21° 1,022 1,26°¢d 0,723b¢
+0,31 +0,25 +0,08 +0,25 +0,10 +0,03 +0,01 +0,45 +0,12 +0,21 +0,02 +0,06

0,782 0,73° 0,65° 0,15°¢ 0,862 1,392 1,622 1,2230¢ 1,02° 0,852 2,20° 1,012°

EPAL00+TNFe | 1’509 +013 +008 +0,04 +0,27 +0,27 +0,33 +0,06 +0,09 +0,16 +0,30 +024
EPA 200 0,60° 0,77 1,2230 0,84 3b¢ 0,76° 0,71° 0,88°¢d 1,762 1,29° 0,712 1,6820¢ 0,65 *P¢
+0,06 +0,07 +0,17 + 0,46 +0,11 +0,03 +0,01 +0,25 +0,12 +0,18 +0,03 +0,18
0,692 0,63° 0,62° 0,19°¢ 0,74° 1,10° 1,36° 0,86 ¢ 0,86° 0,982 1,832P 0,69 *b¢

EPA200+TNFe | 095 1006  +006  +004 | +010  +014  +017  +004 | +002  +014  +030  +014

D: dia de diferenciacio; EPA: Acido eicosapentaendico; TNFa: Fator de necrose tumoral alfa; TRO: Troglitazona. Dados expressos em media +

erro padrdo para cada dia de diferenciacdo e em cada gene. Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 4.4: Evolucdo da expressdo de mRNA de genes reguladores da adipogénese
durante a diferenciacdo celular em funcdo dos tratamentos. EPA: Acido

eicosapentaendico; TNFa: Fator de necrose tumoral alfa; TRO: Troglitazona.
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Quadro 4.1: Analise de cluster de tratamentos de acordo com a similaridade na expressdo de mRNA em diferentes genes

CLASSE DE GENES REPRESSORES

DLK1 WNT10b
Médias / Dias Meédias / Dias
Grupos Tratamentos DO D1 D2 D4 Grupos Tratamentos DO D1 D2 D4
TNFa, Etanol, EPA100
A EPA100+TNFa e EPA200+TNFo 105 083 127 149 A TNFa e TRO+TNFa 101 | 112 ) 1,04 1 0,98
Etanol, EPA100, EPA200, EPA200
B Troglitazona 1,04 0,93 0,95 0,96 B EPA100+TNFa e EPA200+TNFa 102 1 1,06 | 084 1 1,90
C TRO+TNFa 1,05 0,99 0,81 0,40 C Troglitazona 1,02 | 2,33 | 1,38 | 0,77
CLASSE DE GENES INICIADORES
C/EBPS C/EBPB
Médias / Dias Médias / Dias
Grupos Tratamentos DO D1 D2 D4 Grupos Tratamentos DO D1 D2 D4
Etanol, TNFa, Etanol, TNFo, TRO+TNFa,
A EPA100+TNFa e EPA200+TNFa 101 0.94 115 083 A EPA100+TNFa e EPA200+TNFa 111 107119 159
B EPA100, EPA200 101 040 067 037 B EPA100 e Troglitazona 114 164 078 031
Troglitazona
C TRO+TNFa 1,01 1,39 0,70 0,71 C EPA200 1,14 1,06 2,09 0,34
CLASSE DE GENES TERMINAIS
C/EBPa. PPARYy
Médias/ Dias Médias / Dias
Grupos Tratamentos D2 D4 D8 Grupos Tratamentos D2 D4 D8
TNFa, TNFo, TRO+TNFa
A EPA100+TNFa e EPA200+TNFa 0.48 0,50 1,10 A EPA100+TNFa e EPA200+TNFa 0.68 0.62 0.29
Etanol, EPA100, EPA200 Etanol
B TRO+TNFa 0,49 0,67 1,52 B EPA100 e EPA200 0,99 1,04 1,04
C Troglitazona 0,71 0,76 4,30 C Troglitazona 0,98 2,61 0,47

EPA100: Acido eicosapentaendico a 100 uM; EPA200: 200 pM; D: dia de diferenciagdo; TNFa: Fator de necrose tumoral alfa (5 ng/mL); TRO: Troglitazona (10 uM).
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5. CAPITULO 3

ACIDOS GRAXOS DE CADEIA MEDIA COMO REGULADORES DA
ADIPOGENESE INDUZIDA E ESPONTANEA EM CELULAS 3T3-L1

5.1. Introdugéo

A obesidade é caracterizada pelo aumento dos estoques corporais de lipidios,
sendo geralmente associada ao aumento do consumo de lipidios (Kovacs and Mela
2006). O aumento do tecido adiposo envolve a hipertrofia e a hiperplasia de
adipocitos (Bays, Gonzélez-Campoy et al. 2008). Evidéncias cientificas relacionam a
obesidade a um processo inflamatorio crénico de baixa intensidade, devido ao
aumento de citocinas proinflamatdrias, como a producdo anormal de fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) (Browning 2003; Zampelas, Panagiotakos et al. 2005; Calder
2006; Carpentier, Portois et al. 2006; Robinson, Buchholz et al. 2007; Nagao and
Yanagita 2008). Assim, o estudo do metabolismo lipidico e da diferenciacdo
adipocitaria é crucial para o entendimento da obesidade.

A adipogénese resulta do acimulo de lipidios nos adipocitos, bem como da
formacdo de novas células a partir de precursores celulares, os preadipocitos (Yang,
Della-Fera et al. 2009). A utilizacdo da linhagem celular 3T3-L1, oriundas de
embrides de camundongos Swiss 3T3, é ideal para o estudo dos eventos moleculares
responsaveis pela conversdo de preadipocitos em adipécitos (Ntambi and Young-
Cheul 2000). Essas células se diferenciam em adipdcitos maduros por meio da
suplementacdo do meio de cultivo com coquetel de horménios indutores da
diferenciacdo celular (3-isobutil-1-metilxantina, dexametasona e insulina), cujo
objetivo é mimetizar o enriquecimento hormonal em estagios iniciais da
diferenciacdo celular (Takenouchi, Takayama et al. 2004; Yang, Della-Fera et al.
2009). A sequéncia de eventos da adipogénese envolve a ativacdo de fatores de
transcricdo, especialmente a expressdo do receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma gama (PPAR-gama), de proteina (o, B e 6) estimuladora de ligacao a
CCAAT (C/EPB), bem como a inibicdo de wingless related MMTV integration site
10b (WNT10b) e do fator preadipogénico (Pref-1 ou DLK1) (Takenouchi, Takayama
et al. 2004; Feve 2005; Yang, Della-Fera et al. 2009).
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Os triacilglicerdis de cadeia média (TCM) sdo uma classe de lipidios
compostos por &cidos graxos de 6 a 12 carbonos. Diferentemente dos acidos graxos
de cadeia longa (mais que 12 carbonos), os TCM s&o absorvidos pelo trato
gastrointestinal de forma mais eficiente e mais répida, devido ao tamanho da cadeia
carbdnica, por facilitarem a acdo de lipases, por serem mais soliveis em agua e por
ndo requererem a formacdo de quilomicrons (St-Onge 2005; Marten, Pfeuffer et al.
2006; Roynette, Rudkowska et al. 2008; Takeuchi, Sekine et al. 2008). Os TCM
podem atingir o tecido adiposo em administragdo prolongada desses compostos
(Marten, Pfeuffer et al. 2006). Além disso, esses compostos sofrem menor acdo da
acil-CoA sintetase (responsavel pela re-esterificacdo de triacilglicerois) e ndo requer
a presenca da carnitina acil transferase, o que acelera a B-oxidacdo e limita a
estocagem do TCM no tecido (Kovacs and Mela 2006; Marten, Pfeuffer et al. 2006).
Estudos sugerem que o acido octandico (C8:0) aumentam a diferenciagdo do
adipocitos em presenca (Takenouchi, Takayama et al. 2004; Sanosaka, Minashima et
al. 2008) ou em auséncia (Yang, Della-Fera et al. 2009) de coquetel adipogénico. Por
outro lado, outros estudos sugerem que o octanoato atenua a adipogénese (Guo, Choi
et al. 2000; Han, Farmer et al. 2002; Han, Hamilton et al. 2003). Segundo DeLany et
al. (2000), o acido laurico (C12:0) é preferencialmente oxidado em detrimento de
outros acidos graxos saturados e de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa.
Ding et al. (Ding and Mersmann 2001) verificaram que o C12:0 ndo apresentou
efeitos sobre a diferenciacdo de adipdcitos, de acordo com a coloracéo por Oil Red-
O. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi estudar os efeitos de acidos
graxos cadeia média (C8:0 e C12:0) na regulacdo da adipogénese espontanea e
induzida, em células 3T3-L1, por meio da expressdo de fatores transcricionais da

adipogénese.

5.2.  Materiais e métodos

5.2.1. Materiais

Fibroblastos de camundongos 3T3-L1 foram adquiridos da American Type
Culture Collection (Rockville, MD). Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM), Fetal Bovine Serum (FSB) e antibiéticos foram comprados da Invitrogen
GIBCO. Insulina, dexametasona, 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), Fator de necrose

tumoral alfa (TNF-a), &cido octanodico (C8:0) e Oil Red-O foram da marca Sigma-
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Aldrich. O &cido Laurico (C12:0) e Troglitazona foram comprados da Cayman
Chemical. Inibidor de ribonuclease (RNAsIn® Ribonuclease Inhibitors) foi
comprado da Promega. TRIzol, Random primers, Desoxi-nucleotideos trifosfatados
(dNTPs), Buffer 5x (tampéo), 1,4-Dithiothreitol (DTT), Moloney murine leukemia
virus reverse transcriptase (M-MLV RT) foram adquiridos da Invitrogen. Os primers
e TagMan® Universal PCR Master Mix 2x foram comprados da Applied
Biosystems.

5.2.2. Cultivo celular

Preadip6citos 3T3-L1 de passagens 3 a 11 foram cultivados até a confluéncia
como descrito previamente (Moreno-Aliaga and Matsumura 1999). Atingida a
confluéncia (dia zero — D0), as células foram incubadas por 48 horas em meio basal
(DMEM a 25 mM de glicose, 10% v/v de FBS, 100 unidades/mL de penicilina e 100
Hg/mL de estreptomicina) e dividas em trés grupos experimentais (Figura 5.1): A)
meio basal suplementado com horménios indutores de diferenciacdo (1 pM de
dexametasona, 0,5 mM de IBMX e 10 pg/mL de insulina); B) meio basal
suplementado com coquetel de horménios, acrescido de TNF-a (5 ng/mL) ou C)
meio basal sem adicdo de horménios. Cada grupo experimental recebeu 0,1% de
etanol ou uma das seguintes substancias testadas: Troglitazona (10 puM), C8:0 (250
KUM) ou C12:0 (250 uM). No dia 2 (D2) o meio de cultivo foi trocado por um meio
basal fresco acrescido de insulina (10 pug/mL), apenas no grupo A, e adicionaram-se
0s tratamentos descritos anteriormente. Apos 48 horas, as celulas foram mantidas em
meio basal e incubadas com o tratamento correspondente até D7 ou D9. O meio de
cultivo e os tratamentos foram trocados a cada dois dias (Figura 5.1). Durante todo o
processo as células foram mantidas a 37° C e em atmosfera de 5% de CO,. Nos dias
D1, D2, D4 e D8 de diferenciacdo foram congeladas amostras de células para
posterior analise de expressdo génica. A avaliacdo da incorporacdo de lipidios foi
realizada ao final de 7 dias de diferenciacdo para os grupos tratados com hormdnios e

ao final de 9 dias para o grupo em auséncia de horménios.
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Figura 5.1: Desenho experimental. IBMX: 3-isobutil-1-metilxantina; DEX:
dexametasona; D: dias de diferenciacdo. Suplementacdo com coquetel de hormonios
ndo se aplica ao estudo de adipogénese espontanea. Dias em destaque representam a
adicdo de tratamento e troca de meio de cultivo.

5.2.3. Oil Red-O

Apos o periodo experimental as células foram coradas com Qil Red-O como
descrito previamente (Moreno-Aliaga and Matsumura 1999). Brevemente, as células
foram lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), fixadas com
formaldeido a 3,7% em PBS por 1 hora. Apds, as celulas foram lavadas com agua
destilada e coradas com Oil Red-O (6 partes de Oil Red-O saturado a 0,3% em
isopropanol e 4 partes de agua) durante 15 minutos. O excesso de corante foi
removido, utilizando etanol a 70%, e, apos, lavadas com agua destilada. Foram feitas
fotos das células coradas a 100x de ampliagdo. As gotas lipidicas coradas foram
dissolvidas em ICEPAL (4% em isopropanol) e quantificadas por espectrofotometria.

A absorbéancia foi medida a 520 nm.

5.2.4. Extracao e analise da concentracdo de RNA

O RNA total foi isolado utilizando o método TRIzol® (Invitrogen Life
Technologies, Inc), seguindo as etapas de homogeneizacao, separagdo, precipitacao,
enxague e dissolucdo do RNA. Para a homogeneizacdo, lavou-se cada poco com 1
mL de TRIzol, que posteriormente foi removido para um tubo Eppendorf. Para a fase

de separacé@o incubou-se 0 homogeneizado durante 5 minutos a temperatura de 15 a
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30° C. Posteriormente, adicionou-se 200 pL de cloroformio e apds vigorosa agitacao
incubou-se durante 3 minutos a temperatura de 15 a 30° C. Apds, centrifugou-se a
amostra a 12000 xg a 4° C, durante 15 minutos. Para a precipitacdo de RNA,
transferiu-se a fase aquosa da centrifugacdo anterior para um tubo Epperdorf
contendo 500 pL de isoproponol, incubou-se a temperatura de 15 a 30° C durante 10
minutos e efetuou-se uma nova centrifugacéo a 12000 xg a 4° C, durante 10 minutos.
Removeu-se 0 sobrenadante e lavou-se o pellet de RNA formado com 1 mL de
etanol 75% em &gua DEPc (Dietil pirocarbonato a 0,01%). Misturou-se a amostra
com uma ligeira agitacdo em vortex e, apés, centrifugou-se a 12000 xg a 4° C,
durante 5 minutos. Ao final do processo, secou-se o pellet de RNA a temperatura
ambiente, o qual foi dissolvido em 15 pL de agua de biologia molecular livre de
RNAses. A concentragdo e qualidade do RNA foi verificada mediante a absorbancia
a 260 nm em espectrofotobmetro NanoDrop ND-1000. Considerou-se puro 0 RNA
quando a razdo entre as absorbancias de 260/280 nm foi préxima a 2,0 e quando a
razdo 260/230 nm foi entre 2,0 a 2,2. A analise da concentragdo de RNA foi

realizada para as amostras recolhidas nos dias D1, D2, D4 e D8 de diferenciacao.

5.2.5. Real Time PCR

A partir da concentracdo avaliada em NanoDrop foram retrotranscritos a
cDNA 2 ug de RNA, os quais foram dissolvidos em agua de biologia molecular livre
de RNAses, obtendo um total de 10 pL. Entdo, misturou-se ao contetdo 1 pL de
Random Primers e 1 pL de deoxinucleotideos trifosfato (ANTPs). A solucdo foi
incubada a 65° C por 5 minutos. Ap6s, misturou-se a solucao 4 pL de buffer 5x, 2 puL
de DTT, 1 L inibidor de ribonuclease e 1 yL de transcriptase reversa (M-MLV RT).
Utilizou-se termociclador TC 2700, de acordo com as seguintes condi¢cdes de reagéo:
10 minutos a 25° C, 50 minutos a 37° e 15 minutos a 70 °C.

As reacbes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o sistema
TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City,CA), o qual é
constituido por primers e uma sonda marcada com um fluoréforo. Avaliou-se a
expressdo de mMRNA de os seguintes genes (Tabela 6.1): C/EBP-alfa, C/EBP-beta,
C/EBP-delta (exceto em D8), DLK-1, PPAR-gama e WNT10b. O gene Ppia
(Ciclofilina) foi escolhido como referéncia (housekeeping) para normalizar os niveis

de expressdo génica entre as amostras analisadas. As reacdes de PCR em tempo real
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foram realizadas em triplicatas, a partir das diluicdes de cDNA (Tabela 5.1). Assim,
para a reacao utilizaram-se: 4,5 pL de cDNA diluido, 5 pL de TagMan® Universal
PCR Master Mix e 0,5 uL d primer de interesse (TagMan® Gene Expression Assay).
As condigdes de ciclagem utilizadas foram: 50° C por 2 minutos, 95° C por 10
minutos e 40 ciclos de 95° C por 15 segundos e 60° C por 1 minuto. Os valores da
expressao génica relativa foram obtidos pela andlise dos resultados no programa
7900HT Sequence Detection System, verséo 2.3 (Applied Biosystems, Foster City,
California USA). O software calcula o threshold cycle (Ct), que se refere ao nUmero
de ciclos de PCR necessarios para que o sinal fluorescente atinja o limiar de
deteccdo. Assim, efetua-se a diferenca entre a média do Ct do mRNA teste e a média
do Ct do gene padrdo (Ppia), 0 que permite obter o ACt para cada amostra. A

quantidade relativa de mRNA pdde entfo ser calculada a partir da formula 2744,

em
que AACt ¢é a diferenga entre ACt da amostra teste e o ACt do amostra controle

(Livak and Schmittgen 2001).

5.2.6. Analise estatistica

Para avaliar o efeito da incorporacdo de lipidios utilizou-se teste “F” na
ANOVA (p<0,05), sendo que as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. O nimero de repeticdes foi diferente para cada tratamento, sendo
no minimo 6 por tratamento, implicando em delineamento desbalanceado. Para
avaliar o efeito dos tratamentos sobre a expressao de mMRNA durante a adipogénese
utilizou-se o delineamento experimental do tipo inteiramente casualizado em
esquema fatorial 8Tx6Px4D, sendo “T” tratamento, “P” primer e “D” tempo. Neste
Gltimo delineamento, o nimero de repeticdes também foi diferente para cada fator,
implicando em delineamento desbalanceado, no qual foi assumido um ndmero
minimo de 3 repeti¢des. O efeito significativo dos fatores foi verificado por meio do
teste “F” na ANOVA (p<0,05) e uma vez comprovada tal significancia as médias dos
niveis de cada fator foram comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Todas as analises foram conduzidas no software SAS® versdo 9.1 (SAS Institute Inc
2002), por meio do procedimento GLM (General Linear Model). Uma vez realizada
a ANOVA e obtidas as médias de interesse, as trajetdrias longitudinais de cada
tratamento de cada primer foram estudadas mediante andlise de agrupamento

(analise de cluster), cujo objetivo residiu em agrupar tratamentos de trajetorias
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semelhantes. Para tanto, foi utilizado o procedimento Cluster software SAS® (SAS
Institute Inc 2002), por meio do método centréide. Como complemento dessa
analise, utilizou-se o procedimento Tree do SAS® (SAS Institute Inc 2002), com
objetivo de visualizar o dendograma e verificar quais tratamentos pertenciam aos

diferentes grupos.

Tabela 5.1: Genes analisados (TagMan® Gene Expression Assays; Applied

Biosystems)

Sigla Nome Assay
Proteina alfa estimuladora de ligacéo a
C/EBPa CCAAT Mm00514283_s1
Proteina beta estimuladora de ligacdo a
C/EBPB CCAAT Mm00843434 sl
Proteina delta estimuladora de ligacdo a
C/EBP$ CCAAT Mm00514291 s1
iclofili - -
CI(CPc;iIal)na Peptidil-prolil isomerase A Mm02342430_g1
DLK1 Delta-like 1 homolog (Drosophila) — Fator
(PREF-1) preadipogénico MIALEEA 2Tl
Receptor ativado por proliferadores de
PPAR-gama . Mm00440945 m1l
peroxissoma gama
WNT10b Wingless related MMTYV integration site MmM00442104_m1

10b

5.3. Resultados

TCMs ndo promoveram a acumulacdo de lipidios em auséncia de coquetel
adipogénico

Para avaliar o efeito dos TCMs sobre a diferenciacdo de preadipdcitos
utilizou-se 10% de FBS/DMEM, suplementado com C8:0 ou C12:0, em auséncia de
coquetel adipogénico. A incorporacdo de lipidios foi avaliada, por Qil Red-O, 9 dias
posconfluéncia (Figura 5.2). Os resultados da concentracdo de Oil Red-O mostraram
que, em auséncia de indutores de diferenciacdo celular, a dose de 250 uM de C8:0 ou
C12:0 ndao promoveu alteracbes na incorporagdo lipidios, em relacdo ao grupo
controle (Figura 5.2 A). As ceélulas tratadas com troglitazona apresentaram efeito
adipogénico (p<0,05), em relacdo ao grupo controle e aos demais tratamentos. As

microfotografias apresentadas na Figura 5.3 (A,D,F,H) confirmam esses resultados.
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C8:0 acrescido de TNFa diminuiu o acumulo de lipidios em adipogénese
induzida

As células foram cultivadas em meio suplementado com coquetel
adipogénico (IBMX, dexametasona e insulina), suplementado ou ndo com TNFa. A
incorporacdo de lipidios foi avaliada 7 dias posconfluéncia. Os resultados da
concentracdo de Oil Red-O mostraram que as células suplementadas com coquetel
adipogénico, em auséncia de TNFa, e acrescidas das substincias testadas ndo
apresentaram efeito significativo (p>0,05) sobre a incorporacdo de lipidios, em
relacdo ao controle (etanol) (dados ndo apresentados). De forma semelhante ocorreu
quando células tratadas com hormonios em presenca de TNFa foram comparadas ao
controle (Figura 5.2 A). No entanto, C8:0 e C12:0, acrescidos de TNFa,
apresentaram menor incorporacdo de lipidios, em relacdo aos mesmos tratamentos
em auséncia de coquetel de hormonios. Ajustando o contetido de TNFa para 100%
(Figura 5.2 B), o cotratamento de C8:0 ¢ TNFo promoveu efeito antiadipogénico
mais importante, em relacdo ao grupo tratado somente com TNFa e em relagdo ao

cotratamento troglitazona e TNFa (Figura 5.3 E).

TCMs regulam a expressao de fatores adipogénicos transcricionais

Para avaliar o papel dos acidos graxos de cadeia média na regulacdo da
adipogénese avaliou-se por RT-PCR a expressdao dos seguintes genes: C/EBPa,
C/EBPB, C/EBPs, PPARy, DLK1 e¢ WNTI10b. Os resultados sugerem que, em
relacdo as células tratadas com etanol (controle), o acido octandico apresentou um
efeito semelhante ao exercido pelo acido laurico (Tabela 5.2). Nao houve diferenca
estatistica (p>0,05) para células tratadas com C8:0 e C12:0, em auséncia do coquetel
adipogénico, bem como entre os cotratamentos desses acidos graxos com TNFa. Os
tratamentos e cotratamentos ndo promoveram, de uma forma geral, alteracdes
significativas na expressdao de mRNA dos genes repressores da adipogénese: DLK1 e
WNT10b. Entretanto, observa-se uma inibicdo (p>0,05) da expressdo de mRNA de
DLK1 e WNT10b em células tratadas com troglitazona, bem como um maior
estimulo (p>0,05) a expressdo desses genes em células tratadas com TNFa e com os
cotratamentos com 4cidos graxos (C8:0+TNFa e C12:0+TNFa) (Figura 5.4). Em
relagdo a expressdo de mRNA de C/EBPP o C8:0, em auséncia de TNFa, apresentou
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uma maior inibicdo (p<0,05) em D1 e D4 e maior estimulo em D2 e D8, quando
comparado ao etanol. Observou-se que o C8:0 exerceu uma maior inibicdo da
expressdo de mRNA de C/EBPS durante a adipogénese, em relagdo ao etanol. O
tratamento com C8:0 a 250 pM, em auséncia de coquetel adipogénico, promoveu
menor expressdo de MRNA de C/EBPa nos estagios iniciais da adipogénese: D1
(0,10 £ 0,04; p<0,05) e D2 (0,16 + 0,02; p<0,05). Por outro lado, em células tratadas
com C8:0 acrescido de TNFa observou-se que o efeito inibitorio sobre a expresséo
de C/EBPa ocorreu de forma mais tardia que em células tratadas somente com C8:0,
sendo as menores expressdoes em D8 (0,07 + 0,02; p<0,05). De forma semelhante, ao
final da diferenciagdo (D8), observou-se uma significativa inibicdo (p<0,05) da
expressdo de mRNA de C/EBPa em células tratadas com TNFo, bem como para 0S
cotratamentos dos acidos graxos com TNFo. Em oposi¢do, o tratamento com
troglitazona promoveu uma maior expressao de mRNA de C/EBPa em DS (4,30 £
0,24; p<0,05). No que diz respeito a expressdo de mMRNA de PPARYy, os tratamentos
com TNFo, bem como os cotratamentos com o0s acidos graxos promoveram a
inibicdo da expressdo desse gene ao final da diferenciacdo celular (D8). Entretanto,
nos dias D2 e D8, os &cidos graxos promoveram maior estimulacdo da expressdo de
mRNA de PPARy (p<0,05), em relagdo aos cotratamentos com TNFa. Comparado
ao efeito exercido pela troglitazona, o C8:0, em auséncia de coquetel de horménios,
desempenhou um efeito mais intenso sobre a expressao de PPARy nos dias D2 e DS.
Ainda, observa-se que o tratamento com TNFa, bem como os cotratamentos com
acidos graxos apresentaram uma tendéncia semelhante para a inibicdo ou
estimulacdo dos genes avaliados (Figura 5.4).

Na analise de agrupamento (Quadro 5.1), os genes foram classificados, de
acordo com suas caracteristicas: repressores (DLK1 e WNT10b), iniciadores
(C/EBPS e B) e terminais (C/EBPa ¢ PPARy). Os efeitos dos tratamentos foram
reunidos em trés clusters para cada gene (Anexos 7.2). Os agrupamentos foram
realizados utilizando-se as médias das expressdes de mRNA obtidas nos dias DO a
D4 para as classes de genes repressores e iniciadores e de D2 a D8 para 0s genes
terminais. De uma forma geral, verificou-se que a troglitazona exerceu um efeito
diferente dos demais agrupamentos, uma vez que se manteve em um cluster isolado,
exceto para DLK1 e PPARy. Os cotratamentos de TNFa com os 4cidos graxos

mantiveram-se em um mesmo cluster, sugerindo um efeito similar desses
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tratamentos. Observou-se 0 TNFo e seus cotratamentos com acidos graxos
desempenharam um efeito inibitorio e decrescente na expressio de C/EBPa ¢ de
PPARy, sendo agrupados em um mesmo cluster. Os tratamentos isolados com 0s
acidos graxos C8:0 e C12:0 foram agrupados em um mesmo cluster na expresséo de
C/EBP, devido ao estimulo exercido na expressdo desse gene em D2. De forma
semelhante, esses tratamentos foram mantidos em um mesmo cluster na expresséo de
C/EBPS, porém houve uma tendéncia para a inibicdo da expressdo desse gene. Os
tratamentos com C12:0 e os cotratamentos dos acidos graxos com TNFo foram
incluidos em um mesmo agrupamento na classe de genes repressores, uma vez que

tiveram a tendéncia de estimular a expressdao de mRNA desses genes.

5.4. Discusséao

Este estudo objetivou avaliar a regulacdo de acidos graxos de cadeia média,
acrescidos ou nao de TNFo, durante a adipogénese espontanea e induzida por
horménios, em células 3T3-L1. O método classico de inducdo da diferenciacdo
celular em celulas 3T3-L1 € por meio da suplementacdo do meio de cultivo com
coquetel de hormdnios (3-isobutil-1-metilxantina, dexametasona e insulina)
(Takenouchi, Takayama et al. 2004; Yang, Della-Fera et al. 2009). Esses horménios
ativam os genes C/EBPB e C/EBPS, promotores iniciais da diferenciacdo celular
(Ntambi and Young-Cheul 2000), além de promoverem a inibicdo de DLK1 e
WNT10b (Gregoire 2001).

Os resultados do presente estudo demonstraram que celulas tratadas com
C8:0 ou C12:0 a 250 uM, em presenca ou auséncia de coquetel adipogénico, nao
promoveram alteracdes na incorporacao de lipidios, quando comparado ao controle.
Os é&cidos graxos de cadeia média podem atingir o tecido adiposo em situacdo de
administracao prolongada (Marten, Pfeuffer et al. 2006) e, uma vez incorporados na
célula, esses compostos séo especialmente direcionados para a producdo de energia,
pois sofrem menor acdo da acil-CoA sintetase e ndo requerem a presenca da carnitina
acil transferase, o que acelera a B-oxidacdo e limita sua estocagem (Guo, Xie et al.
2006; Kovacs and Mela 2006; Marten, Pfeuffer et al. 2006). Dessa forma, sugere-se
que os TCM desempenham um efeito antiobesidade por serem preferencialmente
oxidados (DeLany, Windhauser et al. 2000; St-Onge and Bosarge 2008) e por

aumentarem a termogénese (Traul, Driedger et al. 2000; St-Onge 2005; Nagao and
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Yanagita 2008). No presente estudo ndo se verificou efeito dos acidos graxos de
cadeia média na adipogénese espontanea. Yang et al. (2009) verificaram que as doses
de 500 uM e 1mM de C8:0 e C10:0 (4cido caprico), duas a quatro vezes mais altas
que a utilizada no presente estudo, induziram a diferenciacdo de preadipocitos 3T3-
L1. Esses autores verificaram que a inducdo da adipogénese foi dose dependente. Por
outro lado, os resultados do presente estudo corroboram os achados de outros
autores, 0s quais também ndo evidenciaram efeito adipogénico em células 3T3-L1
ap6s 9 dias de suplementacdo de 1 mM (Guo, Choi et al. 2000) e 5 mM
(Takenouchi, Takayama et al. 2004) de C8:0, em auséncia de coquetel de hormdnios.
Assim, o efeito dos &cidos graxos de cadeia média sobre a incorporacdo de lipidios
parece depender da presenca de hormonios promotores da diferenciacdo celular.

No que diz respeito a adipogénese induzida por horménios (dexametasona,
IBMX e insulina), o presente estudo ndo evidenciou efeitos dos &cidos graxos de
cadeia média. Esse efeito € controverso, uma vez que estudos demonstraram efeito
proadipogénico (Takenouchi, Takayama et al. 2004) e antiadipogénico (Han, Farmer
et al. 2002; Guo, Lei et al. 2003), utilizando C8:0 em presenca de coquetel de
horménios. Yang et al. (2009) sugeriram que o efeito dos acidos graxos de cadeia
média sobre a adipogénese seja devido ao tamanho da cadeia carb6nica do &cido
graxo. Entretanto, os resultados verificados ndo confirmam tal efeito, uma vez que o
acido C12:0 ndo apresentou diferenca estatisticamente significante em relacdo ao
controle, bem como ao efeito exercido pelo C8:0. Ainda, Ding & Mersmann (2001)
ndo verificaram inducdo da adipogénese em um estudo com C12:0 ou C16:0 (acido
palmitico).

Por outro lado, neste estudo evidenciou-se que o tratamento de C8:0,
acrescido de TNFa, em presenca de coquetel de hormonios (Figura 5.2 A) foi efetivo
na inibicdo da adipogénese (p<0,05), quando comparado ao efeito exercido pelo
TNFa (Figura 5.2 B). A acdo inibitéria do TNFa no processo de diferencia¢do
celular de adipdcitos esta bem estabelecida (Ruan, Hacohen et al. 2002; Feve 2005).
Esse efeito ocorre devido a inibicdo de fatores transcricionais chave do processo de
diferenciagdo celular, como PPARy e C/EBPo (Cawthorn and Sethi 2008;
Guilherme, Tesz et al. 2009). Ainda, o TNFa promove diminuicdo da sensibilidade a
insulina, via estimulacdo de proteina quinase B (AKT) (Medina, Afsari et al. 2005) e

quinase c-Jun N-terminal (JNK) (Nguyen, Satoh et al. 2005), o que dificulta a
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captacdo de glicose. Nao obstante, &cidos graxos livres podem estimular JNK, por
meio de mecanismos dependentes de TNFo (Nguyen, Satoh et al. 2005). De acordo
com Lee et al. (2003) o &cido laurico estimula a fosforilacdo de AKT e de JNK. Esse
efeito sugere uma possivel estimulacdo dessas vias pelo C8:0, bem como uma
amplificagdo do efeito do TNFa, devido a similaridade quimica e bioldgicas desses
acidos graxos. Entretanto, a confirmacdo dessa via necessita de confirmagdo por
pesquisas futuras. De acordo com os resultados deste estudo, a troglitazona acrescida
de TNFa ndo foi capaz de reverter os efeitos inibitorios do TNFa, quando comparado
ao controle (Figura 5.2 A). Entretanto, quando comparado ao TNFa o cotratamento
de troglitazona e TNFa foi mais efetivo que oS demais tratamentos (Figura 5.2 B).
De forma semelhante ocorreu para as células tratadas unicamente com troglitazona,
em auséncia de coquetel adipogénico, no qual somente a presenca desse composto
foi capaz de exercer um potente efeito adipogénico (Figura 5.2 A). Esses resultados
eram esperados, uma vez que a troglitazona, um membro da tiazolidinedionas, € um
potente estimulador de PPARy e um antagonista de TNFa, que, por conseguinte
estimula a adipogénese (Ruan, Pownall et al. 2003; Cawthorn and Sethi 2008).

Em relacdo aos efeitos exercidos sobre a expressdo de genes envolvidos na
adipogénese, os resultados do presente estudo demonstraram que o tratamento com
TNFa, bem como 0s cotratamentos dessa citocina com 0s acidos graxos promoveram
uma significativa (p<0,05) inibicdo da expressdao de mRNA de C/EBPa e PPARY ao
final da adipogénese (D8; Tabela 5.2). Esses resultados corroboram os achados de
estudos anteriores (Ruan, Hacohen et al. 2002; Cawthorn and Sethi 2008; Guilherme,
Tesz et al. 2009). Estudos prévios sugerem que o TNFa ndo promove a supressdo dos
promotores iniciais do processo adipogénico, C/EBPB e C/EBP& (Cawthorn and
Sethi 2008). No presente estudo verificou-se que essa citocina estimulou a expressao
de C/EBPp no quarto dia de diferenciagdo (Tabela 5.2). As analises de agrupamentos
(Quadro 5.1) sugerem que os clusters em que o TNFa foi agrupado apresentaram
uma tendéncia para a inibi¢do de C/EBPa e PPARY e ndo Se observou variagdo na
expressao de C/EBPB e C/EBPS entre os tempos DO e D2.

O tratamento com C8:0, em auséncia de coquetel de hormdnios, inibiu
(p<0,05) a expressdo de mMRNA de C/EBP6 no processo de diferenciagdo, além de
inibir a expressdo de C/EBPP nos dias 1 e 4. Esse efeito sugere uma agéo

antiadipogénica exercida pelo C8:0. Yang et al. (2009) verificaram aumento da
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expressdo de mRNA de PPARy ¢ C/EPBa em células tratadas com 4cidos graxos de
cadeia média, em auséncia de coquetel de horménios, em especial na dose de 1 mM
desses acidos graxos. Esse efeito também foi verificado por Sanosaka et al. (2008),
0s quais utilizaram 2 mM de C8:0. Por outro lado, Han et al. (2002) verificaram uma
significativa inibicdo da expressdo de mRNA de PPARy e C/EPBa, em células
tratadas com C8:0 (1, 2 e 3 mM) e em presenca de coquetel de horménios. Esses
efeitos podem ser atribuidos a presenca de coquetel de hormdnios, os quais
desempenham um papel chave no processo de diferenciacdo celular. Especula-se que
o efeito inibitério do C8:0 esteja relacionado a um passo entre a inducdo inicial da
expressao de C/EBPP e 6 e a estimulagdo de PPARy e C/EPBa (Han, Farmer et al.
2002). Entretanto, os resultados do presente estudo ndo corroboram tal efeito, uma
vez que o C8:0 testado, embora em dose mais modesta, promoveu uma inibicdo da
expressao de C/EBPS ¢ 3 (D1 e D4) e estimulou a expressdao de PPARy em D2. Esse
efeito foi também verificado nos clusters em que o C8:0 foi inserido (Quadro 5.1).

Por outro lado, os resultados ndo demonstraram que o C12:0 promoveu
efeitos sobre a expressdo de PPARy e C/EBPa. De forma semelhante, Ding et al.
(2001) néo verificaram efeitos sobre a expressdao de PPARy e C/EBPa com a adigdo
de 100 puM de C12:0. Sugere-se que 0s acidos graxos de cadeia média possam
estimular a expressdao de outros genes inibidores da adipogénese, diferentes dos
classicos genes envolvidos. Além disso, a concentracdo de acido graxo testada e a
presenca de hormdnios indutores da diferenciacdo celular podem apresentar um
importante papel nesses efeitos. Assim, outros estudos sdo necessarios para
investigar o efeito desses acidos graxos sobre a regulacdo da adipogénese, em
presenca ou auséncia de coquetel de hormdnios.

Com relacdo a expressdo de genes repressores da diferenciacdo adipocitaria,
estudos sugerem que a expressdao de DLK1 e de WNT10b, ambos supressores de
C/EBPa. e PPARYy, estdo aumentados em preadipdcitos, mas reprimidos durante a
adipogénese (Feve 2005; Gustafson, Hammarstedt et al. 2007). Os resultados do
presente estudo corroboram os achados de Han et al. (Han, Farmer et al. 2002), os
quais também ndo verificaram efeito significativo de C8:0 sobre a expressdo de
MRNA de DLK1 (Pref-1). Entretanto, observa-se uma tendéncia dos &cidos graxos
de cadeia média, em auséncia ou presenca de coquetel adipogénico ou de TNFa, em

estimular a expressdo de DLK1 (Figura 5.4). A analise de cluster identificou o
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tratamento com C12:0 como estimulador dos genes repressores avaliados (Quadro
5.1). De acordo com Feve (2005) a supressdo de WNT em adipogénese espontanea
promove a diferenciacdo celular. Os resultados deste estudo corroboram tal
afirmativa, uma vez que o tratamento com troglitazona apresentou uma tendéncia
para tal inibicdo durante a adipogénese (Figura 5.4) e promoveu a incorporagdo de
lipidios (Figura 5.2). Os &cidos graxos testados apresentaram uma tendéncia para
estimulacdo de DLK1 e WNT10b, o que sugerem um possivel efeito antiadipogénico
desses acidos graxos. Entretanto, tal efeito necessita de estudos comprobatorios.

Em resumo, este estudo mostrou que a incubagdo de 3T3-L1 de preadipdcitos
posconfluéncia com 250 uM de acido octandico e laurico, em auséncia de coquetel
adipogénico, ndo promoveram a acumulacdo de lipidios. Entretanto, o acido
octandico diminuiu a incorporacdo de lipidios durante a adipogénese induzida,
quando acrescido de TNFa. Neste caso, o C8:0 foi capaz de potencializar o efeito
inibitério do TNFa. Este efeito possivelmente foi devido a um efeito sinérgico do
TNFa ¢ do C8:0 no sentido de interferir negativamente na expressdo de genes
reguladores da adipogénese. Os acidos graxos de cadeia media foram capazes de
regular a expressao de fatores adipogénicos transcricionais classicos (C/EPBp, 6 ¢ o
e PPARY), com destaque especial aos efeitos desempenhados pelo acido octanoico.
Entretanto, é possivel que esses acidos graxos possam promover a expressdo de

outros genes inibidores da adipogénese, diferentes dos classicos genes envolvidos.
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Figura 5.2: Efeito de diferentes tratamentos sobre a concentracdo de Oil Red-O em
adipdcitos. TNFa: Fator de necrose tumoral alfa; A incorporacdo de lipidios foi
avaliada 7 dias posconfluéncia em células suplementadas com coquetel de horménios
e 9 dias em células tratadas em auséncia de hormdnios. TRO: Troglitazona. A)
Anélise relativa ao controle (Etanol, ajustado a 100%) em experimentos
independentes. B) Analise relativa ao TNFa, ajustado a 100%. Letras diferentes

indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 5.3: Microfotografias de células 3T3-L1 coradas com Oil Red-O (amplia¢do de 100x). A, D,
F, H: adipogénese espontanea (A: controle), dia 9 de diferenciacdo; B, C, E, G, I adipogénese
induzida (B: controle), dia 7 de diferenciagdo. TNFa: Fator de necrose tumoral alfa (5 ng/mL);

TRO: Troglitazona (10 uM).
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Tabela 5.2: Efeitos de diferentes tratamentos sobre os niveis de mMRNA de genes reguladores da adipogénese

C/EBP alfa C/EBP beta C/EBP delta
D1 D2 D4 D8 D1 D2 D4 D8 D1 D2 D4 D8

Etanol 1,00 1,00° 1,00 1,00° 1,00 1,00° 1,00° 1,00°¢ [ 1,00**¢  1,00* 1,00° )
+0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00

e 042°° 0,447 0,422 0,09° 1,07% 1,07° 1,48° 1,02°¢ 1,25% 1,29° 0,66*"° _
* +0,02 +0,02 +0,05 +0,02 +0,05 +0,08 +0,03 +0,03 +0,05 +0,08 +0,04

1RO 0,54*¢ 0,71 0,76 4,30° 1,20* 0,92° 0,40° 1,33*¢ | 0,78%  076*°  0,39"° )
+0,07 +0,55 +0,32 +0,24 +0,23 +0,21 +0,20 +0,19 +0,20 +0,26 +0,08

S & T 0,66 0,93*" 1,18%° 1,53" 1,53° 1,14% 151° 161° 1,39*  0,70*  0,71%¢ _
* 1 zo04 +0,06 +0,44 +0,25 +0,11 +0,28 +0,03 +0,17 + 0,06 +0,10 +0,08

c8:0 0,10° 0,16° 0,672 1,50°" 0,49° 2,69° 0,32° 1,76° 0,21°¢ 0,21° 0,27° )
' + 0,04 +0,02 +0,50 +0,41 +0,11 +0,74 +0,06 +0,13 + 0,04 +0,04 +0,12

B T 0,54%"¢ 0,432 025" 0,07° 1,052 1,222 151° 0,94° 083"  1,10%" 0,87 _
' * 1 £016 +0,07 +0,09 +0,02 +0,16 +0,25 +0,05 +0,03 +0,18 +0,23 +0,12

C12:0 048%¢ 0,232 2,09° 1,33° 1,20 2,68° 0,70 °° 1,39** | 035%  056°° 065 )
' +0,26 +0,09 +1,02 +0,15 +0,56 +0,27 +0,15 +0,08 +0,11 +0,21 +0,24

C12:0+ TNEg | 058°°C 0447 0,31%° 0,10° 1,112 1,36 % 1,66° 0,94° 0,73 %¢ 1,052 0,95° _
' | <018 +0,02 +0,08 + 0,04 +0,12 +0,20 +0,10 + 0,06 +0,09 +0,15 +0,19

D: dia de diferenciagdo; TNFa: Fator de necrose tumoral alfa; TRO: Troglitazona. Dados expressos em media + erro padrdo para cada dia de

diferenciacdo e em cada gene. Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Tabela 5.2: Continua

PPARgama DLK1 WNT10b
D1 D2 D4 D8 D1 D2 D4 D8 D1 D2 D4 D8

Etanol 1,00° 1,00°¢ 1,002 1,002° 1,00° 1,00° 1,00° 1,002° 1,00°¢ 1,00° 1,0020¢ 1,002°

+ 0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00 +0,00 + 0,00 +0,00 +0,00 +0,00

e 0,72° 0,70°¢ 0,63° 0,16¢ 0,872 1,312 1,472 1,552 1,21°¢ 1,36° 1,59 ab¢ 1,052P

o +0,01 +0,02 +0,03 +0,01 +0,02 +0,09 +0,10 +0,02 +0,02 +0,08 +0,23 +0,08

1RO 0,95° 0,98°¢ 2,61° 0,47 ¢4 0,94° 1,30° 1,00° 0,53%P 2,332 1,392 0,77°¢ 0,45°

+0,28 +0,15 +1,38 +0,17 +0,09 +0,24 +0,03 +0,19 +0,29 +0,35 +0,29 +0,07

S & T 0,88° 0,65°¢ 0,572 0,69°¢ 0,99° 0,81° 0,40° 0,25° 1,06°¢ 0,772 0,48°¢ 0,34°

o +0,02 +0,04 +0,05 +0,02 +0,03 +0,16 +0,03 +0,07 +0,07 +0,09 +0,06 +0,12

c8:0 0,36% 1,772 2,432 1,242 0,912 0,812 1,362 1,28 2P 1,22b¢ 1,272 0,52°¢ 1,432

: + 0,05 +0,28 +0,55 +0,19 +0,06 +0,07 +0,11 +0,26 +0,22 +0,12 +0,21 +0,44

B T 0,992 0,72°¢ 0,622 0,17 ¢ 0,81°% 1,332 1,482 1,592 0,88°¢ 1,702 1,962 1,24 2P

: o +0,20 +0,09 +0,08 +0,01 +0,19 +0,36 +0,10 +0,00 +0,12 +0,22 +0,48 +0,24

C12:0 1,072 1,26 2P 1,752 1,10 2P 0,812 0,90° 1,352 1,19 2P 1,67° 1,572 1,84 2P 0,79 &P

: +0,47 +0,20 +0,17 +0,21 +0,04 +0,12 +0,13 +0,55 +0,12 +0,59 +0,43 +0,35

S04 T 0,682 0,65 ¢ 0,662 0,17 ¢ 0,722 1,082 1,352 1,502 0,93°¢ 1,542 1,982 1,152P

: %1 +0,08 +0,07 +0,05 +0,03 +0,13 +0,25 +0,31 +0,04 +0,04 +0,26 +0,31 +0,23

D: dia de diferenciagdo; TNFa: Fator de necrose tumoral alfa; TRO: Troglitazona. Dados expressos em media + erro padrdo para cada dia de

diferenciacdo e em cada gene. Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 5.4: Evolucdo da expressdo de mRNA de genes reguladores da adipogénese
durante a diferenciacdo celular em funcdo dos tratamentos. D: dias de tratamento;

TNFa: Fator de necrose tumoral alfa; TRO: Troglitazona.
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Quadro 5.1: Analise de cluster de tratamentos de acordo com a similaridade na expressdo de mRNA em diferentes genes

CLASSE DE GENES REPRESSORES

DLK1 WNT10b
Médias / Dias Meédias / Dias
Grupos Tratamentos DO D1 D2 D4 Grupos Tratamentos DO D1 D2 D4
C8:0, C12:0, C12:0,
A TNFa, C8:0+TNFa, C12:0+TNFa 1,05 0,83 1,09 1,40 A C8:0+TNFa, C12:0+TNFa 102116 160 193
. Etanol, C8:0,
B Etanol, Troglitazona 1,02 0,97 1,15 1,00 B TNFo, TRO+TNFa 1,01 1,12 1,10 0,80
C TRO+TNFa 1,05 0,99 0,81 0,40 C Troglitazona 1,02 233 1,38 0,77
CLASSE DE GENES INICIADORES
C/EBPS C/EBP
Médias / Dias Médias / Dias
Grupos Tratamentos DO D1 D2 D4 Grupos Tratamentos DO D1 D2 D4
Etanol, TNFa, TRO+TNFa, Etanol, TNFa, TRO+TNFa,
A C8:0+TNFg, C12:0+TNFa tol 104 103 084 A C8:0+TNFq, C12:0+TNFa L 115 116 143
B C8:0, C12 1,01 0,28 0,38 0,46 B C8:0, C12 1,14 084 2,68 0,51
C Troglitazona 1,01 0,78 0,76 0,38 C Troglitazona 1,14 1,20 0,92 0,40
CLASSE DE GENES TERMINAIS
C/EBPa. PPARYy
Médias/ Dias Médias / Dias
Grupos Tratamentos D2 D4 D8 Grupos Tratamentos D2 D4 D8
TNFa, C8:0+TNFa, TNFa, C8:0+TNFa,
A C12:0+TNFa 0,44 0,33 0,09 A C12:0+TNFa, TRO+TNFa 0,68 0,62 0,29
Etanol, C8:0, C12:0, )
B TRO+TNF 0,58 1,23 1,34 B Etanol, C12:0 1,13 1,37 1,05
C Troglitazona 0,71 0,76 4,30 C Troglitazona, C8:0 1,37 2,52 0,85

C8:0a 250 uM, C12:0 a 250 pM. D: dia de diferenciagdo; TNFa:

Fator de necrose tumoral alfa (5 ng/mL); TRO: Troglitazona (10 uM).
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6. CAPITULO 4

QUEMERINA, UMA NOVA ADIPOCINA ENVOLVIDA NA
ADIPOGENESE, E REGULADA PELO FATOR DE NECROSE TUMORAL
ALFA EM CELULAS 3T3-L1

6.1. Introducéo

O tecido adiposo é caracterizado como um importante 6rgao enddcrino que
ndo somente estoca energia, mas também regula a homeostase e metabolismo
energético (Bays, Gonzalez-Campoy et al. 2008). Esse tecido secreta importantes
substancias, chamadas adipocinas, que tem como objetivo comunicar com figado,
musculatura esquelética e cérebro (Bozaoglu, Bolton et al. 2007). As adipocinas
exercem diversos papéis autocrinos e paracrino, atuando na regulacdo do balanco
energético, efetuado pela leptina (Perez-Matute, Martinez et al. 2007), na
sensibilidade a insulina, desempenhado pela adiponectina e apelina (Perez-Matute,
Perez-Echarri et al. 2007; Lorente-Cebrian, Bustos et al. 2010) e no processo
inflamatério, devido a producdo de fator de necrose tumoral alfa (Cawthorn and
Sethi 2008). Neste sentido, o tecido adiposo é considerado como pec¢a fundamental
na resisténcia insulinica e no processo inflamatorio cronico de baixa intensidade, que
caracteriza a obesidade.

Quemerina, também conhecida como retinoic acid receptor responder 2
(RARRES2), é uma proteina produzida em varios 6rgdos e tecidos, como o figado,
pulmdo, rim e, recentemente, foi descoberta no tecido adiposo (Bozaoglu, Bolton et
al. 2007; Roh, Song et al. 2007). Essa adipocina € o ligante natural do receptor para
quemerina (quemerinaR), também conhecido como receptor 1 semelhante a
quimocina (ChemR23 ou CMKLR1), que é um membro da familia dos receptores
orfaos acoplados a proteina G. Estudos recentes sugerem que essa adipocina esteja
envolvida na regulacdo da adipogénese (Bozaoglu, Bolton et al. 2007; Roh, Song et
al. 2007; Sell, Laurencikiene et al. 2009), podendo ser modulada pelos niveis de fator
de necrose tumoral alfa — TNFa (Sell, Laurencikiene et al. 2009; Parlee, Ernst et al.
2010).

Por outro lado, o metabolismo do acido eicosapentaendico — EPA (C20:5 n-3)

é capaz de produzir eicosandides e resolvinas, uma substancia com efeito anti-
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inflamatorio (Burdge 2006). A resolvina (RevE1l) compete com a quemerina pelo
mesmo receptor ChemR23; embora ambas substancias reduzam a producéo de fator
nuclear kB (NF-xB) (Arita, Bianchini et al. 2005), parece que a quemerina atua na
quimiotaxia de macréfagos (MacDougald and Burant 2007). N&o obstante, os
triacilglicer6is de cadeia média (TCM) sdo compostos por acidos graxos saturados
contendo 6 a 12 4tomos de carbono. Sugere-se que 0s TCM sejam capazes de regular
a resposta inflamatdria, por meio da ativacdo do receptor GPR84, um receptor 6rfao
acoplado a proteina G (Wang, Wu et al. 2006).

Neste contexto, o presente estudo avaliou o efeito do EPA e de &cidos graxos
de cadeia média (acido octandico — C8:0 e &cido laurico — C12:0) na expressao de
MRNA de quemerina durante a adipogénese espontanea e durante a adipogénese
induzida, porém inibida por TNFa, em células 3T3-L1. Ainda, avaliou-se o efeito
dos &cidos graxos sobre a secrecdo e expressdo de quemerina em adipocitos maduros
3T3-L1.

6.2. Materiais e Métodos

6.2.1. Reagentes e anticorpo

Fibroblastos de camundongos 3T3-L1 foram adquiridos da American Type
Culture Collection (Rockville, MD). Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM), Fetal Bovine Serum (FSB) e antibioticos (penicilina e estreptomicina)
foram comprados da Invitrogen GIBCO. Insulina, dexametasona, 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX), Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), acido octandico
(C8:0), albumina bovina livre de acidos graxos (BSA) e DEPc (Dietil pirocarbonato)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O acidos laurico (C12:0) e eicosapentaendico
(EPA — C20:5 n-3) e Troglitazona foram adquiridos da Cayman Chemical. Inibidor
de ribonuclease (RNAsIin® Ribonuclease Inhibitors) da Promega e demais produtos
TRIzol®, Random primers, Desoxi-nucleotideos trifosfatados (dNTPs), Buffer 5x
(tampdo), 1,4-Dithiothreitol (DTT), Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase (M-MLV RT) adquiridos da Invitrogen. Os primers e TagMan®
Universal PCR Master Mix 2x foram adquiridos da Applied Biosystems. Os
componentes AICAR (5-amino-4-imidazolecarboxamide-1-p-d-ribofuranoside), H-
89, LY294002, PD98059 foram adquiridos de Sigma-Aldrich. Compound C foi da
marca Calbiochem e SP600125 da Biomol. O Kit ELISA contendo o anticorpo
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monoclonal especifico para quemerina (Rarres2) de camundongos foi adquirido da
R&D Systems.

6.2.2. Experimento 1

Preadip6citos 3T3-L1 (passagens 3 a 11) foram cultivado até a confluéncia,
como descrito anteriormente (Moreno-Aliaga and Matsumura 1999). Apés a
confluéncia, as células foram cultivadas por 48 horas (dia zero — DO a dia 2 — D2) em
meio basal (DMEM a 25 mM de glicose; 10% v/v de FBS; 100 unidades/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) e suplementado ou ndo com coquetel de
hormonios (1 pM de dexametasona; 0,5 mM de IBMX e 10 pg/mL de insulina).
Posteriormente, as células foram cultivadas em meio basal em presenca ou auséncia
de insulina (10 pg/mL), durante 48 horas (D3 e D4). Apos esse periodo, as células
foram cultivadas em meio basal, porém sem insulina, até o dia 7 (D7) ou 9 (D9);
periodo em que as células apresentavam fendtipo de adipocitos. Durante todo o
processo as células foram mantidas a 37° C e em atmosfera de 5% de CO2. A troca
de meio de cultivo por um meio fresco ocorreu a cada dois dias. Nos dias DO, D2,
D4, D6 e D8 as células foram incubadas com 0,1% de etanol (controle), TNF-a (5
ng/mL; somente para o grupo suplementado com coquetel de hormdnios) e/ou com
um dos seguintes tratamentos: Troglitazona (10 puM), EPA (100 ou 200 uM), C8:0
(250 uM) ou C12:0 (250 uM). Ao final dos periodos experimentais, quantificou-se a
expressdo de mRNA de RARRES2 (quemerina), por Real Time PCR, para as

amostras coletadas nos dias D1, D2, D4 e DS8.

6.2.3. Experimento 2

Os preadipécitos 3T3-L1 foram diferenciados como descritos previamente
(Lorente-Cebrian, Bustos et al. 2010). No dia D8, 3 horas antes da adicdo dos
tratamentos, os adipécitos maduros foram deprivados de soro FBS. Para isso,
adicionou-se ao meio de cultivo (DMEM a 25 mM de glicose e antibiotico; isento de
FBS) 0,34% de BSA com o objetivo de manter a proporcéo de acido graxo:BSA em
5:1 (Nguyen, Satoh et al. 2005; Patsouris, Neels et al. 2009). A adicdo de albumina é
importante para reduzir a possibilidade de toxicidade dos acidos graxos. Apds o
periodo de deprivacdo, adicionaram-se 0s seguintes tratamentos ao meio de cultivo:
Etanol (0,1%; controle), Troglitazona (10 uM), TNF-a (5 ng/mL), Insulina (100
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nM), EPA (100 ou 200 uM), C8:0 (250 uM) ou C12:0 (250 pM). Os adipécitos
permaneceram em contato com os tratamentos durante 24 horas. Apds esse periodo,
recolheu-se 0 meio de cultivo para posterior andlise da expressdo da proteina
expressa pelo gene RARRES2 (quemerina), pelo método imunoenzimétio ELISA.
Ainda, quantificou-se a expressdo de mRNA de quemerina.

6.2.4. Experimento 3

Os preadipécitos 3T3-L1 foram diferenciados como descritos previamente
(Lorente-Cebrian, Bustos et al. 2010). No dia D8, 3 horas antes da adicdo dos
tratamentos, os adip6citos maduros foram deprivados de soro FBS. Adicionou-se ao
meio de cultivo (DMEM a 25 mM de glicose e antibidtico; isento de FBS) 0,34% de
BSA (5:1 é4cido graxo:BSA). Ap6s o periodo de deprivagdo, adicionaram-se 0sS
seguintes tratamentos ao meio de cultivo: Etanol (0,1%; controle), TNF-a (5 ng/mL)
ou Insulina (100 nM). Uma hora antes da adi¢&o dos tratamentos os adipocitos foram
preincubados com os seguintes componentes: AICAR (5-amino-4-imidazole
carboxamide-1-B-d-ribofuranoside), Compound C, H-89, LY294002, PD98059 ou
SP600125. O AICAR e TNF-a foram dissolvidos em agua e LY?294002, Compound
C, SP600125, PD98059, H89 e Troglitazona foram dissolvidos em DMSO. Os
inibidores de PI3K (LY294002 — 50 uM), AMPK (Compound C — 20 uM), JNK
(SP600125 — 20 pM), MAPK (PD98059 — 50 uM) e de PKA (H89 — 20 uM. O
estimulador de AMPK (AICAR - 2 mM) foi adicionado ao meio de cultivo
juntamente com os demais tratamentos. As células permaneceram em contato com o0s
tratamentos durante 24 horas. Apos esse periodo, recolheu-se o meio de cultivo para
analise da expressdo da proteina expressa pelo gene RARRES2 (quemerina), pelo

método imunoenzimatio ELISA.

6.2.5. Real Time PCR

O RNA total foi extraido utilizando o método TRIzol®, de acordo com o
protocolo sugerido pelo fabricante (Invitrogen). A concentracdo e qualidade do RNA
foi verificada mediante a absorbancia a 260 nm em espectrofotdmetro NanoDrop
ND-1000. Um total de 2 g foram retrotranscritos a cONA, por meio de transcriptase
reversa MMLV (Moloney-murine-leukaemia virus; Invitrogen), de acordo com as

seguintes condigdes: 60 minutos a 37° C e 5 minutos a 95° C. Utilizou-se Real Time
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PCR para avaliar a expressédo do gene quemerina (Rarres2; Retinoic acid receptor
responder — tazarotene induced — 2). O gene Ppia (Peptidil-prolil isomerase A) —
Ciclofilina foi escolhido como referéncia (housekeeping) para normalizar os niveis
de expressdo génica entre as amostras analisadas. Utilizaram-se primers TagMan®
Gene Expression Assays (Applied Biosystems): Rarres2 (Mm00503579_m1) e Ppia
(Mm02342430_g1). As condigdes de ciclagem utilizadas foram: 50° C por 2
minutos, 95° C por 10 minutos e 40 ciclos de 95° C por 15 segundos e 60° C por 1
minuto. Os valores da expressdo génica relativa foram obtidos pela analise dos
resultados no programa ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System, versdo 2.3
(Applied Biosystems, Foster City, California USA). As modificagdes da expresséo
de mRNA foram avaliadas pelo método 2" (Livak and Schmittgen 2001).

6.2.6. Imunoensaio enzimatico — ELISA

Os niveis totais de quemerina foram mensurados em meio de cultivo, por
meio do kit comercial de ELISA, segundo a indicacdo do fabricante. A curva dose-
resposta do padrdo de quemerina (46,9 a 3000 pg/mL), por meio do modelo
quadratico, foi utilizada para calcular o total da concentracdo de quemerina nas

amostras. Os resultados foram expressos em ng/mL.

6.2.7. Anélise estatistica

Para avaliar o efeito dos tratamentos sobre a expressdo de mRNA durante a
adipogénese (Experimento 1) utilizou-se o delineamento experimental do tipo
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 12Tx4D, sendo “T” tratamento ¢ “D”
tempo. O numero de repeticbes foi diferente para cada fator, implicando em
delineamento desbalanceado, no qual foi assumido um namero minimo de 3
repeticdes. O efeito significativo dos fatores foi verificado por meio do teste “F” na
ANOVA (p<0,05) e uma vez comprovada tal significancia as médias dos tratamentos
foram comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Todas as andlises
foram conduzidas no software SAS® versdo 9.1 (SAS Institute Inc 2002), por meio
do procedimento GLM (General Linear Model).

Para as analises do experimento 2 utilizou-se o delineamento experimental do
tipo inteiramente casualizado. A expressao de mRNA e a secrecdo de quemerina

foram avaliadas mediante teste “F” na ANOVA (p<0,05), sendo as médias
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comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O nimero de repeti¢des foi
diferente para cada tratamento, sendo no minimo 3 por tratamento, implicando em
delineamento desbalanceado. Todas as anélises foram conduzidas no software SAS®
versdo 9.1 (SAS Institute Inc 2002), por meio do procedimento GLM (General
Linear Model).

Para avaliar a secrecdo de quemerina, no experimento 3, utilizou-se o
delineamento experimental do tipo inteiramente casualizado. Os tratamentos
acrescidos de inibidores frente aos respectivos controles (etanol, insulina e TNFa)
foram comparados por meio do teste “F” na ANOVA (p<0,05) e as médias foram
comparadas pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade. O nimero de repeticdes foi
diferente para cada tratamento, sendo no minimo 3 por tratamento, implicando em
delineamento desbalanceado. Todas as anélises foram conduzidas no software SAS®
versdo 9.1 (SAS Institute Inc 2002), por meio do procedimento GLM (General
Linear Model).

¢ EXP 3 ,
24 horas
\ EXP 2
24 horas

IBMX, DEX,
Insulina Insulina
A A
' N7 N
DO D1 D2 D4 D6 D7 D8

Figura 6.1: Desenho experimental. IBMX: 3-isobutil-1-metilxantina; DEX:
dexametasona; D: dias de diferenciacdo; EXP: Experimento. Dias em destaque
representam a adicdo de tratamento do Experimento 1. Suplementacdo com coquetel

de horménios ndo se aplica ao estudo de adipogénese espontanea do Experimento 1.
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6.3. Resultados

Experimento 1

Este estudo verificou que, em células 3T3-L1, os tratamentos com os &cidos
graxos (EPA, C8:0 e C12:0), durante a adipogénese espontanea, bem como 0s
cotratamentos com TNFa, durante a adipogénese induzida, ndo foram capazes de
alterar a expressao de mRNA de quemerina até o quarto dia posconfluéncia.
Entretanto, verificou-se que em D8 esses tratamentos provocaram uma significativa
inibicdo na expressdo de quemerina, independentemente do tipo de adipogénese
avaliado, em relacdo ao controle (Tabela 6.1). Verificou-se que de EPA a 100 uM e
de C12:0 a 250 pM estimularam inicialmente (D1) a expressdo de mRNA de
quemerina, diferentemente do tratamento com C8:0 a 250 uM, que promoveu uma
maior estimulacdo em D4 (Figura 6.1 A). Ao longo da adipogénese, observou-se um
aumento na expressao desse gene em células tratadas com &cidos graxos acrescidos
de TNFa, obtendo um pico de maxima estimulacdo em D2 (Figura 6.2 B). Por outro
lado, os tratamentos com acidos graxos acrescidos de TNFa promoveram uma maior
estimulacdo na expressdo de mRNA de quemerina, embora ndo significativa, em
relacdo aos mesmos tratamentos sem adicdo dessa citocina. A troglitazona, durante a
adipogénese induzida, estimulou fortemente a expressdo de quemerina até D4 (2,25 +
0,30; p<0,05). O cotratamento de troglitazona e TNFa estimulou significativamente a
expressdo desse gene em D1 (4,44 £ 0,96; p<0,05) e em D4 (,38 + 0,31; p<0,05).
Comparando-se os efeitos de troglitazona nos dois modelos de adipogénese,
verificou-se que o cotratamento com TNFa promoveu maior estimulo a expressdo de
guemerina que o tratamento isolado de troglitazona, durante a adipogénese
espontanea, sendo esse efeito significativamente diferente (p<0,05) em D1, D4 e D8
(Tabela 6.1).

Experimento 2

Este estudo também verificou o efeito na secrecdo de quemerina, bem como
na expressdao de mMRNA, em adipocitos maduros tratados por 24 horas com &cidos
graxos acrescidos ou ndo de insulina (100 nM) ou de TNFa (5 ng/mL). Verificou-se
que o tratamento com TNFa estimulou significativamente a secregdo (Figura 6.3 A)
e a expressao de quemerina (Figura 6.4 A), em relacdo ao controle. O tratamento

com insulina ou os cotratamentos de acidos graxos (C8:0 e C12:0) acrescidos de
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insulina ndo foram capazes de alterar a secrecdo (Figura 6.3 B) e a expressdo de
quemerina (Figura 6.4 B), em relacdo ao controle. Entretanto, observa-se que a
insulina estimulou ligeiramente a secrecdo dessa proteina, embora ndo tenha sido
estatisticamente diferente do controle (Figura 6.3 A). Embora o TNFa isoladamente
tenha estimulado a secrecdo e expressdo de mRNA de quemerina, 0s cotratamentos
com essa citocina ndo foram capazes de promover alteragdes (Figura 6.3 C; Figura
6.4 C).

Experimento 3

Devido aos efeitos desempenhados pela insulina e pelo TNFa, sobretudo por
este Gltimo, na secrecdo e expressdo de mMRNA de quemerina, este estudo avaliou
possiveis rotas metabdlicas envolvidas nesse estimulo. Para isso, os adipécitos 3T3-
L1 foram incubados por 24 horas com etanol (controle), insulina (100 nM) ou TNFa
(5 ng/mL), acrescidos de diferentes inibidores ou do estimulador de AMPK
(AICAR). Comparado ao etanol, verificou-se o TNFa estimulou significativamente a
secrecdo de quemerina, diferentemente da insulina. Entre as amostras tratadas com
etanol, observou-se que a presenca dos inibidores de JNK (SP600125), de PKA
(H89) e de PI3K (LY?294002) reduziu significativamente a secre¢do de quemerina
(Figura 6.5). Em relacéo as possiveis vias metabdlicas relativas a insulina, somente a
adicdo do inibidor de JNK (SP600125) ndo promoveu alteracdo significativa. Por
outro lado, quando comparado ao TNFa, as presencas de Compound C, SP600125,
H89 e LY294002 reduziram significativamente a secrecdo de quemerina. Este efeito
sugere que o TNFa possa estimular a secregdo de quemerina pelas vias de AMPK,
JNK, PKA e PI3K. Em conjunto, esses resultados mostraram que a principal rota de

estimulacdo da secrecdo de quemerina ocorre via PI3K.

6.4. Discussédo

A obesidade é uma enfermidade intimamente associada a resisténcia
insulinica e ao aumento de substancias inflamatdrias, como o TNFa (Kahn, Hull et
al. 2006; Bays, Gonzalez-Campoy et al. 2008). Estudos prévios sugerem que o EPA
apresenta atividade antiobesidade, promovendo a lip6lise (Hernandez-Morante,
Milagro et al. 2007; Lee, Kwun et al. 2008; Pérez-Echarri, Pérez-Matute et al. 2008),
podendo potencializar a ag¢do antiadipogénica do TNFa (Tai and Ding 2010). Por
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outro lado, sugere-se que acidos graxos de cadeia média possam induzir a
diferenciagdo celular em presenca (Takenouchi, Takayama et al. 2004; Sanosaka,
Minashima et al. 2008) ou em auséncia (Yang, Della-Fera et al. 2009) de coquetel
adipogénico. Entretanto, outros estudos sugerem que o acido octanoico atenua a
adipogénese (Guo, Choi et al. 2000; Han, Farmer et al. 2002; Han, Hamilton et al.
2003). Em nossos estudos verificamos que a presenca de EPA a 200 uM, durante a
adipogénese espontdnea em células 3T3-L1, é capaz de induzir a diferenciacdo
celular (dados ndo apresentados). Por outro lado, em modelos de adipogénese
induzida em células 3T3-L1, a presenga de C8:0 a 250 uM, acrescido de TNFa,
potencializou o efeito antiadipogénico dessa citocina (dados ndo apresentados).
Portanto, o estudo dos efeitos de acidos graxos no contexto da obesidade é de grande
importancia para o entendimento e tratamento dessa enfermidade.

Diversos estudos clinicos tem demonstrado uma positiva correlacdo entre os
niveis plasmaticos de quemerina com a obesidade e inflamacdo (Bozaoglu, Bolton et
al. 2007; Stejskal, Karpisek et al. 2008). Ainda, sugere-se que a quemerina esteja
envolvida na regulacdo da adipogénese (Bozaoglu, Bolton et al. 2007; Roh, Song et
al. 2007; Sell, Laurencikiene et al. 2009), sendo regulada pelo TNFao (Sell,
Laurencikiene et al. 2009; Parlee, Ernst et al. 2010). Nesse sentido, no presente
estudo verificamos se a presenca de EPA e de acidos graxos de cadeia média (C8:0 e
C12:0) séo capazes de alterar a expressdao de quemerina, durante a adipogénese
espontanea e induzida, uma vez que estudos prévios identificaram que essa proteina
estd envolvida na adipogénese (Roh, Song et al. 2007; Sell, Laurencikiene et al.
2009; Parlee, Ernst et al. 2010). Os resultados evidenciaram que o EPA, C8:0 e
C12:0, comparados ao controle, ndo alteraram a expressdo de mRNA de quemerina
durante a adipogénese espontdnea. De forma semelhante, os cotratamentos dos
acidos graxos ¢ TNFa, durante a adipogénese induzida, ndo mostraram aumento ou
inibicdo na expressdo desse gene. Em células 3T3-L1, a expressdo de mRNA de
guemerina parece aumentar durante a adipogénese induzida, em comparacdo ao dia
zero (Bozaoglu, Bolton et al. 2007; Roh, Song et al. 2007). O presente estudo
mostrou que a expressdo de quemerina decresce durante a adipogénese espontanea e
durante a adipogénese induzida, porém inibida por TNFa. Especula-se que a
estimulacdo de quemerina seja dependente de hormdnio adipogénicos, como

insulina, dexametasona ou IBMX. Entretanto, estudos futuros devem ser
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direcionados para elucidar esse efeito. Por outro lado, o presente estudo mostrou que
troglitazona, um agonista de PPARY, estimulou fortemente a expresséo de quemerina
durante a adipogénese espontanea (Tabela 6.1). Sell et al. (2009) n&o verificaram
efeito de 5 UM de troglitazona em um estudo com adipdcitos humanos maduros,
durante 48 horas. Ressalta-se que o tipo celular e distintos protocolos poderiam
influenciar a expressdo de mMRNA de quemerina.

Corroborando os resultados de outros estudos (Roh, Song et al. 2007; Sell,
Laurencikiene et al. 2009; Parlee, Ernst et al. 2010), observamos que o TNFa. é capaz
de estimular a secrecdo (Figura 6.3 A) e a expressdao de mRNA de quemerina (Figura
6.4 A), em adipdcitos maduros 3T3-L1. Por outro lado, no presente estudo,
verificamos que o tratamento de adip6citos maduros 3T3-L1, durante 24 horas, com
acidos graxos (EPA, C8:0 e C12:0) ndo alterou a secrecdo e a expressao de mRNA
de quemerina. O mesmo efeito foi observado em cotratamentos desses acidos graxos
com TNFa ou com insulina. Em um recente estudo (Parlee, Ernst et al. 2010),
verificou-se que o tratamento com 20 ng/mL de TNFa estimulou a secre¢cdo e
expressdo de mRNA de quemerina em adipocitos 3T3-L1, além disso, verificou-se
que 14 horas ap06s o tratamento com 10 ng/mL de TNFa houve uma maior expressao,
em relacdo ao tempo zero. O presente estudo verificou que o tratamento com insulina
produziu apenas um moderado aumento na secrecdo de quemerina, ndo sendo
estatisticamente diferente do controle (Figura 6.3 A). Em células musculares
esquelética verificou-se um efeito inibitério da quemerina na captacdo de glicose
(Sell, Laurencikiene et al. 2009), diferentemente de estudos em 3T3-L1 (Takahashi,
Takahashi et al. 2008). Bozaoglu et al. (2007) ndo observaram diferencas nos niveis
de quemerina em individuos diabéticos ou controle. Portanto, ainda sdo necessarios
novos estudos para determinar se a secrecdo e a expressao de mRNA de quemerina
podem ser influenciadas pela acdo da insulina.

Atualmente ja sdo conhecidas varias rotas de sinalizacdo celular em
adipdcitos assim, neste estudo foram testados potenciais alvos intracelulares do
metabolismo da insulina e do TNFa, utilizando-se inibidores especificos. Em células
tratadas com insulina e bloqueando a via PI3K, uma importante enzima envolvida no
metabolismo de glicose e na expressdo de genes influenciados pela insulina (Saltiel
and Kahn 2001), a secrecdo de quemerina foi inibida (Figura 6.5). De forma

semelhante, o bloqueio das vias MAPK, AMPK e PKA inibiu a secre¢do de
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quemerina, em relacdo ao controle. Em células tratadas com TNFa, observou-se que
bloqueando as vias de AMPK, JNK, PKA e PI3K a secre¢do de quemerina também
foi inibida. Em conjunto, os resultados sugerem que a principal rota de sinalizagéo
celular da quemerina seja via PI3K, a qual regula a captacéo de glicose.

Em conjunto, o presente estudo mostrou que a expressdo de quemerina
decresce durante a adipogénese espontanea e durante a adipogénese induzida, porém
inibida por TNFa. Observou-se que o EPA, o C8:0 e o C12:0 aparentemente nédo
participam da secregé@o e expressdo de quemerina. Entretanto, este estudo apresenta
uma limitacdo, uma vez que ndo avaliou o efeito dos acidos graxos durante a
adipogénese induzida, em auséncia de TNFo. N&o obstante, esses resultados sugerem
que a expressdo de mRNA de quemerina seja dependente de horménios indutores da
diferenciacdo celular. Entretanto, verificou-se que o TNFa estimula a secregdo e
expressdo de mRNA de quemerina, possivelmente via PI3K. Aparentemente, a
insulina desempenha um fraco papel nessa estimulacdo. Neste sentido, outra
limitacdo desse estudo foi ndo avaliar a expressdo de quemerina apos a utilizacéo de
bloqueadores das vias metabolicas. Portanto, outros estudos sdo necessarios para

confirmar as vias de expressdo e de metabolismo da quemerina.
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Tabela 6.1: Efeitos de diferentes tratamentos sobre a expressdo de mRNA de

gquemerina durante a adipogénese

D1 D2 D4 D8
Etanol 1,00° 1,00° 1,00° 1,00
£0,00 +0,00 +0,00 £0,00

TNFa (5 ng/mL) igzzz . 522; . ’(?f(‘); : ’3,%;
TRO (10 uM) ;: gzo; : gé3 h 35:32) . cﬁ9
TRO+TNFe MG Io%s som oo
EPA (100 uM) : 331; 200 e . %)81;
EPA 100 + TNFa ,_rl’gi; J_,l ’S,Z; i%(agb; f 'c},%;
EPA (200 uM) . é"f; ; (I)E)E())G N gsos N g%dz
EPA 200 + TNFa ,_?’372: : ’é %:2 }_L%Of; ; ’3,361
C8:0 (250 uM) : 3201 S Fous . 'c%;
C8:0 250 + TNFa io,g’%; : ’322, : '3,%; : ’3,%2
C12:0 (250 uM) : 3524 : giz . 53%7 . 8%1
C12:0 250 + TNFa ,_rl’g’i; J_} ’g’,ﬂ; i%glbg io ’c},%dz

D: dia de diferenciacdo; EPA: Acido eicosapentaenoico; TNFa: Fator de necrose
tumoral alfa; TRO: Troglitazona. Dados expressos em media * erro padrdo para cada
dia de diferenciacdo. Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenca
estatistica (p<0,05).
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Figura 6.2: Evolucdo da expressdo de mRNA de quemerina durante a diferenciacao
celular em funcéo dos tratamentos. A) Efeito de tratamentos em auséncia de coquetel
de horménios. B) Efeito de tratamentos, acrescidos de fator de necrose tumoral alfa

(TNFa), em presenca de coquetel. O tratamento com etanol ndo foi acrescido de

— 8:0 250 uM + TNFa.
— C12:0 250 uM + TNFa

TNFo. EPA: Acido eicosapentaendico; TRO: Troglitazona.

85



300-
B
-
E
2 2004 AB
£
3
£
2
(@]
) a a
o A a a _I_ a
'S. 1004 95555554
(5] 892929924
5 %57
$ b
@ L]
7557
L
244224244
757
480242044
5557
%557
0 prel
Etanol Insulina TNFa TRO EPA EPA C8:0 C120
0,1% 100nM (5 ng/mL) 10 uM 100 uM 200uM 250 M 250 pM
250+
a
5 200- a a |
E —
£
f=2]
=
= V,
‘= 150 //
(<5}
e
[<5)
=
(&) a
€ 1004
3
O
o
&
n 50+
0 7
Etanol Insulina C8:0 C12:0
0,1% 100 nM 250 uM 250 uM
!
T
Insulina 100 nM
C
4001 a
a
-
E
> 3004
= a
£
&
£
o 2004
(&)
[«5]
=)
3 a
& 1004
S
<5
(%2]
0
Etanol TNFa TRO c8:0 C12:0
0.1% (5 ng/mL) 250 uM 250 UM

Figura 6.3: Efeito de diferentes substancias sobre a secrecdo de quemerina em
adipocitos 3T3-L1, apds 24 horas de tratamento. A) Comparacdo entre etanol, insulina
(TNFa) representado por letras mailsculas e

comparacdo dos tratamentos frente ao etanol representados por letras mindsculas. B)
Comparacdo entre tratamentos acrescidos de insulina frente ao etanol. C) Comparagéo
entre tratamentos acrescidos de TNFa. frente ao etanol. EPA: Acido eicosapentaendico;
TRO: Troglitazona. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 6.4: Efeito de diferentes substncias sobre a expressdo de mRNA de
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etanol, insulina e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) representado por letras
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quemerina em adipécitos tratados com etanol (0,1%), TNFa (Fator de necrose
tumoral alfa; 5 ng/mL) ou insulina (100 nM), durante 24 horas. *: diferenca
significativa entre tratamentos acrescidos de etanol versus controle etanol; ®:
diferenca significativa entre tratamentos acrescidos de insulina versus controle
insulina; y: diferenca significativa entre tratamentos acrescidos de TNFa versus
controle TNFa. AICAR: 5-amino-4-imidazole carboxamide-1-b-d-ribofuranoside (2
mM); LY: LY294002 (50 uM); CC: Compound C (20 uM); SP: SP600125 (20 puM);
PD: PD98059 (50 uM) e H89 (20 uM). Médias dos controles comparadas pelo teste
de Tukey (p<0,05), sendo que letras diferentes indicam diferenca estatistica. Médias

dos tratamentos frente aos respectivos controles foram comparadas pelo teste de
Dunnett (p<0,05).
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7. CONCLUSAO GERAL

Este estudo evidenciou que o EPA (100 ou 200 uM), o C8:0 (250 uM) e o
C12 (250 pM), em adipogénese induzida por hormonios, ndo foram capazes de
promover alteracdo na concentracdo de lipidios, avaliados por Oil Red-O, em células
3T3-L1.

O 4acido eicosapentaendico (EPA — C20:5 n3), durante a adipogénese
espontanea, induziu a diferenciacdo de preadipocitos 3T3-L1, mas ndo alterou
significativamente a expressdo de genes transcricionais da adipogénese. Em
adipogénese induzida, o EPA acrescido TNFa desempenhou um efeito
antiadipogénico, possivelmente potencializando a agdo do TNFa para os genes
DLKI1, WNTI10b, C/EBPa e PPARy e de forma independente ao TNFa para
expressao dos genes C/EBPJ e o.

A incubacéo de células 3T3-L1 com 250 uM de acido octanoico (C8:0) ou de
acido laurico (C12:0), em auséncia de coquetel adipogénico, ndo promoveram a
acumulacdo de lipidios. Entretanto, o acido octandico diminuiu a incorporacao de
lipidios durante a adipogénese induzida, quando acrescido de TNFo. Este efeito
possivelmente foi devido a uma acéo sinérgica do TNFa e do C8:0 no sentido de
interferir negativamente na expressdo de genes reguladores da adipogénese. Os
acidos graxos de cadeia média, em especial o C8:0, modularam a expressdo de
fatores adipogénicos transcricionais classicos (C/EPB, 6 ¢ a. € PPARY).

O presente estudo mostrou que a expressao de mMRNA de quemerina diminuiu
durante a adipogénese espontanea. Os acidos graxos testados (100 e 200 uM de EPA,
250 uM de C8:0 e 250 uM de C12:0) aparentemente nao influenciaram a secrecéo e
expressao de quemerina. Verificou-se que o TNFa estimulou a secrecdo e expressdo
de mRNA de quemerina, possivelmente via PI3K.

Por fim, a extrapolacdo dos resultados obtidos com modelos celulares in vitro
deve ser realizada com cautela, uma vez que apresenta diferencas em relacdo aos
modelos de cultivo primario de animais (ratos, camundongos e porcos) e de
humanos. Além disso, por ser um modelo in vitro, obviamente diferente da situacédo

em vivo.
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8. ANEXOS

8.1. Anexos do Capitulo 2

EFEITO DO ACIDO EICOSAPENTAENOICO SOBRE
FATORES REGULADORES DA ADIPOGENESE EM
CELULAS 3T3-L1
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8.2. Anexos do Capitulo 3

ACIDOS GRAXOS DE CADEIA MEDIA COMO
REGULADORES DA ADIPOGENESE INDUZIDA E
ESPONTANEA EM CELULAS 3T3-L1
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