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RESUMO

Em resposta a exposi¢ao ao frio, organismos endotérmicos ajustam seu
metabolismo para indu¢ao da produgao de calor a fim de manter a temperatura
corporea adequada. Para que essa modulacio se dé de forma eficiente, os tecidos
de um organismo se comunicam através de moléculas sinalizatérias. Os lipideos,
além de atuarem como fonte energética, também podem atuar como essas
moléculas sinalizatorias, sendo, nesse contexto, chamados de lipocinas. Durante a
exposi¢ao ao frio, o tecido adiposo libera acidos graxos, através de lipdlise, que sao
consumidos como substrato energético. Esse tecido também libera lipocinas, como
0 12,13-diHOME e o 12-HEPE, os quais estimulam a captacao de acidos graxos e
glicose de forma autécrina e enddcrina. No entanto, pouco se sabe sobre a natureza
de outras lipocinas liberadas pelo tecido adiposo. Devido a isso, e a dados
preliminares do nosso grupo, que mostraram que a exposi¢cdo ao frio em
camundongos induz um aumento nos niveis de acido docosahexaenoico (DHA) no
figado, ao mesmo tempo em que ocorre uma diminui¢do do mesmo no tecido
adiposo, esse trabalho teve como objetivo investigar se o DHA pode agir como uma
lipocina anti-lipogénica liberada pelo tecido adiposo durante a exposic¢éo ao frio. O
trabalho indica que o DHA, captado no figado, age para diminuir o acimulo de
triacilglicerois (TAG) nesse 6rgao pela regulacao negativa da via responsavel pela
sintese de acidos graxos a partir de carboidratos, via chamada de de novo
lipogénese (DNL). Nossos dados também sugerem que esse DHA é proveniente de
uma maior conversao de seu precursor, o acido a-linolénico (C18:3, ALA), devido
ao aumento da expressao génica de Fads2, enzima essencial nessa conversio, no
tecido adiposo de animais expostos ao frio (4°C). Para mostrar o papel do DHA como
uma lipocina, utilizamos um experimento em time course, o qual camundongos
foram expostos ao frio por diferentes periodos. Isso nos permitiu confirmar que o
tempo necessario para que ocorresse o aumento dos niveis de DHA no figado é o
mesmo tempo necessario para que ocorresse a diminui¢cdo de ALA no tecido
adiposo. Além disso, o tempo em que houve aumento de DHA no figado também
coincidiu com o tempo necessario para a diminuicdo da transcricdo de genes
relativos a DNL hepatica, alvos conhecidos da acdo do DHA. Adicionalmente,
também obtivemos maiores consumos de oxigénios pelos complexos mitocondriais
no figado de animais expostos, o que sugere maior oxidac¢ao de acidos graxos. Esses
resultados parecem justificar a diminui¢do do acimulo de TAGs mensurada nesse
6rgao. Com 1sso, nossos dados sugerem que o DHA é sintetizado e transportado do
tecido adiposo ao figado para modular negativamente a producao hepatica de TAG
durante a exposi¢ao ao frio.



ABSTRACT

During cold exposure, endothermic organisms, such as mammals, fine
tune their metabolism to induce a process called thermogenesis. The main purpose
of thermogenesis is to convert chemical energy from macronutrients into heat, in
order to maintain body temperature. For an efficient modulation of the
metabolism, the different tissues of an organism communicate with each other
through signaling molecules. In addition to their rule as an energy substrate, lipids
can also act as signaling molecules. In this context, lipids are called lipokines.
During cold exposure, adipose tissue releases fatty acids, through lipolysis, which
are consumed as an energy substrate, and lipokines, such as 12,13-diHOME and
12-HEPE, which stimulate the uptake of fatty acids and glucose in an autocrine or
endocrine manner. Therefore, this work aimed to investigate whether the
docosahexaenoic acid (DHA), an omega-3 polyunsaturated fatty acid (n-3 PUFA),
can act as lipokine release by adipose tissue during cold exposure. Our preliminary
data indicates that mice exposed to cold show an increase in DHA levels in the
liver and a decrease in DHA levels in adipose tissue. This suggested a transport of
DHA from adipose tissue to the liver. Our work also indicates that DHA captured
in the liver, acts to decrease the accumulation of triacylglycerols (TAG) in the liver
by the downregulation of the metabolic pathway responsible for the synthesis of
fatty acids from carbohydrates, pathway called de novo lipogenesis (DNL). In the
adipose tissue, our data suggest that DHA is provided from a previous conversion
of a-linolenic acid (C18:3, ALA) into DHA in white adipose tissue, via Sprecher
pathway, since we observed an increased expression in the Fads2 gene, an
essential enzyme in this pathway. To show the role of DHA as a lipokine, we used
a time course experiment, in which mice were exposed to 4° C at different periods.
This experiment showed that the time required for the increase in DHA levels in
the liver was the same time required for the decrease in ALA in adipose tissue and
the increase in Fads2 expression. Also, at the same time-point, we found a decrease
in the transcription of genes related to hepatic DNL, known targets of the action
of DHA in the liver. Additionally, we also obtained higher oxygen consumption by
the mitochondrial complexes in the liver of exposed animals, which suggests
greater oxidation of fatty acids caused by the inhibition of DNL. These results seem
to justify the decrease in the accumulation of TAGs measured in the liver. Thus,
our data suggest that DHA is synthesized and transported from adipose tissue to
the liver to downregulate hepatic TAG production during cold exposure.
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1. Introducao

O figado e o tecido adiposo sdo oOrgdos centrais na regulagcido do
metabolismo energético em mamiferos. Para que essa regulacdo se dé de forma
eficiente, ha uma intensa e complexa rede de comunicag¢ao capaz de modular as
acoes desses tecidos em diferentes condicoes fisiolégicas e fisiopatoldgicas (Priest
& Tontonoz, 2019; Scheja & Heeren, 2016). Essa regulacao pode ser mediada por
diversos fatores, como lipideos, os quais podem ser obtidos através da dieta ou
mesmo liberados na circulagdo como consequéncia da lipdlise do tecido adiposo
(Calderon-Dominguez et al., 2016; Scheja & Heeren, 2016; Yilmaz & Claiborn,
2016). Quando os lipideos possuem ac¢ao sinalizatoria, estes sao classificados como
lipocinas, termo que foi utilizado pela primeira vez para descrever a acao
sinalizatéria do acido palmitoleico (C16:1), que age na inibi¢do da lipogénese
hepatica e no aumento da sensibilidade a insulina no musculo esquelético (Cao et
al., 2008; Hern, 2019; Scheja & Heeren, 2016). Apds essa descoberta, outras
lipocinas comegaram a ser descritas na literatura, como é o caso do 12,13-diHOME
e do 12-HEPE, os quais sao liberados pelo tecido adiposo marrom (BAT) durante
a exposicao ao frio (Leiria et al., 2019; Lynes et al., 2017). Esses lipideos estimulam
a captacao de acidos graxos e aumentam sensibilidade a insulina em tecidos

periféricos.

Além de estimular a liberagao de lipocinas, o frio também ativa o sistema
nervoso simpatico (SNS), o qual induz a liberagdo de catecolaminas, como
noradrenalina e adrenalina. Essas catecolaminas agem nos receptores [3-
adrenérgicos dos adipdcitos e ativam eixo de sinalizacdo cAMP/PKA/CREB,
estimulando a hidrdlise de TAGs, através da acdo da Adipose Triglyceride Lipase
(ATGL) e Hormone-sensitive lipase (HSL), para a liberacido de acidos graxos nao
esterificados (NEFA, também chamados de acidos graxos livres, FFA) e glicerol na
circulacdo (Cannon & Nedergaard, 2004; Carpentier et al., 2018; Ramseyer &
Granneman, 2016) (Figura 1). Esse processo é conhecido como lipdlise. No BAT,

os NEFA sao captados e utilizados para a produgao de calor através do aumento de
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atividade da Uncoupling Protein 1 (UCP1) e oxidagao como substrato energético

(Chouchani et al., 2019; Fedorenko et al., 2012) (Figuras 2A e 2B).

A proteina UCP1 é a principal proteina envolvida no processo de geracgao
de calor no BAT, processo de chamado de nonshivering termogénese. Sua fungao é
aumentar a permeabilidade da membrana mitocondrial interna, permitindo que os
préotons, bombeados para o espago intermembrana, pelos complexos mitocondriais,
retornem a matriz dessa organela sem que haja a sintese de ATP (Betz &
Enerbéack, 2018). Esse processo resulta em um rapido consumo de acidos graxos e
glicose para a manutencao do potencial elétrico intermembrana da mitocondria,
promovendo a producdo de calor (Chouchani et al.,, 2019). De maneira
concomitante, a exposicdo ao frio também estimula a atividade do musculo
esquelético. Esse processo se da principalmente através do tremor e, portanto, é
denominado shivering termogénese (Betz & Enerback, 2018). A shivering

termogénese também resulta em maior consumo de substratos energéticos pelo

musculo.
v
F @
Adrenaline, E E
noradrenaline : : %
()) ARs H H ‘\‘
— ," : ' T Lipolysis
= | D> ; =
— ' f
= — @ @ @*7’@—* fatty
---------- @ S ‘Lipid droplet

Figura 1. Lipélise do tecido adiposo

O frio estimula a liberacdo de noradrenalina, que age nos receptores B3 dos adipdcitos para
estimular a sintese de AMP ciclico (cAMP) pela ac¢éo da adenilato ciclase. O cAMP ativa a proteina
cinase A (PKA) que ativa a agdo de enzimas, como lipase horménio sensivel (HSL), perilipinas
(Plin1) e Adipose Triglyceride Lipase (ATGL), ativando o processo de hidrélise de triacilglicerideos
(TAGs) na gota lipidica dos adip6citos. Primeiramente a ATGL hidrolisa os TAGs em diacilglicerois
(DG) liberando um 4acido graxo nfo esterificado (ou free fatty acid, FFA), em seguida, a HSL
hidrolisa 0 DGs em monoacilglicerois (MG) para a libera¢ido de mais um FFA. Os FFAs sdo langados
na corrente sanguinea para serem consumidos por outros tecidos. Imagem retirada de Kopchick et

al., 2020.
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Devido a essa maior demanda energética imposta pelo BAT e musculo
durante a termogénese, o figado sofre profundas alteragdes metabdlicas visando
fornecer substratos energéticos para esses tecidos. Uma dessas alteracoes é a maior
producao hepatica de glicose, o qual ocorre através do aumento da quebra do
glicogénio hepatico, processo chamado de glicogenoélise, e do aumento da conversao
de alanina, lactato e glicerol em glicose, processo chamado de gliconeogénese
(Cunningham et al., 1985; Sepa-Kishi et al., 2018). A glicose, assim como os acidos
graxos, também é utilizada como substrato energético para a producao de calor no
BAT e no musculo (Blondin et al., 2015; Townsend & Tseng, 2014). Além disso, o
figado pode captar os NEFAs, liberados através da lipdlise, e direciona-los para a
reesterificacao e producao de TAGs, que sdo exportados para a circulagao como very

low density lipoprotein (VLDL)-TAG (Gibbons et al., 2004; Gruffat et al., 1996).

No endotélio vascular, as Lipoprotein lipase (LPL) hidrolisam os TAGs
associados a VLDL e os libera aos tecidos para serem captados na forma de acidos
graxos livres (Hoeke et al., 2016). O processo de transporte de acidos graxos para
dentro das células é mediado por proteinas transportadoras, como a FATP e CD36
(Figura 2A) (Bartelt et al., 2011). Adicionalmente, a lipdlise do tecido adiposo
branco (WAT) também estimula o figado a sintetizar acil-carnitinas para serem
oxidadas no BAT (Simcox et al., 2017). Acil-carnitinas sdo moléculas resultantes
da esterificacdo de acidos graxos com carnitina, e sua producao é necessaria para
que esses acidos graxos possam atravessar a membrana mitocondrial interna, a
fim de serem posteriormente utilizados como substrato da B-oxida¢do mitocondrial.
Essas acil-carnitinas sido produzidas pela acao da Carnitine palmitoyltransferase
la (CPT1a), enzima limitante da B-oxidagao (Schooneman et al., 2013; Simcox et
al.,, 2017). Esses processos destacam a importancia do figado durante a

termogénese.
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Figura 2. Nonshivering termogénese do tecido adiposo marrom (BAT)

A) Processo de ativagdo do metabolismo de acidos graxos e glicose nos adipdcitos marrom. A sinalizagdo
adrenérgica ativa o eixo cAMP/PKA/CREB, ativando a lipdlise e transcricdo de UCP1 e PGCl-a.
Concomitantemente, a captagdo de glicose e acidos graxos ¢ estimulada através das proteinas transportadoras
Glutl/4 (transportadores de glicose) e FATP e CD36 (transportadores de acidos graxos). A maior captagdo de
acidos graxos também ¢ estimulada pelo aumento da lipolise de Triglyceride rich lipoproteins (TRL) (VLDL e
chilomicrons) através da Lipoprotein Lipase (LPL). B) Os acidos graxos entram na [3-oxidag@o para a produgdo
de Acetil-CoA e NADH e FADH>. O Acetil-CoA sofre consecutivas reagdes no Citric Acid Cycle (ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA) ou ciclo de Krebs) para a producdo de mais NADH e FADHz. Por fim, as coenzimas
reduzidas sdo oxidadas pelos complexos mitocondriais (complexos I-V, complexo V também chamado de
complexo ATP-sintase) para o transporte de elétrons e bombeamento de protons para o espago intermembranas.
O complexo IV utiliza os elétrons recebidos para a redugdo de Oz em H20 metabolica. J& o complexo V utiliza a
forga proton motriz para a sintese de ATP, a partir de ADP e ions fosfato. A UCPI, ativada por &cidos graxos
livres, permite o retorno desses protons para a matriz mitocondrial, produzindo calor. Imagem retirada de A) Hoeke
et al., 2016 B) Betz & Enerbick, 2018.
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No entanto, pouco se sabe se a lipdlise pode liberar lipideos capazes de
modular o metabolismo lipidico do figado durante a termogénese. Isso torna os
acidos graxos poli-insaturados (PUFAs, do inglés polyunsaturated fatty acids)
fortes candidatos a esse papel, ja que podem ser estocados no tecido adiposo (Lin
& Connor, 1990) e sao agentes anti-lipogénicos hepatico bem documentados (Jump
et al., 2013; Scorletti & Byrne, 2013). Estruturalmente, os PUFAs sao
caracterizados como acidos graxos de cadeia longa que apresentam mais que uma
dupla ligagdo (instauracdo) entre os carbonos de sua cadeia. Eles podem ser
classificados como 6mega-3 ou 6mega-6, dependendo da posi¢cao da primeira dupla
ligagdo em relagao a extremidade metila (Saini & Keum, 2018). Dentre os 6mega-
3, o acido eicosapentaenoico (EPA, molécula com 20 carbonos e 5 insaturacgoes,
portanto C20:5) e o acido docosaexaenoico (DHA, C22:6) sdo bastante conhecidos
por inibirem a de novo lipogénese (DNL) hepatica através da inibigcao de fatores de
transcricao (TF) lipogénicos Sterol regulatory element-binding protein Ic
(SREBP1c) e Carbohydrate-responsive element-binding protein (ChREBP) (Dentin
et al., 2005; Takeuchi et al., 2010; Xu et al., 1999). Além disso, os PUFAs também
podem se ligar aos Peroxisome proliferator-activated receptors a (PPARw) que sao
receptores nucleares que estimulam a transcri¢ao de genes associados a B-oxidagao
mitocondrial no figado (Pawar & Jump, 2003). Adicionalmente, o EPA pode
melhorar a resposta termogénica do BAT ao se ligar aos receptores GPR120/FFA4,
que promovem a diferenciacdo e a expressio de UCP1 em adipdcitos marrons

(Ghandour et al., 2018; Kim et al., 2015).

Os fatores de transcrigao SREBP1c e ChREBP estimulam a transcrigao
de genes da DNL e da glicdlise, como fatty acid synthase (Fasn), acetyl-CoA
carboxylase (Acc), ATP-citrate lyase (Acly), Stearoyl-CoA desaturase-1 (Scdl) e
Liver-piruvate kinase (L-Pk) (Wang, et al. 2015), e, apesar desses TFs parecerem
redundantes em suas funcgoes, eles sdo diferentes nas suas formas de regulacao.
Enquanto o SREBP1c é ativado pela sinaliza¢ao da insulina, o ChREBP ¢ ativado
por xilulose-5-fosfato ou glicose-6-fosfato, metabdlitos produzidos na via das
pentoses fosfato (Dentin et al., 2012; Linden et al., 2018; Postic et al., 2007; Y.
Wang et al., 2015) e via glicolitica (Dentin et al., 2012), respectivamente. O

ChREBP possui duas isoformas, a e B, que sdo reguladas conjuntamente, mas de
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maneira distinta. A isoformas ChREBPa é sensivel aos metabdlitos da glicolise e
via das pentoses citados, e o aumento da sua atividade induz a transcricdo da
isoformas B, que, por sua vez, induz a transcrigdo de genes da DNL e glicdlise
(Postic et al., 2007). Apesar de SREBPlc e ChREBP poderem ser ativados
separadamente, quando agem em conjunto esses dois TFs levam a maior

capacidade da DNL (Linden et al., 2018).

A DNL ¢ a via metabdlica responsavel pela sintese de TAG a partir do
excesso de carboidratos na célula. O processo se inicia quando o excesso de
monossacarideos, como glicose e frutose, no tecido gera uma grande quantidade de
Acetil-CoA mitocondrial, produzido a partir da glicélise e a da agdo do complexo
piruvato desidrogenase (PDH). Esse excesso de Acetil-Coa é transportado para o
citoplasma na forma de citrato. No citoplasma da célula, esse citrato é convertido
novamente em Acetil-CoA pela acdo da ACLY e, em seguida, a ACC adiciona um
grupo carboxilato ao Acetil-CoA para a formacgao de Malonil-CoA. O Malonil-CoA
tem funcdo regulatoria nessa via, inibindo a atividade de CPT1la e limitando a
entrada de acidos graxos na mitocondria, consequentemente inibindo a B-oxidagao
(Figura 3). Isso impede a ocorréncia simultanea da geracao e oxidac¢ao de acidos
graxos na célula. Em seguida, a FASN forma o palmitato (C16:0) através de uma
série de condensacoes entre a Malonil-CoA e a Acetil-CoA. Apesar do Malonil-CoA
ser o mesmo tanto para a inibi¢do de CPT1a, como para a condensacgao com o Acetil-
CoA, as 1soformas da ACC que o produzem sado diferentes para essas duas
situacgoes. Enquanto a ACC1 é citosdlica e produz Malonil-CoA para a formacao do
palmitato, a ACC2 é ancorada na membrana mitocondrial externa e é responsavel
pela producdao do Malonil-CoA para a inibi¢cdo da CPTla (Figura 3). As duas
1soformas sdo ativadas durante a DNL (Tong, 2005; Wu & Huang, 2020).
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O palmitato formado sofre diversos processos de modificacdo, como
elongacdo e dessaturacdo, que aumentam e inserem duplas ligacées a cadeia
carbonica em sua cadeia (Figura 3). Por Gltimo, os acidos graxos formados sao
esterificados com a molécula de glicerol para a formacao dos TAG, que podem ser

armazenados em nas gotas lipidicas ou exportados na forma de VLDL (Figura 3)

(Hellerstein et al., 1996; Hodson & Gunn, 2019).
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Figura 3. De novo lipogénese hepatica

A figura, retirada de Softic et al., 2016, destaca as possiveis vias para a producio e exportacgdo de
triacilglicerois nos hepatécitos. Em especial, ha destaque para a de novo lipogénese, via de
conversao de carboidratos (como a frutose) em acidos graxos livres. A frutose entra na via glicolitica
onde é transformada em gliceraldeido-3-fosfato (GA3P) e piruvato. O GA3P é utilizado para sintese
de glicerol e o piruvato é direcionado para a mitocondria, onde é convertido em citrato no ciclo de
Krebs (TCA). Em um balanco energético positivo, o citrato é transportado para o citosol, onde é
convertido em Acetil-CoA por ag¢iao da ATP-citrato liase. Em seguida, o Acetil-CoA é convertido em
Malonil-CoA por agao da Acetil-CoA carboxilase 1 (ACC1). O Malonil-CoA inibe a entrada de acidos
graxos na mitocondria através da inibicdo da CTP1A. A acido graxo sintase (FAS) faz sucessivas
reacoes de condensacio entre o Malonil-CoA e Acetil-Coa para a producido do palmitato, que é
posteriormente elongado, através da acdo da ELOVL6, e dessaturado, através da acdo da SCD1.
Apds o processamento, os acidos graxos resultantes desse processo sao incorporados ao glicerol pela
atividade de GPAT, AGPAT, LIPIN1 e DGATZ2, resultando nas moléculas de triacilglicerideos (TG),
que podem ser condensados a apolipoproteina B100 para exportacdo como very-low-density

lipoprotein (VLDL).
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A SCD1 é uma das enzimas responsaveis por inserir duplas ligagées na
cadeia carbonica de acidos graxos. Como essa dupla ligacdo é inserida entre os
carbonos 9 e 10 em relacdo a extremidade carboxila, essa enzima é denominada
uma dessaturase A°. Sua atividade resulta na producio do palmitoleato (C16:1) e
oleato (C18:1), a partir do palmitato (C16:0) e estearato (C18:0), respectivamente
(ALdJohani et al., 2017; Mauvoisin & Mounier, 2011). Tanto a sua atividade, quanto
seus produtos sdo associados a regulacdo da gliconeogénese e DNL no figado
(ALdJohani et al., 2017). Ja a deficiéncia da SCD1 é relacionada a um aumento de
atividade da proteina cinase ativada por AMP (AMPK) (Dobrzyn et al., 2004),
proteina que estimula o catabolismo celular. Mecanisticamente, a atividade de
AMPK leva a inibicdo da ACC, o que resulta na diminui¢cdo da concentracio de
Malonil-CoA, aliviando a supressdo da CPTla e aumentando a B-oxidacao.
Portanto, a inibicao de SCD1 parece ser uma estratégia eficiente para a diminuig¢ao
da lipogénese e acimulo de TAGs no figado. Além disso, os proprios PUFAs 6mega-
3 podem inibir a acdo da SCD1, seja por via direta ou mesmo pela inibi¢do de
SREBP1c e ChREBP. Camundongos obesos possuem alta expressao e atividade de
SCD1 no figado, enquanto camundongos que nio expressdo essa proteina sio
protegidos contra o acimulo de gordura hepatico induzido por dieta rica em frutose

(ALdJohani et al., 2017; Miyazaki et al., 2007).

Apesar da presenca da dessaturase A% os mamiferos ndo expressam
dessaturase Al2e Al5 o que impede a sintese de PUFAs a partir do palmitato. Essas
dessaturases sao necessarias para a conversao do acido oleico (C18:1) em acido a-
linolénico (ALA, C18:3), o precursor do EPA e DHA. Ainda sim, esses organismos
expressam dessaturases A5 e A6 (chamadas FADS1 e FADS2, respectivamente) e
elongases (ELOVLZ2 e ELOVLS5), o que torna viavel a sintese desses PUFAs a partir
do ALA adquirido pela dieta (Castro et al., 2016; Wallis et al., 2002). Porém, essa
conversao parece ser bastante limitada em humanos, tornando a dieta a principal
fonte desses PUFAs (Arterburn et al., 2006; Rapoport et al., 2010; Wallis et al.,
2002; Zhang et al., 2016). A baixa conversido pode ser explicada devido a maior
parte do ALA ser direcionado para a B-oxidagao e nao para sintese de PUFAs
(Zhang et al., 2016). No entanto, alguns estudos recentes desafiam a literatura

classica ao mostrarem que a baixa taxa de conversio reportada na maioria dos
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estudos, seria devido a imediata captacdo do DHA pelos tecidos e nao
necessariamente por uma conversao ineficiente. Essa maior captacao resultaria em
variagoes plasmaticas proximas de zero, o que daria uma impressao erronea de que

essa conversao acontece em taxas muito baixas (Metherel & Bazinet, 2019).

Apesar dessa suposta baixa conversao, existem algumas vias
metabdlicas propostas para esse processo. A via mais aceita é chamada de via
Sprecher (Voss et al., 1991), o qual consiste em uma série de reacoes de elongacao
e dessaturacao, mediadas por FADSI, -2 e ELOVL2, -5, que resultam na producao
do acido tetracosaexaenoico (THA, C24:6). O THA, por sua vez, sofre a perda de
dois carbonos, através B-oxidacdo perixossomal, resultando na molécula de DHA
(Figura 4, a esquerda). Essa via também atua na conversao acido linoleico (C18:2)

em acido araquidonico (C20:4) (Figura 4, a direita).

Atualmente também tem se proposto outras vias para a producao do
DHA, ja que experimentos mostraram que células tratadas com EPA marcado
isotopicamente mostram aumento de DHA antes do aumento de THA (Metherel &
Bazinet, 2019), sugerindo que a producao de DHA ocorre antes da produciao de THA
e indicando uma conversao direta do EPA em DHA. Contudo a via mais aceita

atualmente ainda continua sendo a via Sprecher, que é mostrada na Figura 4, a

seguir.
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Figura 4. Via Sprecher

Via metabdlica de conversao de acido a-linolénico (C18:3, ALA) em acido docosahexaenoico (C22:6,

DHA) (esquerda). Também chamada de via Sprecher. Imagem adaptada de Oboh et al., 2017.
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De maneira oposta a DNL, a B-oxidagdo tem como func¢ao oxidar acidos
graxos para a formacdo de Acetil-CoA e coenzimas reduzidas, como NADH e
FADH;. O Acetil-CoA formado entra no ciclo de Krebs para a formacio de mais
NADH e FADH2. Em seguida, essas coenzimas reduzidas sdo reoxidadas pelos
complexos (I, III e IV) componentes da cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial, os quais utilizam a energia dessas reagoes para transportar protons
da matriz mitocondrial para o espaco intermembranas (Herst et al., 2017). Esses
préotons sdo utilizados como forgca motriz pelo complexo ATP-sintase (também
chamado de complexo V) para a sintese de ATP a partir do ADP e ions fosfato (vias
resumidas na Figura 2). Ao mesmo tempo, os elétrons adquiridos da reoxidagao
das coenzimas sao transportados do complexo I ao complexo IV, que utiliza o
oxigénio molecular como aceptor final desses elétrons. A cadeia transportadora de
elétrons e a sintese de ATP sao processos acoplados e ocorrem inteiramente nas

mitocondrias. Juntos, esses processos sdo chamados de fosforilagdo oxidativa

(OXPHOS) (Chow et al., 2017).

O maior acimulo de espécies lipidicas nos hepatocitos pode ocorrer tanto
devido ao aumento da DNL, quanto pela diminuigao da B-oxida¢ao mitocondrial.
Esse maior acimulo pode levar a lipotoxicidade, que é o dano ou mesmo morte
celular causada pelo excesso de lipideos na célula (Ertunc & Hotamisligil, 2016;
Hauck & Bernlohr, 2016; Marra & Svegliati-Baroni, 2018). Algumas espécies de
lipideos em particular, como os acidos graxos saturados, ceramidas e
diacilglicerois, sdo especialmente correlacionados com a lipotoxicidade (Marra &
Svegliati-Baroni, 2018). Eles podem levar ao estresse de reticulo, maior producao
de espécies reativas de oxigénio e dano mitocondrial, causando apoptose, piroptose

e resisténcia a insulina (Kitade et al., 2017; Tilg et al., 2017).

Vale destacar que os hepatocitos possuem uma capacidade consideravel
de acimulo de lipideos, porém a lipotoxicidade é desencadeada quando esse
acumulo se torna exacerbado (Arab et al., 2018). A lipotoxicidade é dos principais
fatores que levam a non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), doenca bastante
associada a outras doencas metabdlicas, como a sindrome metabdlica e diabetes

tipo 2 (Houten et al., 2016).
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Um dos fatores que auxiliam a lipotoxicidade é o alto consumo de frutose,
que estima a DNL hepatica e aumenta os niveis de lipideos nos hepatécitos. Em
individuos com a NAFLD, a contribuicdo da DNL hepatica para o acimulo de
lipideos no figado é de 23%, enquanto em individuos saudaveis esse nimero é de
apenas 5% (Softic et al., 2016). Por isso, existe a necessidade de se buscar meios

para a diminui¢do da DNL hepatica.

Devido ao que foi exposto, esse trabalho visa entender se o DHA age
como uma lipocina liberada pelo WAT, durante a exposi¢ao ao frio, capaz de inibir
a DNL hepatica. A ideia do projeto se deu a partir de dados preliminares do grupo,
os quais mostraram maiores niveis de DHA no figado de camundongos expostos ao
frio por 7 dias, enquanto os niveis desse PUFA se encontravam diminuidos nos
tecidos adiposos desses animais. Esses dados eram acompanhados de uma menor
expressdo de Scdl e uma menor razao entre a quantidade de acidos graxos
monoinsaturados (MUFA) e saturados (SFA), o que nos sugeriu, inicialmente, que
o DHA secretado pelo WAT estaria envolvido na diminui¢do da acao da SCD1 e,
consequentemente, diminuigao dos niveis de MUFA. No entanto, dados do trabalho
mostraram que os TFs SREBPlc e ChREBPB sado os alvos mais provaveis do

aumento do DHA no figado.

Para se entender como o aumento dos niveis de DHA hepatico esta
relacionado com a diminuicio de DHA no tecido adiposo, uma coorte de
camundongos foi exposta ao frio por diferentes periodos. O intuito era verificar se
o tempo de exposi¢do em que ocorria o aumento de DHA no figado coincidiria com
o tempo da diminui¢do desse PUFA no tecido adiposo. Nesse experimento néo sé
confirmamos nossa hipotese, como também descobrimos que a DNL hepatica é
estimulada em curtos periodos de exposi¢ao ao frio, de até mais ou menos 12 horas.
Enquanto a apds esse periodo, que coincide com o aumento de DHA, a DNL é
fortemente inibida. N6s acreditamos que o DHA, secretado pelo tecido adiposo, seja

responsavel por essa inibi¢ao da DNL.
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2. Hipotese

Nossa hipo6tese é que o frio possa regular negativamente a DNL hepatica
através do aumento dos niveis de DHA nesse tecido. Dados preliminares do grupo
mostraram que ha um aumento dos niveis de DHA no figado em camundongos
expostos ao frio por 7 dias. Esses dados eram acompanhados de diminui¢do no
tecido adiposo perigonandal (pgWAT). Portanto, nossa hipétese é que esse DHA
seja transportado do pgWAT, durante a lip6lise estimulada pelo frio, para o figado.
O aumento de DHA seria responsavel por inibir a DNL hepatica, através da
diminui¢cdo da atividade de ChREBPB e SREBPlc, e, como consequéncia,

aumentando a -oxida¢do mitocondrial no figado.

Também consideramos a hipétese de que esse DHA seja direcionado
para a sintese de fosfolipidios de membrana, ja que esse 6rgao possui uma maior
preferéncia para a sintese desses lipideos de membrana que contenham o DHA na
sua estrutura (Harayama & Riezman, 2018). Levamos isso em consideracio, ja que
o BAT ¢é capaz de sintetizar lipideos de membrana mitocondrial durante a
exposicao ao frio (Sustarsic et al., 2018). No entanto, essa hipdotese ainda nao pode

ser testada.

3. Objetivos

O objetivo desse projeto é investigar se o DHA, liberado durante a
lipdlise, pode exercer um papel anti-lipogénico no figado durante a termogénese.
Para i1sso, camundongos machos C57BL6/J, alimentados com dieta padrao, foram
expostos ao frio (4° C) por diferentes periodos. Os tecidos adiposos e figado foram
extraidos para analises de composi¢cao de NEFA, através do GC-MS, e de expressao

génica, com o RT-qPCR.

Outro objetivo do projeto é elucidar se o frio pode estimular a conversao

de percursores de DHA, como o acido a-linoleico (ALA, C18:3), em DHA. Para isso
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avaliamos a expressao do RNA mensageiro (mRNA) da Fads2, enzima necessaria

durante a sintese de DHA (Figura 4).

4. Materiais e métodos

4.1. Exposicao de camundongos ao frio

Camundongos de linhagem C57BL6/J com até 18 semanas de vida,
obtidos do CEMIB — Unicamp, foram colocados, isoladamente, em uma camara
ambientada a 4° C por diferentes periodos. Em seguida, o figado, tecido adiposo
branco perigonadal, subcutianeo e tecido adiposo marrom foram coletados para

analises

4.2. Composicao das dietas utilizadas

Os camundongos foram alimentados com dieta padrdo (chow diet)
(NUVILAB CR-1®-Sogorb Inc) ou dieta hiperlipidica (Rhoster). A composi¢cao da
dieta da Nuvilab contém 70% das calorias provindas de carboidratos, 20% de
proteina e 10% de gordura. A dieta hiperlipidica contém 60% das calorias

provindas de lipideos, 20% de carboidratos e 20% de proteinas.
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4.3. Analise de expressao génica por Real Time-qPCR

A extracdo de RNA total de cada tecido foi realizada utilizando o TRIzol
(ThermoFisher), cloroférmio e isopropanol como reagentes de extracéao.
Primeiramente, as amostras eram homogeneizadas em Trizol (~500 ul) para
seguida adi¢do de cloroférmio (~100 ul). Apdés a mistura, as amostras eram
centrifugadas em 12000 rpm e o sobrenadante obtido era coletado através de uma
pipeta. Em seguida, adicionava-se isopropanol (~250 ul) ao sobrenadante para
estimular a precipitacdo do RNA total e depois centrifugava-se mais uma vez para
obter-se o RNA na forma de pellet. Em seguida, o isopropanol era removido e o
pellet era lavado com alcool 70% e 100%. O RNA total extraido era quantificado e
normalizado para concentrag¢oées entre 150 a 500 ng/ul.. Apés a normalizacéo,
utilizava-se de 500 a 1000 ng RNA para a reacao de sintese cDNA, o qual foi
realizada através do kit Mix da MultiScribe Reverse Transcriptase
(ThermoFisher). O volume de reagao foi de 10 uL. O ciclo de temperatura utilizado
foi: 25° C por 10 min, 37° C por 2 horas e 85° C por 5 minutos. O termociclador
utilizado foi o0 CFX96 da marca Bio-Rad. Ao fim dos ciclos, cada amostra fo1 diluida
20x (volume final de 200 uL) com agua deionizada MilliQ. Para a reacao do PCR,
foram utilizadas 3 ulL da solugdo de cDNA e 3 ulL de SYBR Green Master Mix +
Primers (forward e reverse) de cada gene (Tabela 1). Esses reagentes foram
pipetados em placas de 384 pocos, onde a fluorescéncia da sonda SYBR Green foi

detectada no CFX384 Touch Real-Time PCR Detection System da marca Bio-Rad.
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Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados

Acaca - F GATGAACCATCTCCGTTGGC
Acaca - R GACCCAATTATGAATCGGGAGTG
Acly - F ACCCTTTCACTGGGGATCACA
Acly - R GACAGGGATCAGGATTTCCTTG
Arbp - F AGATTCGGGATATGCTGTTGGC
Arbp - R TCGGGTCCTAGACCAGTGTTC

Chrebp-a F CGACACTCACCCACCTCTTC
Chrebp-a R TTGTTCAGCCGGATCTTGTC
Chrebp-b F TCTGCAGATCGCGTGGAG
Chrebp-b R CTTGTCCCGGCATAGCAAC

Cptla-F CTCCGCCTGAGCCATGAAG
Cptla-R CACCAGTGATGATGCCATTCT
Dgat2 - F GCGCTACTTCCGAGACTACTT
Dgat2 - R GGGCCTTATGCCAGGAAACT
Fasn - F GGAGGTGGTGATAGCCGGTAT
Fasn - R TGGGTAATCCATAGAGCCCAG
Scdl F TTCTTGCGATACACTCTGGTGC
Scdl R CGGGATTGAATGTTCTTGTCGT
Ucpl-F AGGCTTCCAGTACCATTAGGT
Ucpl-R CTGAGTGAGGCAAAGCTGATTT

4.4. Analises dos perfis lipidicos por cromatografia gasosa acoplada a

espectroscopia de massas (GC-MS)

As fragoes lipidicas dos tecidos foram extraidas a frio por meio da técnica
de adaptada de Folch (Folch et al., 1987) e, posteriormente, esterificadas segundo
o método proposto por Shirai, Suzuki e Wada (Shirai et al., 2005). A fracao lipidica
dos tecidos eram extraidas através de uma solucgao 2:1 de cloroférmio/metanol. Os
lipideos extraidos eram sujeitos ao processo de hidrodlise pelo uso de uma solugao
fortemente basica (NaOH/metanol), o que resultou na producio de acidos graxos
livres nao esterificados. Esses acidos graxos foram submetidos a reagdes de

metilacdo, através de uma solugdo contendo acido sulfurico e metanol, o que
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produziu ésteres metilados dos acidos graxos. Esses ésteres metilados eram
suspensos em octanol para a injecdo no aparelho de GC-MS. A analise
cromatografica foi realizada em cromatégrafo a gas acoplado ao espectrometro de
massa (GCMS-QP2010 Ultra; Shimadzu), utilizando coluna de silica fundida
Stabilwax (30 m de comprimento; 0,25 mm de diametro interno; 0,25 um de
espessura; Restek®). O gas hélio ultrapuro foi utilizado como gas de arraste a um
fluxo de 1,3 mL/min. Foi injetada 1 pL. de amostra com taxa de divisdo de 1:25. A
temperatura do injetor era de 250 °C enquanto a programacao de aquecimento do
forno era iniciada a 80 °C com velocidade de aquecimento de 5 °C/min até 175 °C,
seguido por uma taxa de aquecimento de 3 °C/min até 230 °C, sendo a temperatura
mantida por 20 minutos. O espectrometro de massa seguiu as seguintes condigoes:
voltagem de ionizacao de 70 eV, temperatura da fonte de ionizagao de 200 °C, modo
de escaneamento completo com amplitude de 35-500 m/z com velocidade de 0,2 seg.

por escaneamento.

4.5. Extracao e quantificacao de lipideos totais em figado e soro de

camundongos

Para quantificacdo de lipideos totais no figado e soro dos camundongos, foi
realizada a extragdo com surfactante NP-40 e quantificacdo através do kit da
labtest. Primeiramente os tecidos foram pesados e homogeneizados com 500 uL de
uma solugdo aquosa contendo 5% (v/v) de NP-40. Em seguida, o homogenato foi
aquecido a 100° C até observar-se turvacao da solucéo, processo que levou ao redor
de 5 minutos. Em seguida, as amostras foram deixadas esfriando e, apds atingir a
temperatura ambiente, foram levadas para a centrifugacdo a 14000 rpm por 2

minutos. O sobrenadante contendo a fracgao lipidica, foi transferido para outro tubo.

Para a quantificacao, foi adicionado 2 uL. de sobrenadante obtido na extracgao
e 200 uL do reagente 1 do kit da labtest. Os primeiros pogos da placa foram

utilizados como branco da reacao.
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4.6. Consumo de oxigénio mitocondrial

Figados de animais expostos ao frio foram analisados post mortem no
respirometro Oroboros Oxygraph-2k para avaliacdo do consumo de oxigénio de
cada complexo mitocondrial. Apés a exposi¢cao ao frio, o figado dos animais era
retirado e imediatamente colocados em tampéao de pH 8. Em seguida, esse figado
era cortado em pedacos menores para posterior pesagem e aplicagdo no Oroboros.
Cada droga administrada no equipamento teve como objetivo estimular ou inibir a
atividade de algum complexo mitocondrial (I, II e IV). Primeiramente, ADP + GMP
(glutamato, malato e piruvato) tiveram como objetivo estimular o complexo I. Em
seguida, o FCCP teve como funcéo desacoplar a cadeia respiratoria com a producao
de ADP, levando a respiragdo mitocondrial, teoricamente, ao seu maximo. A
rotenona inibiu o complexo I. O succinato, como substrato do complexo II, estimula
sua atividade maxima, enquanto a antimicina A (AA) inibe o complexo III. Por
ultimo a mistura de Ascorbato + TMPD (N,N,N,N-tetrametill-p-fenilenediamina)
estimula a maxima atividade do complexo IV. Assim, foi possivel estimar a

atividade maxima de cada um dos 3 complexos propostos.

4.7. Analise estatistica

As analises estatisticas foram conduzidas no programa Graphpad Prism 8.4.
Para experimentos com apenas uma variavel, como tempo de exposi¢ao ao frio, foi
utilizado o teste One-Way ANOVA com post hoc Tukey. Ja para experimentos com
duas variaveis, como exposi¢ao ao frio e tipo de dieta, utilizou-se o teste Two-Way
ANOVA. Para experimentos comparando apenas 1 variavel entre 2 grupos, foi

utilizado teste t de Student.
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5. Resultados

5.1. Resultados preliminares 1: O frio induz aumento dos niveis de

DHA no figado e diminuicao nos tecidos adiposos

Os dados preliminares mostraram que os niveis de DHA no figado de
camundongos expostos ao frio, por 7 dias, se encontravam aumentados em relacgao
aos seus controles nao expostos (Figura 5A). Ao mesmo tempo, foi observado uma
diminui¢io desse PUFA nos tecidos adiposos (Figura 5B), em especial no pgWAT
(Figura 5C) e no BAT (Figura 5D). Como o DHA pode ser armazenado no WAT
(Lin & Connor, 1990), esses dados nos sugeriram que ele possa ser transportado do
peWAT e BAT para o figado durante a exposicao ao frio. Também foi observada
uma diminuic¢ao de ALA, o precursor metabdlico do DHA, no subWAT (Figura 5B)
e pgWAT (Figura 5C), o que indica uma possivel conversao de ALA em DHA,

através da via Sprecher, previamente a libera¢do do DHA pelos tecidos adiposos.
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Figura 5. O frio induz um aumento de DHA no figado e diminuicao de ALA e DHA nos

tecidos adiposos

Dados foram obtidos a partir da analise dos tecidos extraidos de camundongos expostos ao frio (4°
C) por 7 dias através da técnica de cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas

(GC-MS).

A) Figado

B) Tecido adiposo branco subcutaneo (subWAT)
C) Tecido adiposo branco perigonadal (pgWAT)
D) Tecido adiposo marrom (BAT).

Para cada acido graxo, o nimero entre paréntese indica o nimero de carbonos e a quantidade de
duplas ligacoes presente na cadeia carbonica. Assim ALA (C18:3) denota um acido graxo com 18

carbonos e 3 duplas ligacées (ou insaturacoes)

Os dados foram expressos como média * erro padrao da média. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

baseado no teste t de student.
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5.2. Resultados Preliminares 2: O aumento DHA parece estar
relacionado com a inibicao de Scd1 e menor grau de dessaturacao

no figado

Como o DHA possui capacidade bem documentada de inibir a transcrigao
de Scd1 no figado (Mauvoisin & Mounier, 2011), foi sugerido que os maiores niveis
desse PUFA pudessem diminuir o grau de dessaturacao nesse tecido através da
inibicao da expressado de Scdl. O grau de dessaturacido é mensurado pela razao
MUFA/SFA, que é uma medida indireta da atividade da SCD1. No figado, acao
dessa enzima é associada com a maior sintese de TAG, acimulo de gordura e

obesidade (Jeyakumar et al., 2009).

Os dados obtidos a partir da GC-MS, mostraram uma menor razao
MUFA/SFA (Figura 6A) no figado dos animais expostos ao frio por 7 dias. Por
outro lado, essa razao se encontrou aumentada nos tecidos adiposos desses animais
(Figuras 6B, 6C e 6D). Como a razdao MUFA/SFA ¢ resultado da atividade de
SCD1, mediu-se a expressido desse gene através do RT-qPCR. Os resultados
corroboraram com as razoes MUFA/SFA obtidas, ja que observamos uma menor
expressao génica de Scdl no figado (Figura 6E). De maneira oposta, nos tecidos

adiposos (Figuras 6E, 6F e 6(G), a expressao de Scdl mostrou-se aumentada.

Esses resultados nos indicaram que os maiores niveis de DHA hepaticos
poderiam estar associados a menor lipogénese nesse 6rgao através da inibicdo de
SCD1. Enquanto nos tecidos adiposos, a diminuicdo do DHA estaria associada a

um estimulo a lipogénese pelo aumento de ag¢do de SCD1.
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Figura 6. O aumento de DHA no figado parece induzir uma diminuicao da razao

MUFA/SFA através da diminuicao da transcricao de Scd1l

A, B, C e D) Razao MUFA/SFA obtida através da GC-MS A) Figado B) subWAT C) pgWAT D)
BAT.

E, F e G) Expressao relativa de mRNA referente ao gene Scd1 E) Figado F) subWAT G) BAT.

Os dados foram expressos como média * erro padrao da média. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

baseado no teste t de student.
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5.3. O tempo necessario para o aumento de DHA no figado coincide
com o tempo necessario para a diminuicao de ALA no tecido

adiposo

Considerando a possibilidade do aumento de DHA no figado e
diminui¢do nos tecidos adiposos serem processos interconectados, realizamos um
experimento em que grupos de camundongos eram expostos ao frio por diferentes
periodos (experimento time course). O intuito era verificar se o periodo em que
ocorre o aumento de DHA coincide com o periodo em que ocorre a diminui¢io de
DHA e/ou ALA nos tecidos adiposos e com as mudancas na razido MUFA/SFA
observadas nos experimentos preliminares. Os tempos escolhidos, além dos 7 dias,

foram 12 horas, 3 dias, 5 dias.

A partir do experimento, foi possivel confirmar que, mesmo em
diferentes condi¢ées dos experimentos preliminares, houve o aumento dos niveis
de DHA no figado (Figura 7A). Observamos que esse aumento foi significativo (p
< 0.001) nos animais expostos por 3 dias ao frio em relacdo aos controles nao
expostos. No pgWAT, houve diminuicao de 11% de ALA (C18:3), mas sem diferenca
significativa (Figura 7B). No entanto, essa diminuigio se tornou significativa (p <
0.0001) no quinto e sétimo dia de exposi¢do, o que reforcou a possibilidade de

conversado do ALA para DHA no pgWAT.

Ademais, também confirmamos a relacdo entre as menores razoes
MUFA/SFA e os niveis de DHA, os quais diminuiram a partir do terceiro dia e que
também mantiveram-se nos periodos seguintes (Figura 7C). No entanto, nao
confirmamos os mesmos resultados dos experimentos preliminares dessa razao no
peWAT (Figura 7D). O resultado mostrou apenas um aumento da razdo em 12

horas de exposi¢do e ndo se manteve nos periodos seguintes (Figura 7D e 7E).

A menor razdo MUFA/SFA observada no figado provavelmente ocorreu
devido a diminuigao da contribuicdo relativa de oleato (C18:1) e um aumento
expressivo (de 43%, p < 0.0001) de estearato (C18:0) (Figura 7E). Assim, esses

resultados sugeriram, mais uma vez, a relagdo entre a quantidade de DHA no
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figado e a diminuicdo da acdo de SCD1, como observado nos experimentos

preliminares.
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Figura 7. Composicao porcentual de acidos graxos no figado e tecido adiposo

perigonadal dos camundongos expostos ao frio no experimento time course
A e B) Acidos graxos poli-insaturados A) Figado B) pgWAT

CeD) Acidos saturados (SFA) e monoinsaturados (MUFA) C) Figado D) pgWAT

E e F) Razao MUFA/SFA E) Figado e F) pgWAT

Os dados foram expressos como média * erro padrio da média. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

e ¥***P < (0.0001, baseado no teste One-Way ANOVA e post hoc Tukey.
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5.4. O aumento de DHA no figado pode estar associado a diminuicao

da DNL nesse 6rgao

Como observamos que o aumento de DHA no figado estava associado
temporalmente com a diminuicdo da razdo MUFA/SFA, investigamos a
possibilidade do envolvimento do aumento de DHA na menor expressao de Scdl
nos animais do experimento time course. Ademais, como o DHA pode inibir néo sé
a transcri¢ao de Scdl, como também a transcrigdo de outras enzimas e fatores de
transcrigao ligados a DNL (Dentin et al., 2005; Y. Wang et al., 2015), medimos a
expressao génica de Scdl, Srebfl, Chrebpa, Chrebpp, Fatty acid sinthase (Fasn) e
Diacylglycerol O-acyltransferase 2 (Dgat2). A intencao era verificar se os aumentos
de DHA também coincidiam temporalmente com uma diminui¢do na expressao

desses genes.

Os resultados mostraram que alguns desses genes seguiram um perfil
de expressao bifasico (Figura 8A). Sendo que em 12 horas de exposi¢ao, ocorreu
um aumento significativo (p < 0.05) da expressdo de Fasn, Chrebpf e Dgat2.
Enquanto a partir do terceiro dia de exposi¢édo, ocorreu diminuicao da expressao
de todos os genes da DNL (Figura 13D), seja em relacdo ao controle nio exposto

ao frio, seja em relacdo a 12 horas de exposicao.

Em 12 horas de exposigao ao frio, houve um aumento de 2,4 vezes na
expressao relativa ChrebpfSem relagao aos controles nao expostos. Ja Fasn e Dgat2
o aumento foil de 91% e 29%, respectivamente. Isso indica um aumento de DNL
estimulada pela atividade de ChrebpfS em curtos periodos de tempo. No entanto,
nesse mesmo periodo, houve diminuic¢ao da expressao de Srebfl e Scdl, em 24% e

72% respectivamente.

A partir do terceiro dia de exposicdo, periodo em que ha o aumento de
DHA no figado, o padrao do perfil de expressado adquire grande diferenca (Figura
8A). A expressao de todos os genes diminui ou pelo menos voltam aos niveis dos
controles nao expostos ao frio. No caso dos genes que sofreram aumento em 12

horas de exposicao, como Fasn, Chrebpf e Dgat2, observamos uma tendéncia ao
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retorno nos niveis do controle. Enquanto a expressao de genes que ndo mostraram
aumento em 12 horas de exposi¢do, como Scdl e Srebfl, continuaram a diminuir.
A expressao de Scdl diminuiu significativamente (p < 0.001), o que justificaria a
diminui¢cdo de MUFA/SFA observada a partir do terceiro dia. Ja a expressao de
Srebf1, também em queda, chegou a uma diminui¢cdo de 50% no quinto dia de

exposicao.

O aumento da expressado de Chrebpf e diminuicao de Srebf1 no figado
parece, a principio, paradoxal, visto que a expressao desses fatores de transcrigao
costuma estar associada devido ao metabolismo da glicose e a secre¢ao de insulina
serem processos fortemente conectados (Linden et al., 2018; Ridgway & McLeod,
2015; Y. Wang et al., 2015). Contudo, uma possivel explicacao para esse fenomeno

¢ a sinalizacdo de hormonios tireoidianos nos hepatocitos.

Como ja mostrado na literatura, esses hormonios podem estimular a
expressao de Chrebpf e inibir a de Srebf1 (Hashimoto et al., 2006, 2009; Sinha et
al., 2018). Além disso, eles possuem papel fundamental durante a exposi¢ao ao frio
(De Jesus et al., 2001; Oppenheimer et al., 1991; Sinha et al., 2018). Com 1isso,
sugerimos que eles seriam os responsaveis por essa dissociacio entre a expressao
de Chrebpf e Srebfl em curtos periodos de tempo de exposi¢ao ao frio. Outra
explicagio possivel, é acdo da recém descoberta Neuregulina 4 (NRG4) sob o figado
(G.X. Wang et al., 2014). Essa proteina é secretada pelo BAT em pequenos periodos
de exposicao ao frio em camundongos (cerca de 4 horas de exposi¢cao) e age nos
hepatdécitos inibindo apenas a transcrigcdo de SrebfI, sem qualquer efeito sob a

expressao de Chrebpp.

Além da expressao génica, também medimos a quantidade total de TAGs
no figado, que é um parametro relacionado com maior captaciao e/ou producao de
TAGs no figado. Essa medida poderia indicar se as variagoes da expressio génica
da DNL resultariam em algum impacto para o acimulo de TAGs no figado. Isso
porque muitas vezes ocorre aumento da expressao de um gene sem que 1sso resulte
em um aumento liquido da expressao/atividade da proteina efetora. Ou seja, os

processos de transcricao e traducdo de um gene/mRNA podem ser desacoplados
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gracgas aos diferentes mecanismos de regulagdo que existem entre a expressao de

um gene/mRNA até o aumento da atividade de uma proteina.

Em relacao as medidas de TAGs total no figado, os resultados indicaram
que houve um aumento de 16% (p < 0.01) na concentracdo de TAGs no figado dos
animais expostos por 12 horas ao frio (Figura 8B). A concentracdo de TAGs
aumentou de 348,14 mg/dL, do controle, para 404,71 mg/dL, em 12 horas de
exposicdo. Isso mostrou que o aumento da expressao de Chrebpp, Fasn e Dgat2
pode ter resultado em um aumento real da DNL hepatica. Apds as 12 horas de
exposi¢ao, como esperado, a diminui¢ao da expressao de todos os genes resultou em
diminui¢ao da concentragao de TAGs no figado, que voltou a valores préximos aos
dos controles nao expostos ao frio, ficando ao redor de 357,88 mg/dL. Esse resultado
mostrou que as variagoes na expressao de genes da DNL podem ter se
correlacionado bem com as variagées reais da taxa de DNL. Além disso, a
diminui¢ao do acamulo de TAGs coincidiu temporalmente com o aumento de DHA,
sugerindo, mais uma vez, a participacao desse PUFA na diminui¢cdo de DNL no

figado.

Ja fol reportado na literatura que em periodos de 4 horas de exposi¢ao
ao frio, o figado aumenta a quantidade de TAGs como consequéncia da lipdlise do
WAT (Heine et al., 2018). Porém, nossos dados sugerem que a DNL hepatica

também contribui para esse fenomeno.
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Figura 8. O aumento de DHA no figado pode estar relacionado com a diminuicao da

expressao de genes da DNL e com o0 menor acimulo de TAGs nesse orgao

A) Expressao de mRNA relativa (normalizados por 36b4) de genes da DNL
B) Triacilglicerideos totais no figado

Os dados foram expressos como média * erro padrao da média. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001,

baseado no teste One-Way ANOVA e post hoc Tukey.
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5.5. O frio induz o aumento de expressao génica de Fads2 no tecido

adiposo perigonadal

Como observamos uma diminuicao de ALA no tecido adiposo e aumento
de DHA no figado, nos perguntamos se poderia haver maior sintese de DHA no
peWAT dos animais expostos ao frio. Por isso, medimos a expressao génica de
Fads2 tanto no figado quanto no pgWAT. A intencao era verificar se haveria um
aumento de expressdo no pgWAT e descartar uma possivel conversao no proprio

figado.

Assim, comparando a expressao nos dois tecidos analisados, pudemos
observar que a expressao de Fads2 apresentou aumento apenas no pgWAT. O
aumento de expressao se tornou significativo (p < 0.01) a partir do terceiro dia de
exposi¢cao, que se tornou ainda maior no quinto e sétimo dia de exposicdo (p <
0.001). Com 1sso, houve correlacao temporal com os aumentos de DHA observados
no figado. A partir desses resultados, pudemos adquirir maior embasamento para

a hipotese dessa conversao de ALA em DHA no pgWAT.
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Figura 9. O frio induz a expressao génica de Fads2 no tecido adiposo perigonadal
(pgWAT)

Expressao de Fads2 no figado e pgWAT dos camundongos do experimento time course.

Os dados foram expressos como média * erro padrio da média. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

e ¥***P < (0.0001, baseado no teste One-Way ANOVA e post hoc Tukey.
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5.6.Conclusao parcial do experimento time course

O experimento em time course nao s6 confirmou nossos dados
preliminares de aumento de DHA no figado, como ainda mostrou uma
interconectividade consistente entre os niveis de DHA no figado e ALA no pgWAT.
Os resultados mostraram que o transporte de DHA para o figado acontece a partir
do terceiro dia de exposi¢ao ao frio, mesmo periodo em que ocorre a diminuicao de
ALA no pgWAT. Isso sugere uma conversao prévia de ALA em DHA no tecido
adiposo para futura exportacao ao figado. Essa hipotese foi reforcada devido ao
aumento da expressao de Fads2 no pgWAT. Adicionalmente, o aumento de DHA
no figado parece ser a causa da diminui¢cdo da DNL hepatica, tendo como

consequéncia a diminui¢ao da concentragio de TAGs nesse érgao.

Curiosamente, nossos experimentos também mostraram que a exposi¢ao
ao frio ndo apenas diminui a DNL e o acimulo de TAGs no figado, como também
aumenta a DNL e o acimulo de TAGs em periodos curtos de exposi¢ao, ja que foi
observado um aumento da expressao de genes da DNL e maiores concentracoes de
TAGs no figado de animais expostos ao frio por 12 horas. Com isso, a partir dos
experimentos realizados até entao, podemos concluir que o frio estimula uma
resposta lipogénica bifasica no figado dependente da concentracdo de DHA nesse
orgao.

Em periodos agudos de exposigao, ha aumento de DNL e acimulo de
TAGs, mediado principalmente por ChREBPB (Figura 10A). Enquanto na
exposi¢ao cronica ocorre um retorno da DNL e da concentracdo de TAGs aos niveis
do controle (Figura 10B), processo que parece ser mediado pela inibi¢cdo de

ChREBPf e SREBP1c através dos aumentos dos niveis hepaticos de DHA.
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ALA — DHA

Lipodlise

Figura 10. Conclusao parcial do experimento time course

A) Em até 12 horas de exposicao ao frio a DNL hepética é estimula por acao do fator de transcricao

ChREBPf. Esse processo, em conjunto com a lipélise do WAT, resulta em um maior actimulo de

TAGs no figado.

B) Apéds as 12 horas de exposigao, ocorre diminui¢ao da transcri¢io de ChREBPB e SREBP1c, que
resulta em diminuicdo do acimulo de TAGs no figado. Acreditamos que essa diminuicdo das
atividades desses fatores de transcricdo seja mediada pelo aumento de DHA. Esse DHA é

previamente sintetizado no pgWAT pela acdo da FADS2 sob o ALA.

Figuras criadas no BioRender.com
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5.7. O transporte de DHA, induzido pelo frio, parece estimular a

atividade mitocondrial hepatica

Como nossos dados até agora sugeriram uma diminui¢cdo da DNL pelo
aumento dos niveis de DHA no figado, nossa nova hipé6tese foi que essa diminuig¢ao
da DNL diminuiria a concentracdo de Malonil-CoA nos hepatécitos, o que

aumentaria a -oxidacdo mitocondrial através do aumento de atividade de CPT1a.

Para testarmos essa hipotese, medimos o consumo de Oz em biopsias de
figado de animais expostos ao frio nos dois periodos de grandes diferencas no perfil
de expressido de genes da DNL: 12 horas e 3 dias. A intencdo era observar se
haveria diminui¢ao do consumo de Oz em 12 horas, devido a maior DNL nesse
periodo, e aumento desse consumo em 3 dias de exposi¢ido, tempo em que houve

aumento da concentragdo de DHA no figado e menor DNL.

A partir dos resultados, foi possivel observar que o consumo de Oz pelos
complexos I (pico ADP + GMP), II (succinato) e IV (Asc + TMPD) se mostrou
diretamente proporcional ao tempo de exposicdo ao frio (Figura 11A).
Primeiramente, o consumo de Oz basal ja mostrou alguma tendéncia, apesar de
nao haver diferenca estatistica entre os grupos nessa situacdo. Em seguida, o
complexo I, estimulado por ADP e glutamato, malato e piruvato (GMP), indicou,
como afirmado anteriormente, que o consumo de Oz é diretamente proporcional ao
tempo de exposi¢ao. Porém, nido observamos um menor consumo de oxigénio em 12
horas de exposi¢ao, o que se correlacionaria com maior expressao de genes da DNL
nesse tempo (Figura 8A) e, teoricamente, a maior concentracio de Malonil-CoA.
Ja em 3 dias de exposi¢cdo, houve aumento do consumo de Oz, como esperado

(Figura 7A).

A tendéncia de aumento do consumo de Oz com maior tempo de exposi¢ao
¢é seguida pelo demais complexos. O complexo II, estimulado com succinato, mostra
diferenca estatistica no consumo de oxigénio apenas em 3 dias de exposicao,
enquanto o complexo IV, estimulado com ascorbato (Asc) e TMPD, mostra a mesma

tendéncia, porém sem diferenca estatistica entre os grupos.
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Para dar for¢ca a nossa hipétese de maior atividade mitocondrial,
medimos a expressao de genes da B-oxidacao (Cptla, AcadVL, AcadL) e OXPHOS
(Coxb5b). Com 1sso, encontramos a mesma tendéncia observada no consumo de
oxigénio: expressao génica diretamente proporcional ao tempo de exposi¢ao ao frio
(Figura 11B). A partir desses resultados, nao foi possivel considerar que a maior
transcrigao de genes da DNL esteja ligada a diminuic¢éo da atividade mitocondrial,
j4 que nao observamos queda no consumo de Oz, nem da expressao de genes da [3-

oxidagao no periodo de 12 horas.

A partir desse resultado, consideramos também a possibilidade de que a
maior atividade mitocondrial esteja associada a ativacao dos receptores nucleares
PPARa e nao somente aos menores niveis de Malonil-CoA na célula. Isso porque o
maior consumo de Oz fo1 observado apenas no periodo de 3 dias, o mesmo periodo
que houve aumento de DHA hepatico, sugerindo que o DHA possa estar por tras
da ativacgao desse receptor nuclear (Jump et al., 2013). A maior ativacdo de PPARa
leva ao aumento da transcrigao de genes da B-oxidagao, o que poderia explicar o
aumento de transcri¢ao de Cptla, AcadL, AcadVL e do consumo de Oz mitocondrial
em 3 dias de exposi¢ao ao frio. Como em 12 horas de exposic¢ao ao frio ainda nao ha

aumento DHA no figado, nao haveria ativa¢do de PPARa.

Além disso, o aumento do consumo de oxigénio pode estar associado a
maior biogénese de mitocondrias no figado ou mesmo a maior atividade da f-
oxidacdo e OXPHOS nas mitocondrias ja existentes, o que devemos confirmar
através de ensaios futuros. Esses resultados indicam que o DHA transportado ao
figado pode estar correlacionado com o aumento das vias oxidativas mitocondriais
durante a exposigao ao frio pela ativagao de PPARa. No entanto, devido a namero
de amostras serem baixos (n = 3 — 4) no experimento com o Oroboros, devemos

realizar mais experimentos para confirmar esse dado.
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Figura 11. Os maiores niveis de DHA hepatico levam a um aumento do consumo de

oxigénio mitocondrial

A) Consumo de oxigénio em biopsia de figado de camundongos expostos ao frio por 12 horas ou 3

dias. Dados obtidos através da técnica de respirometria (Oroboros).
B) Expressao de genes relativos a p-oxidagao e fosforilagéo oxidativa.

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média. *P < 0.05, **P < 0.01, baseado no

teste One-Way ANOVA e post hoc Tukey.
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5.8. Camundongos obesos sao resistentes ao transporte DHA para

figado

Como a DNL contribui de maneira significativa para o acumulo de
lipideos nos hepatécitos em pacientes e em camundongos obesos (Softic et al.,
2016), investigamos a possibilidade do frio poder reverter esse actimulo pela
regulacdo negativa dessa via através dos aumentos dos niveis de DHA no figado.
Para isso, uma nova coorte de camundongos foi induzida a obesidade através do
consumo de uma dieta hiperlipidica contendo 60% de gordura (high-fat diet, HFD),
onde parte dessa coorte foi exposta a 4° C por 7 dias. Assim, ao 1nicio do
experimento, possuiamos 4 grupos: controle com dieta padrao, controle com HFD,
controle com dieta padrao + 7 dias de frio e dieta hiperlipidica + 7 dias de frio
(Figura 12A). A dieta hiperlipidica foi administrada por 16 semanas. Como
anteriormente, realizamos as analises de expressdo génica e perfil lipidico dos

tecidos adiposos e do figado desses animais.

Nossos experimentos mostraram que os animals obesos parecem nao
sofrer o remodelamento lipidico capaz de aumentar os niveis de DHA hepatico.
Camundongos e humanos obesos possuem menores niveis de PUFAs em seu figado
(Puri et al., 2009), o que confirmamos através da GC-MS, o qual mostrou que a
quantidade de ALA e DHA é menor tanto no figado (Figura 12B), quanto no
peWAT e BAT (Figuras 12H e 12K) dos camundongos obesos. O frio ndo foi capaz
de causar alteracdo no nivel desses PUFAs 6mega-3. Além disso, a quantidade de
oleato na dieta causou forte alteracao do perfil de acidos graxos, fazendo com que
a quantidade desse MUFA fosse maior em todos os tecidos analisados (Figuras
12C, 121 e 12L), o que resultou em aumento de MUFA/SFA (Figura 12D) e TAG
totais (Figura 12F) no figado desses animais. Nao houve diferenca na quantidade

de TAG entre os grupos (Figura 12G) independente da dieta ou exposic¢ao ao frio.

O RT-qPCR também mostrou que o frio pode diminuir apenas a
expressao de Scdl no figado (Figura 12E). Porém, isso nao se traduziu em
diminuigao de oleato nesse 6rgao. Isso mostra que o oleato obtido através da dieta

pode compensar a menor producao hepatica desse acido graxo. Animais e humanos
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obesos também possuem um aumento da DNL hepatica (Softic et al., 2016), o que
pudemos confirmar nos nossos experimentos. Os resultados mostraram maiores
expressao de Chrebpf e Srebfl e infelizmente, o frio também nao foi capaz de

diminuir a expressao deles (Figura 12E).

Com isso, os dados sugerem que camundongos obesos sdo incapazes de
transportar o DHA até o figado para supressao da lipogénese. Isso pode ser devido
ao lipidoma desses animais ja ser bastante alterado, o que causa uma maior

resisténcia a altera¢ées metabodlicas causadas pelo frio.

Controle (dieta padrao)

Dieta hiperlipidica por 16 semanas
+ 7 dias de frio

Dieta hiperlipidica por 16 semanas

Dieta padréo + 7 dias de frio
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Figura 12. Camundongos submetidos a dieta hiperlipidica nao transportam o DHA para

o figado

Analises moleculares de figado de camundongos C57BL6/J quando submetidos a uma dieta rica em

gordura (por 16 semanas) e/ou sdo expostos a 4° C por 7 dias. (n =5—17)

A) Metodologia de tratamento dos camundongos. Figura criada no BioRender.com

B, H e K) Composicido relativa de acidos graxos émega 3 B) Figado H) Tecido adiposo branco

perigonadal (pgWAT). K) Tecido adiposo marrom (BAT).

C, I e L) Composicio relativa de acidos graxos saturados (Palmitato C16:0 e Estearato C18:0) e

monoinsaturados (Palmitoleato C16:1 e Oleato C18:1) C) Figado I) pgWAT L) BAT.

D, J e M) MUFA/SFA ratio. Razdo entre a quantidade relativa de 4cidos graxos monoinsaturados

e acidos graxos saturados D) Figado J) pgWAT M) BAT.

E) Anélise da expressao de genes associados a DNL hepatica através de RT-qPCR. A expressao de

cada gene foi normalizada por 36b4.
F) Triglicerideos totais no figado.
G) Triglicerideos totais no soro.

Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001,

****P < (0.0001 baseado no teste Two-Way ANOVA.
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5.9. Determinacao da temperatura do grupo controle:

termoneutralidade (30° C) versus temperatura ambiente (22° C)

Os experimentos realizados até o momento utilizaram a
termoneutralidade (~ 30° C) ou a temperatura ambiente do biotério (~ 22° C) nos
camundongos do grupo controle. Inicialmente, pretendiamos utilizar sempre os
animais desse grupo em termoneutralidade, ja que os experimentos preliminares
foram conduzidos com os controles nessa temperatura. No entanto, isso dependia
da disponibilidade de uma camara climatica, o que néo tivemos acesso nos
experimentos em time course. Devido a 1sso, esses experimentos foram conduzidos

em animais em temperatura ambiente do biotério como grupo controle.

Quando foi possivel o acesso a camara climatica, comparamos as duas
temperaturas utilizadas como controle (30 e 22° C) com o grupo exposto a 4° C
(Figura 13A). A intencao era verificar se haveria diferenca significativa entre a
inducao da expressao de genes da DNL e da OXPHOS entre as duas temperaturas,
e selecionar qual delas seria mais adequada para os préximos experimentos. O
tempo de exposicao foi escolhido foi de 3 dias, o menor tempo necessario para que

houvesse aumento significativo de DHA hepatico.

Os dados obtidos mostram que a exposicao a 22° C ja é responsavel por
causar parte da diminuicdo da expressido de genes da DNL (Figura 13B). A
expressao relativa de Srebfl caiu 33% em 22° C em relagcdo ao controle em
termoneutralidade, ja Scd1 mostrou uma diminuigao de 52%. Apesar de nao haver
diferenca estatistica, Fasn mostrou uma diminuigao de 36% em 22° C, seguindo as
tendéncias observadas nas expressoes de SrebfI e Scdl. Em 4° C, como esperado,
todos esses genes mostraram diminui¢do, mostrando mais uma vez que o frio inibe
a transcrigao de genes da DNL hepatica. Ja os genes envolvidos na OXPHOS
(Cox7a2, Cox8b, Uqcrcl e Cox5b) ndo mostraram alteracdo significativa de sua
expressao em 22° C em relacdo a 30° C (Figura 13B), o que sugeriu que qualquer
uma dessas temperaturas pode ser utilizada no grupo controle para as medidas de

expressao de OXPHOS e possivelmente de consumo de Oa.
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Ja nos tecidos adiposos (subWAT, pgWAT e BAT) a tendéncia néo se
mostrou tao clara quanto no figado. No subWAT (Figura 13C), as expressoes dos
genes utilizados, UCP1, Fasn, Scd1 e Chrebpf, mostraram aumento significativo
(p <0.001) apenas em 4° C. No pgWAT, o qual substitui-se apenas Ucp1 por Pnpla2
(ATGL, Lipdlise), houve um aumento significativo (p < 0.5) ja em 22° C para a
maioria desses genes. Essa tendéncia também foi observada no BAT (Figura 13E).
No entanto, tanto no subWAT como no BAT, as diferencas se tornam bem mais
significativas em 4° C, sugerindo que a diferenca entre a termoneutralidade e a

temperatura ambiente do biotério pode ser negligenciada para esses tecidos.

Um aspecto curioso dos resultados é o aumento da expressio de genes
da DNL (Fasn, Scdl e Chrebpf) nos tecidos adiposos, principalmente subWAT e
peWAT, apods os 3 dias de exposi¢ao ao frio em 4° C. Isso pode parecer paradoxal a
principio, ja que a exposicdo ao frio estimula processos catabdlicos, o que nao
caberia a DNL nesse processo, que é uma via anabdlica e antagbnica as vias
catabdlicas. Porém, varios trabalhos na literatura mostram esse aumento da DNL
e sintese de TAG no WAT e BAT de animais expostos ao frio (Flachs et al., 2017;
Sanchez-Gurmaches et al., 2018) ou tratados com agonistas de receptores B3
(Mottillo et al., 2014). No entanto, a explicacdo para esse fenémeno néo foi um
consenso entre os artigos, visto que ainda ndo ha um mecanismo provado de como
esses tecidos possam regular positivamente a DNL e a f-oxidagao ao mesmo tempo

e qual a funcdo da DNL nesse contexto.

Com isso, esses resultados nos sugerem que, idealmente, devemos
utilizar o grupo controle em termoneutralidade, ja que em 22° C ocorre parte da
inibicdo da expressao de genes da DNL hepatica em relagao a 30° C. No entanto,
essa diferenca parece ser negligenciavel para o caso da OXPHOS, em que nao
houve diferenca significativa em nenhum gene dessa via em 22° C em relagéo a
termoneutralidade. Ja o caso do tecido adiposo, uma conclusao pode ser
controversa, visto que na temperatura ambiente do biotério ja ocorrem alteragoes
significativas da DNL desse tecido, no entanto, essas diferengas sdo muito maiores

em 4°.
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Figura 13. Determinacao de temperatura do grupo controle

Analises de expressao génica (RT-qPCR) de camundongos C57BL6/J quando submetidos a
termoneutralidade ou frio por 3 dias. (n = 8) A) Metologia utilizada, criada no BioRender.com B)
Figado C) tecido adiposo perigonadal (pgWAT) D) tecido adiposo marrom (BAT) E) tecido adiposo
branco subcutaneo (subWAT).

Os dados foram expressos como média * erro padrao da média. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001,

#***P < 0.0001 baseado no teste One-Way ANOVA e post hoc Tukey.
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6. Discussao

O aumento da de novo lipogénese (DNL) hepatica é uma das principais
causas para o maior acumulo de espécies lipidicas no figado (Lim et al., 2010;
Paglialunga & Dehn, 2016). Esse maior acimulo de lipideos causa um tipo de
toxicidade celular denominada de lipotoxicidade, o qual pode desencadear
disfunc¢ées celulares, como o estresse reticulo, producido exacerbada de espécies
reativas de oxigénio e resisténcia a insulina (Marra & Svegliati-Baroni, 2018).
Esses processos, quando ocorrem de maneira desenfreada na célula, causam a
morte celular (Arab et al., 2018; Cai et al., 2019; Tilg et al., 2017), o que resulta na
liberacao de componentes intracelular, como ATP, e mediadores pré-inflamatérios,
como citocinas e quimiocinas, ativando a infiltracido leucocitaria e desencadeando
a inflamacao no figado (Marra & Svegliati-Baroni, 2018; Wree et al., 2013).

Portanto, diminuir DNL hepatica é uma forma de controlar a inflamacao no figado.

A lipotoxicidade é uma das caracteristicas da Non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD), doenca que inicialmente é caracterizada por altos niveis de
lipideos nos hepatocitos (maior que 5% do volume dos hepatdcitos) e que pode
progredir para a esteatohepatite (NASH) e até mesmo para cirrose e carcinoma
hepatocelular (HCC) (Arab et al., 2018). Na NAFLD, a contribui¢cdo da DNL para
o acumulo de lipideos no figado salta de 5% para 23% (Softic et al., 2016). Devido
a NAFLD estar bastante associada com a sindrome metabdlica e, por consequéncia,
resisténcia a insulina no WAT (de Alwis, 2018; Gastaldelli & Cusi, 2019; Tilg et
al., 2017), a lipdélise do WAT contribui com a maior fracio desse acimulo, ficando
em torno de 60% dos lipideos acumulados nos hepatocitos (Softic et al., 2016). Além
disso, a propria disfunc¢ao hepatica também regula positivamente a DNL, criando
um ciclo vicioso entre a DNL e o acimulo de lipideos no figado (Baiceanu et al.,
2016). Isso ocorre por mecanismos ainda nao totalmente esclarecidos. No entanto,
ja sabemos que o estresse de reticulo e resisténcia a insulina estao envolvidos nesse
processo (Baiceanu et al., 2016). Esses processos podem estimular a a¢ido do fator
de transcricio SREBP1c, aumentando a transcri¢dao de genes da DNL, como Scd 1,

Fasn e Acc, estimulando a DNL ainda mais (Lee & Ye, 2004). Devido a isso, faz-se
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a necessidade de buscar meios de controlar a DNL hepatica. Com isso em mente,
esse trabalho visou descobrir se a DNL hepatica pode ser inibida através da
exposi¢ao ao frio. A inibicdo da DNL se daria pelo aumento dos niveis do acido
docosahexaenoico (DHA) no figado de camundongos expostos ao frio. Esse DHA

seria sintetizado no pgWAT para exportacao ao figado.

O DHA é um acido graxo poli-insaturado (PUFA) 6mega-3 que possui
capacidade reconhecida na literatura de inibir a atividade de fatores de transcrigéao
da DNL hepatica, como SREBPlc e ChREBP (Jump et al., 2013). Portanto, os
maiores niveis de DHA no figado inibiriam as taxas de DNL hepatica, diminuindo
o acumulo de lipideos nesse 6rgao. Além disso, nossos dados mostraram que esse
DHA parece ser liberado pelo pgWAT, o que o caracterizaria como um lipidio com
acao sinalizatoéria (lipocina). As lipocinas, assim como os hormonios, tem a fungao
crosstalk entre os tecidos, modulando, por exemplo, o estado energético desses
tecidos para que haja uma resposta adequada e eficiente do metabolismo
energético frente a diferentes situacoes fisiologicas e fisiopatologicas (Priest &

Tontonoz, 2019).

Varias lipocinas ja foram reportadas na literatura (revisado em Hern,
2019), como é o caso do 12-HEPE, um lipidio sintetizado no BAT, a partir da ac¢ao
da 12-lipoxigenase (12-LOX) sob o EPA, durante a exposi¢cdo ao frio em
camundongos (Leiria et al., 2019). O 12-HEPE estimula a captacgao de glicose no
proprio BAT, além de aumentar a sensibilidade a insulina em tecidos distantes,
como o musculo (Leiria et al., 2019). Também ja foi demonstrado a existéncia do
12,13-diHOME, outra lipocina sintetizada no BAT durante a exposi¢ao ao frio, o
qual aumenta a captacao de acidos graxos no figado e no musculo através da
regulacdo positiva de transportadores lipidicos, como CD36 e FATP (Lynes et al.,
2017). Tanto o 12-HEPE como 12,13-diHOME mostram a acao benéfica das
lipocinas para o metabolismo lipidico do figado. Além disso, ndo s6 o BAT pode
sintetizar essas lipocinas, como também o WAT, como é caso do acido palmitoleico

(C16:1), primeira lipocina descoberta (Cao et al., 2008).

Nossos dados indicam, até o momento, que ha uma correlacdo entre os

niveis de DHA no figado e no tecido adiposo. Por isso especulamos que o DHA
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atuaria como uma lipocina liberada pelo tecido adiposo. Inicialmente mostramos
um aumento da contribui¢cdo porcentual de DHA no figado (Figura 5A) e
diminui¢ao dessa contribuigao, ou da contribuicdo de ALA, no tecido adiposo de
camundongos expostos ao frio por 7 dias (Figura 5B, 5C e 5D). Isso sugeriu o
movimento do DHA do tecido adiposo ao figado. Adicionalmente, o aumento de
DHA no figado era acompanhado da menor transcricdo de Scdl (Figura 7E) e
menor razao entre a quantidade de acidos graxos monoinsaturados em relagao aos
acidos graxos saturados (MUFA/SFA) (Figura 7D). A razdo MUFA/SFA reflete a
atividade da SCD1, que, por sua vez, é associada lipogénese e acimulo de TAGs no
figado (Gutiérrez-Juarez et al.,, 2006). Portanto, inicialmente sugerimos que o
aumento de DHA no figado poderia inibir a DNL hepatica através da inibi¢ao de

Scd 1, o que mostramos, nos experimentos seguintes, nao ser exatamente o caso.

Através do experimento time course, observamos resultados consistentes
em relacdo ao aumento de DHA hepatico nos camundongos expostos ao frio. Esse
aumento se deu a partir do terceiro dia de exposicao (Figura 8A) e se manteve no
quinto e sétimos dias. Esses resultados eram acompanhados de uma diminui¢ao
consistente de ALA, além de um significativo aumento na transcrigao de Fads2
(Figura 9A), o que nos indicou que o frio pode estimular a biossintese de DHA a

partir de ALA no pgWAT.

Além disso, nos perguntamos se o aumento dos niveis de DHA no figado
poderia diminuir a DNL hepatica, ja que esse PUFA tem acdo inibitoria sob os
fatores de transcri¢ao lipogénicos SREBP1c e ChREBPS. Para isso, mensuramos a
expressao de genes alvos desses fatores, como Scdl, Fasn e Dgat2, além dos
proprios Srebfl e Chrebp. A partir dessa técnica, pudemos observar que a
diminuigio, ou pelo menos o retorno aos niveis do controle, da expressao de genes
da DNL ocorrem a partir do terceiro dia de exposi¢do, mesmo periodo de aumento
do DHA, indicando que esse PUFA pode estar associado a inibi¢cdo da DNL no
figado de animais expostos ao frio (Figura 8A). A afirmacio que fizemos de que
ocorre um “retorno aos niveis do controle” pode parecer contraditoria a priori, visto
que nao se observa uma reduc¢ao em relacao ao controle, entretanto, neste contexto,

a normalizacgio aos niveis controle reflete uma contrapartida do organismo frente
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ao grande influxo de nutrientes que se observa em camundongos expostos ao frio.
Por isso, acreditamos que o aumento agudo (12 horas) da expressao de alguns
genes, que sao sensores ao influxo de nutrientes, como Chrebpf, Fasn e Dgat2, foi
posteriormente contrabalanceado pela agao anti-lipogénica que ocorreu a partir do
influxo tardio de DHA. Assim sendo, dizer “retorno aos niveis do controle” se
reveste de grande importancia neste contexto, uma vez que a diminuicido foi
observada em relacdo aos animais expostos ao frio por 12 horas e ndo em relacgao

aos animais controles nao exposto, como foi o caso de outros genes.

Apos o terceiro dia de exposi¢ao, ocorre o aumento do DHA no figado e a
expressao de todos os genes diminuem, seja em relacdo ao controle, seja em relagao
a 12 horas de exposi¢ao. No caso de Scd1 e SrebfI, que mostraram uma tendéncia
de diminuic¢ao desde o periodo de 12 horas de exposi¢ao, sofreram uma diminui¢ao
bem mais acentuada quando houve aumento de DHA no figado. Com isso,
acreditamos que, em curtos periodos de tempo, a sinalizacdo adrenérgica,
hormonios tireoideanos (Sinha et al., 2018) ou mesmo a ag¢ido da Neuregulina 4
(NRG4) (G. X. Wang et al., 2014) possa inibir a acdo de SREBP1c e estimular a de
ChREBP. Em longos periodos de exposic¢ao, acreditamos que o DHA esteja por tras
da inibicao desses dois fatores de transcri¢ao, causando diminuig¢do da expressao

de seus genes alvos.

Apesar dos resultados, ainda é cedo para afirmarmos sobre o papel do
DHA como uma lipocina liberada pelo tecido adiposo. Podemos especular que esse
transporte seria um mecanismo de comunica¢ao entre a DNL hepatica e a DNL do
tecido adiposo. Isso porque, em longos periodos de exposicao ao frio, a DNL no
figado é inibida, enquanto no mesmo periodo, essa via é estimulada no tecido
adiposo. No entanto, essa afirmacao é baseada apenas em experimentos de RT-
qPCR e GC-MS, o que caracteriza essa afirmacao apenas como uma especulacéo,
sem grandes dados para seu embasamento, e, portanto, esta sujeita a futuras

alteracgoes ou mesmo ser completamente desconsiderada.

Apesar do trabalho indicar a equivaléncia temporal no transporte de
DHA do tecido adiposo para figado, experimentos adicionais devem ser realizados

para confirmarmos essa hipétese. Primeiramente, a fim de se confirmar as
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variagoes de DHA no figado e nos tecidos adiposos, devemos medir as quantidades
absolutas desse acido graxo (em mg de DHA por mg de tecido) em cada um dos
tecidos. Isso porque a quantificacao relativa, realizada em todos os experimentos
até agora, pode refletir apenas uma varia¢do de outros acidos graxos no tecido e
nao exatamente um aumento ou diminui¢do de DHA. Com isso, caso possamos
confirmar o aumento de DHA no figado, devemos, em seguida, investigar de que

forma esse DHA se encontra aumentado nesse tecido.

Acidos graxos podem se apresentar em diferentes formas em uma célula:
esterificados com glicerol na forma de TAG, ceramidas, fosfatidilcolinas,
fosfatidiletanolaminas, ésteres de colesterila, cardiolipinas e até mesmo sem
esterificacido alguma (Han, 2016). Cada forma é associada a uma funcao dentro da
célula. TAGs e ésteres de colesterila normalmente sdo encontrados como lipideos
de reserva na gota lipidica. Ja fosfatidilcolinas e fosfoetanolaminas sao lipideos
componentes de membranas, tanto membrana plasmatica, como membrana de
organelas. As cardiolipinas s3o encontras principalmente nas membranas
mitocondriais internas, auxiliando na funcio respiratéria dessa organela (Han,
2016). Além disso, também consideramos a possibilidade de ndo ser exatamente o
DHA que esteja atuando sobre a DNL no figado, mas sim algum derivado oxidado
desse PUFA, como HDHAs (derivados hidroxilados de DHA), Resolvinas da série
D (RvD), Protectinas (PD) ou até maresinas (MaR). Esses lipideos oxidados sao
produzidos a partir da acao das 5, 12 ou 15-Lipoxigenase sob o DHA (Fredman &
Spite, 2017; Serhan, 2017; Spite et al., 2014) e apresentam efeitos bastante
acentuados, mesmo em baixas concentracoes (Lopez-Vicario et al., 2016). Portanto,
devido ao exposto, pretendemos executar uma lipidomica e uma oxilipidomica nas
amostras de figado e tecido adiposo desses camundongos expostos ao frio para

esclarecer essas questoes.

Outro ponto importante a ser testado é se o aumento de DHA tem relacgao
com a maior captac¢ao desse PUFA no figado. Isso porque outros processos, como o
bloqueio da oxidacao perixossomal podem, em teoria, aumentar a quantidade desse
PUFA no figado. A oxidagao perixossomal é uma importante via para a diminui¢ao

da cadeia carbonica de acidos graxos muito longos antes que eles sejam
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direcionados para oxidac¢ao nas mitocondrias (Bond et al., 2016). Para mostrarmos
nosso ponto de transporte do pgWAT ao figado, devemos medir a quantidade de
DHA no plasma dos animais expostos ao frio do experimento time course.
Esperamos que a quantidade de DHA no plasma dos animais siga as tendéncias
observadas no figado e no tecido adiposo. Dessa forma, esperamos que ocorra um
aumento de DHA na circulagao anterior ao aumento no figado e posterior a

diminui¢ao no tecido adiposo.

Em relagao ao tecido adiposo, para confirmarmos o aumento da produgao
de DHA a partir de ALA, devemos fazer ensaios que mostrem o aumento de
expressao e atividade da proteina FADS2. Para isso, utilizaremos a técnica de
Western Blot (WB) para mostrar se ha o aumento da expressao da proteina
prevista apoés o terceiro dia de exposi¢ao. Além disso, o aumento de atividade sera
mostrado através de kits de atividade de FADS2. Assim, esperamos que esses dois
experimentos possam correlacionar o aumento da expressao génica de Fads2 no
peWAT e os maiores niveis de DHA no figado. No futuro, também pretendemos
realizar experimento de ganho e perda de funcdo. Para isso, vamos adquirir
camundongos que nao expressem FADS2 (Fads2 KO), o que nos permitira
confirmar se ha menores niveis de DHA no figado nos animais que nao sejam
capazes de converter ALA em DHA no tecido adiposo. Outros experimentos in vitro
também nos ajudarao a nos esclarecer outros pontos. O tratamento de adipdcitos
com agonistas adrenérgicos, como o CL316,243, deve, em principio, induzir um
aumento da expressao de FADS2 e ocasionar uma maior liberacdo de DHA para o
meio extracelular. Se as nossas hipéteses se confirmarem, também é interessante
superexpressar a enzima FADS2 em adipécitos e observar se ocorre maior

liberacdo de DHA para o meio extracelular.

Um ponto importante de ressaltarmos é que entendemos a limitacgao
imposta pelo PCR, técnica que foi utilizada indiscriminadamente em todos os
experimentos. Seu principal objetivo é observar mudangas na expressio de um
RNA mensageiro (mRNA) de um gene. Todavia, sabemos que a regulacdo pos-
transcricional e pods-traducional podem causar mudancgas nas quantidades e

atividades de uma proteina, o que pode ndo permitir a correlagao entre as variagoes
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na expressio do mRNA e atividade da proteina. Por isso, pretendemos mensurar
as expressoes das proteinas da DNL, mensuradas no PCR (Scd 1, Sreblf, Chrebpp,
Fasn e Dgat2), através do WB. Isso nos mostraria, em nivel proteico, como é o
comportamento dessas expressoes apos a exposi¢cao do animal ao frio. Ainda sim,
os resultados com o kit de triacilglicerideos mostraram bastante concordancia com
as expressoes génicas obtida através do PCR, o que mostra que essa expressao
génica esta bastante associada a maior taxa da DNL. No entanto, mesmo em nivel
proteico, ainda nao sera possivel afirmar, com total certeza, as variagbes que
ocorreram na DNL. Para isso, devemos utilizar experimentos com 1s6topos
marcados os quais permitem a quantificacdo da velocidade de producio do
palmitato. Esse tipo de experimento é considerado padrao-ouro para indicar a taxa
de DNL. Para esse ensaio, comumente é utilizado a 4gua triciada (H30). No
entanto, ainda ndo tivemos acesso a esse reagente, mas pretendemos realiza-lo no

futuro.

Como a diminuicdo da DNL hepatica pode provocar, em teoria,
diminui¢ao de Malonil-CoA e, por consequéncia, maior entrada de acidos graxos na
mitocondria através da maior atividade de CPTla, procuramos entender se o
transporte de DHA causaria um aumento do consumo de oxigénio pela
mitocondriais do figado. Para estudar nossa hipdtese, medidos o consumo de
oxigénio em biopsias de animais expostos ao frio por 12 horas ou 3 dias (Figura
11A). Esperavamos observar um menor consumo de oxigénio em 12 horas, quando
h4, teoricamente, maior DNL e maior Malonil-CoA no figado, e maior consumo de
oxigénio em 3 dias de exposi¢cdao, quando, teoricamente, ocorre diminuicdo de
Malonil-CoA. Parte desses resultados foram confirmados, j4 que observamos
maiores consumos de oxigénio em 3 dias de exposi¢do. No entanto, nao houve a
diminui¢ado esperada desse consumo em 12 horas, o que nao entendemos ainda
completamente do porqué isso ocorre. Porém, especulamos que esses aumentos
possam ser devido a uma ativacdo de PPARa, receptor nuclear que é ativado por
PUFAs, como o DHA. A ativagao desse receptor induz a transcri¢do de genes da f3-
oxidacdao, como Cptla e AcadVL, provocando maior consumo de o0xigénio

mitocondrial. Observamos que a expressao de genes da B-oxidacdo acompanha os
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niveis de DHA no figado (Figura 11B), o que sugere que o DHA esteja realmente

associado a maior ativacdo de PPARa.

Também consideramos outros experimentos para mostrar a correlagao
entre os niveis de DHA no figado e aumento da atividade mitocondrial nesse 6rgéo.
Primeiramente, vamos aumentar o nimero de amostras do experimento e repetir
o experimento. Isso porque o numero de amostras utilizados no experimento com
Oroboros foi baixo, entre 3 e 4, o que pode ter distanciado os resultados do
experimento da realidade. Além disso, iremos mensurar as quantidades de
Malonil-CoA no figado desses animais expostos ao frio através de kit de ELISA.
Isso confirmara ou nao a relacdo entre o aumento do consumo de oxigénio e os
niveis de Malonil-CoA no figado. Também pretendemos tratar culturas celulares
de hepatocitos AML12 (camundongos) com o DHA, no intuito de medir o consumo
de oxigénio através do Seahorse. O Seahorse tem a vantagem de ser uma técnica
mais automatizada e nao necessitar de aplicagdo manual das drogas, o que poderia
diminuir o erro da medida. Essa técnica pode nos confirmar se os maiores niveis
de DHA nos hepatocitos podem aumentar a atividade mitocondrial. A cultura
primaria de hepatécitos, de camundongos expostos ao frio, também pode nos
confirmar nossas hipoteses através da execuc¢do dos mesmos experimentos. Além
do maior consumo de oxigénio acompanhar os aumentos de DHA hepaticos,
também obtivemos maiores expressoes de genes relativos a [-oxidagao
mitocondrial e de polipeptidios componentes dos complexos transportadores de
elétrons mitocondriais, que sao alvos da agdo de PPARa. Assim para confirmarmos
o aumento da B-oxidacdo mitocondrial pretendemos realizar um ensaio para a
medir a oxidagdo do palmitato, tanto em biopsia de figado, como em cultura

imortalizadas e primarias de hepatocitos.
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7. Conclusoes Parciais

Até agora nossos dados indicam que o frio estimula a liberacdo de DHA
pelo tecido adiposo para regular negativamente a DNL no figado. Essa liberacao
de DHA parece ser precedida de uma conversao de ALA em DHA, através da acao

da FADS2, enzima limitante da via Sprecher.

No figado, esse DHA age na inibicao de ChREBPB e SREBPIc,
diminuindo a transcricdo de genes da DNL hepatica. A menor atividade desses
fatores de transcricao indica uma menor taxa da DNL. Além disso, o DHA também
parece ser capaz de aumentar a atividade mitocondrial hepatica através da maior
ativacao de PPARa. A maior atividade mitocondrial parece estar associada ao
aumento da oxidacao de acidos graxos nos hepatocitos, o que explicaria os menores

niveis de acidos graxos no figado apoés a exposi¢ao ao frio.

No entanto, entendemos que nossos experimentos ainda sio
preliminares e nao nos dao certeza se essa via de fato acontece. Por isso,
realizaremos mais experimentos para a confirmac¢ao do modelo proposto na Figura

14, a seguir.

Receptores
B3-adrenérgicos

Figura 14. Modelo proposto

O frio ativa os receptores P3-adrenérgicos nos adipécitos, o que ativa FADS2, aumentando a
conversao de ALA em DHA. O DHA é transportado para o figado através da circulacao. No figado,
o DHA inibe a acéo dos fatores de transcricaio ChREBPB e SREBP1Ic, inibindo a DNL hepatica e
diminuindo a produc¢do de TAGs na célula. Além disso, o DHA ativa PPARa, aumentando a f-
oxidagcdo e OXPHOS e contribuindo para a diminui¢do de TAGs no figado. Figura criada no

BioRender.com
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