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Resumo

A atividade da proteina de transferéncia colesteril éster (CETP) reduz os niveis
plasmaticos de HDL-colesterol e, portanto, pode aumentar o risco de
aterosclerose. Recentemente, identificamos a redugao da adiposidade corporal
como uma nova funcdo promovida pela expressdo da CETP. Em condicdes
padrdao (22 °C), os camundongos transgénicos que expressam a CETP, em
comparagao aos animais controle ndo transgénicos (NTg), apresentam redugao
da massa adiposa dos depdsitos adiposos perigonadal, perirenal e subcutaneo,
aumento da lipdlise nos tecidos adiposos perigonadal e subcutaneo, aumento da
atividade do tecido adiposo marrom (BAT) e gasto energético corporal. Assim, o
objetivo do presente estudo foi avaliar como camundongos que expressam a
CETP modulam seu metabolismo e adiposidade em condi¢gdes de exposi¢ao ao
frio (4 °C) e termoneutralidade (30 °C). Observamos que 0s animais que
expressam a CETP, apesar de apresentarem fendtipo mais magro, foram
capazes de manter a temperatura corporea durante exposi¢gdo aguda e crbénica
ao frio em funcdo da maior capacidade de elevar a taxa metabdlica corporal
(VO2) especialmente relacionada a atividade do BAT (apdés estimulo
adrenérgico) em relagdo ao grupo controle NTg. Em termoneutralidade, situagao
em que o BAT esta com sua atividade inibida, os camundongos que expressam
a CETP exibiram maior temperatura corpérea, ingestdo alimentar, gasto
energético corporal no periodo claro e redugcdo da glicemia no estado
alimentado. Estes achados sugerem que outros tecidos como por exemplo, o
musculo, podem contribuir para o0 aumento da taxa metabdlica em animais que
expressam a CETP em condicdo de termoneutralidade. Concluimos que a
expressao da CETP confere maior capacidade de elevar a taxa metabdlica
corporea tanto no frio quanto na termoneutralidade, o que explica o fenétipo mais
magro.

Palavras-chave: CETP, adiposidade, tecido adiposo marrom,
termoneutralidade, termogénese



Abstract

The plasma activity of cholesteryl ester transfer protein (CETP) reduces HDL-
cholesterol levels and thus may enhance the atherosclerosis risk. We have
recently identified that CETP expression has a novel function of reducing body
adiposity. Under standard conditions (22 °C), CETP expressing mice are leaner
and show increased lipolysis, brown adipose tissue (BAT) activity and whole-
body energy expenditure compared to non-transgenic (NTQ) littermates. The aim
of this study was to evaluate how CETP mice modulate their body metabolism
and composition during cold exposure (4°C) and thermoneutrality (30°C). Leaner
CETP mice were able to maintain their body temperature during acute and
chronic cold exposure due to their higher capacity to increase whole body,
specially BAT-related, metabolic rates (VO2) compared with NTg mice. In
addition, under thermoneutrality (when BAT activity is reduced), CETP mice
exhibited higher body temperature, food ingestion, body energy expenditure (light
period) and reduced fed glycemia. These findings suggest that other tissues such
as muscle, may account for the higher metabolic rates in CETP mice during
thermoneutrality. Thus, we may conclude that CETP expression confers a greater
capacity of elevating body metabolic rates during cold and thermoneutrality, what
explains the leaner phenotype.

Key-words: CETP, adiposity, brown adipose tissue, thermoneutrality,
thermogenesis
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AMP: adenosina monofosfato
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INTRODUCAO
Obesidade

A obesidade pode ser definida como uma doenca em que existe um
excesso de gordura corporal, especialmente visceral, que pode comprometer a
saude do individuo; uma vez que este excesso de gordura esta associado a
mudangas fisiopatolégicas do organismo (Kopelman, 2000). De acordo com a
Organizagao Mundial da Saude (OMS) um individuo pode ser considerado obeso
quando apresenta o indice de massa corporal (IMC, [Peso (Kg)/Altura (m)?]) igual
ou superior a 30, no entanto, valores entre 25 a 29,9 ja classificam a condigao

de sobrepeso e merecem atencéo.

Estas condicbes, sobrepeso e a obesidade, levam a uma taxal anual de
aproximadamente 2,8 milhées de mortes de individuos adultos (OMS, 2016).
Estes numeros alarmantes séo relacionados ao atual contexto de estilo de vida,
onde é possivel realizar todas as demandas de sobrevivéncia com o0 minimo
esforco fisico aliado ao excessivo consumo alimentar. Além disso, a existéncia
dos chamados “ambientes obesogénicos”, ou seja, espacos que ofertam
alimento mesmo quando ndo é a fungdo do estabelecimento (farmacias,
parques, cinemas, shoppings, etc.), contribui para indugdo do comportamento de
ingestdo alimentar desvinculado da fome. No Brasil, em 2016, os dados
referentes ao excesso de peso e obesidade foram de respectivamente 53,8% e
18,9% da populagao — demonstrando um aumento de 25% e 60% se comparado
ao ano de 2006 (Vigitel, 2018).

A preocupagao com o aumento da prevaléncia do excesso de peso deve-
se principalmente as suas consequéncias para a saude. O excesso de
adiposidade esta relacionado a varios disturbios cardio-metabdlicos, tais como,
dislipidemias (hipertrigliceridemia e redugdo de HDL-colesterol), hipertenséao,
resisténcia a insulina, entre outras. Além da maior quantidade e tamanho de
células adiposas, o tecido adiposo dos individuos obesos é disfuncional e
apresenta secrecao excessiva de adipocinas pro-inflamataérias, tais como, como
interleucina 6 e fator de necrose tumoral alfa, podendo constituir um quadro
inflamatdrio latente (Grant e Dixit, 2015 ; Heymsfield e Wadden, 2017).
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Em adi¢cao ao acumulo de lipides nos depdsitos adiposos, a condigdo de
obesidade promove o acumulo anormal de lipideos em outros tecidos, fenbmeno
conhecido como deposi¢ao ectdpica de gordura, 0 que promove 0 prejuizo da
funcdo desses tecidos. Por exemplo, o aumento do tecido adiposo perirrenal
pode contribuir para o quadro de hipertensdo, o aumento de gordura muscular
pode contribuir para resistencia a insulina, 0 aumento dos lipides no figado pode
ocasionar esteatose hepatica e cirrose (Hall et al., 2010; Heymsfield e Wadden,
2017).

Existem individuos obesos que sao classificados como “obesos
metabolicamente saudaveis” quando nao apresentam alteragdo de
resisténcia/sensibilidade a insulina (Engin, 2017). No entanto, isso parece ser
uma questao temporal, uma vez que o acumulo de gordura, a longo prazo, induz
uma condi¢cdo pré-inflamatéria crénica e produz consequéncias danosas ao
organismo como a diabetes, eventos cardiovasculares, afec¢gbées musculo-
esqueléticas, transtornos respiratérios, desenvolvimento de alguns tipos de

cancer, e aumento da mortalidade (OMS, 2018).

Uma proporcao consideravel da populagcdo permanece com o IMC
adequado, apesar de viverem em ambientes obesogénicos, sugerindo que o
ganho de peso pode também ser determinado por fatores genéticos intrinsecos
de cada individuo. Ou seja, os genes e 0 ambiente interagem em um sistema
complexo que regula o balango energético e a composi¢ao corporal (Bray et al.,
2016). Estudos de associagao gendmica ampla ou Genome Wide Association
Studies (GWAS) - identificaram cerca de 150 variantes genéticas que foram
significativamente associadas ao risco de obesidade (Bray et al., 2016). Os
principais achados sao variagdes genéticas relacionadas as vias de regulagao
neural do consumo alimentar (bdnf, mc4r, negri1), sinalizagdo do glutamato,
secregao e acao da insulina, metabolismo energético e adipogénese (fto, tcf712,
irs1, foxo3, rptor, ptbp2, map2k5, mapk3) (Locke et al., 2015).

A discussao da literatura mais recente contribui para o entendimento de
que a luta contra a obesidade esta longe de ser vencida (Hall et al., 2013).
Portanto, por ser considerada uma epidemia, se faz cada vez mais necessario

compreender a obesidade e combaté-la de modo mais satisfatério. Desta forma,
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busca-se o desenvolvimento de novas abordagens de intervengao e, para isso,
o entendimento dos mecanismos basicos fisiolégicos e moleculares para

desvendar possiveis alvos terapéuticos permanece relevante.

Balango Energético

O conceito de balango energético pode ser definido como o resultado da

diferenga entre a ingestdo energética, obtida pela alimentagdo, e o gasto

energético para sustentar a taxa metabdlica basal, a termogénese (adaptativa e

poOs-prandial) e as atividades fisicas. O desequilibrio do balango energético pode

levar tanto ao emagrecimento, como a estocagem do excesso de energia em
forma de triglicerideos no tecido adiposo, ocasionando o acumulo de gordura

corporal e consequentemente, a obesidade (Speakman, 2004).

A taxa metabdlica basal pode ser definida como o gasto energético
minimo para funcionamento dos tecidos do corpo, considerando um organismo
adulto, alimentado, em repouso e em ambiente termoneutro. Esta taxa pode ser
mensurada indiretamente através do consumo de oxigénio, produgao de didxido
de carbono e diretamente pela producdo de calor. Por ser extremamente
variavel em diferentes condigbes ambientais e bioldgicas, a determinagao da
taxa metabdlica basal em condi¢des padrao possibilita um referencial importante
para observagao dos efeitos e respostas do organismo em diferentes condigbes
(Hulbert e Else, 2004).

A taxa metabdlica basal representa cerca de 60-70% do gasto energético
total diario do organismo e decai 1 a 2% por década, apds a segundal/terceira
década de vida em humanos, em fungcdo da predominancia de catabolismo em
relacdo ao anabolismo e consequente perda de massa magra que ocorre ao
longo do envelhecimento (McMurray et al., 2014). Este gasto metabdlico
compreende a energia gasta para execucao das funcdes vitais celulares,
equilibrio osmotico e atividades autbnomas dos 6rgdos e sistemas como
respiracdo, batimento cardiaco, etc.. Em uma temperatura ambiente padrao
(22°C), de forma global, a massa magra é a maior contribuinte para a taxa
metabdlica, mas por unidade de massa, outros 6rgaos como figado e cérebro

sdo metabolicamente mais ativos (Durnin, 1981; Blondin e Haman,2018).
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A atividade fisica tem um impacto variavel sobre a taxa metabdlica basal,
de acordo com o tipo, intensidade e frequéncia realizada. Exercicios aerdbios,
apesar de extremamente eficazes para a diminuigdo da gordura corpérea, nao
contribuem significativamente para o aumento da taxa metabdlica basal (De Feo
et al., 2003). O exercicio anaerobio, do tipo de repeticdo com uso de pesos,
além de diminuir a gordura corpérea, € capaz de elevar a taxa metabdlica basal
por aumentar o volume de massa magra (Pratley et al., 1994, Schwingshackl et
al.,, 2013). A atividade fisica aumenta o gasto energético via oxidagcdo de
substratos energéticos, especialmente de acidos graxos, com maior ou menor
velocidade dependendo da intensidade e duracdo. Durante a atividade fisica,
particularmente intensa, ha a liberagao de catecolaminas e diminuicdo do fluxo
sanguineo visceral. Uma vez que o figado é o principal local de degradacgéao da
adrenalina, durante o exercicio, essa degradacdo & diminuida (Warren et al
1984). Este hormbnio promove a lipdlise no tecido adiposo durante a atividade
fisica, e mesmo apds o seu término, a taxa de lipdlise se mantém aumentada por
um periodo de cerca de 24 horas (Tsiloulis e Watt, 2015). Outros hormonios
contra-regulatérios da insulina também participam da homeostase energética

durante a pratica da atividade fisica.

A termogénese adaptativa refere-se a geracédo de calor pelo corpo em
resposta a estimulos externos, como a exposicdo a baixas temperaturas, para
manutengdo da temperatura corporal em niveis fisiolégicos. A capacidade de
termogénese adaptativa foi critica durante a evolugdo dos mamiferos para que
conseguissem ocupar nichos ambientais mais frios, e permitisse a sobrevivéncia
e reproducdo. E dividida principalmente em termogénese dependente e nao-
dependente de tremor; sendo respectivamente o musculo e o tecido adiposo
marrom seus oOrgaos efetores (Chouchani et al., 2019). Portanto, em uma
condigao de exposigao ao frio, a contribuigdo dos tecidos para o gasto energético
total é alterada sendo o musculo e o tecido adiposo marrom os 6rgaos mais
relevantes (Blondin e Haman, 2018). A termogénese ocorre também no periodo
pos-prandial pelo efeito térmico dos processos de digestdo e absor¢cdo dos
nutrientes, podendo representar 10% do gasto energético total neste periodo
(McArdle e William, 1986), dependendo do tipo e quantidade de alimentos

ingeridos. A ingestdo de proteinas leva ao aumento da taxa metabdlica,
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enquanto carboidratos e gorduras possuem um efeito térmico bem modesto
(Calcagno et al., 2019).

O hipotalamo €& uma regido fundamental determinante do balango
energeético, pois participa dos controles de ingestdo alimentar, da velocidade do
metabolismo e da temperatura corporea. A ingestdo alimentar é regulada no
hipotalamo, na regido do nucleo arqueado. Nesta regidao existem receptores
especificos para insulina e leptina, horménios classicamente descritos como
reguladores da ingestdo alimentar. A administragdo de leptina e insulina
diretamente no cérebro reduzem a ingestdo alimentar, e em contrapartida, a
deficiéncia desses hormonios leva ao efeito contrario (Schwartz et al., 2000). Em
1994, Zhang e colaboradores identificaram um gene envolvido na regulagéo da
quantidade de gordura corporal, chamado gene ob, elucidando uma mutagao
que causava obesidade em camundongos. Os camundongos que eram
homozigotos para a mutagao (ob/ob) se tornavam obesos devido a hiperfagia e
apresentavam diminuicdo de metabolismo e de termogénese via tecido adiposo
marrom. Em seguida foi identificado que o gene ob codifica 0 hormdnio peptidico
denominado leptina. A leptina regula a ingestdo alimentar de forma a reduzir o
apetite pela inibigdo hipotaldmica da formagao do neuropeptideo Y (que estimula
o comportamento de ingestdo alimentar), e pelo aumento da expressao de
neuropeptideos anorexigenos. Apesar de a leptina ser expressa em células do
trato gastrointestinal, musculo e no cérebro, ela € majoritariamente expressa e
secretada pelo tecido adiposo — se tornando um excelente biomarcador do teor
de gordura corporal (Zhang e Chua, 2017).

Em 1953, o estudo de Mayer e Barrnett sugeriu que animais que nao
produziam o “fator de saciedade” (hoje definido ser a leptina) possuiam uma
deficiéncia na termogénese por serem severamente intolerantes ao frio. Este
estudo contribuiu para o entendimento de que estes animais teriam menor
atividade metabdlica e, portanto, seriam mais susceptiveis ao desenvolvimento
de obesidade, consequentemente atribuindo a leptina a fungao termogénica. No
entanto, nestes animais ob/ob, ndo ha diferenca nos niveis da proteina
desacopladora 1 (UCP1) — classicamente descrita como responsavel pela
termogénese do tecido adiposo marrom — e também n&o foi observado aumento

do consumo de oxigénio quando animais wild type foram estimulados com
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leptina. Portanto, ndo foi possivel ainda constatar que a intolerancia ao frio
estava associada com agao termogénica da leptina (Fischer et al., 2020). Apesar
da auséncia da funcdo termogénica, estudos sugerem que a leptina pode
promover um aumento da temperatura corpérea por reduzir a perda de calor

através de vasoconstrigdo na regido da cauda (Fischer et al., 2016).

No hipotalamo, na regido do nucleo arqueado, existem populagdes
neuronais distintas que integram e coordenam sinais periféricos sobre o estado
nutricional do organismo. A populagdo neuronal que promove efeitos
anorexigénicos (inibidores do apetite) é caracterizada pela co-expresséo de pro-
opiomelanocortina (POMC) e o transcrito regulado por cocaina e anfetaminas
(CART). A populagéao neuronal anorexigénica é ativada durante o periodo pos-
prandial, em que existe aumento dos niveis plasmaticos de leptina e insulina. A
leptina inibe neurdnios orexigénicos, NPY e AgRP (peptideo relacionado com a
proteina agouti), enquanto ativa os neurénios que expressam POMC. A ativacéo
destes neurdnios pela leptina cliva a pré-opiomelanocortina (POMC) em
neuropeptideos como o hormdnio estimulante de melandcitos alfa (a-MSH), que
é fundamental na regulagédo da transcricdo do horménio TRH - que ocorre no
nucleo paraventricular do hipotalamo (PVH) (Campos et al.,, 2020) . O TRH
promove a ativacdo de neurbnios que inervam o BAT, aumentando o ténus
simpatico deste 6rgao, além de aumentar a transcricdo de UCP1 via horménios

tireoideanos (Ilwen et al., 2018).

Camundongos nocaute para a expressao de receptores de leptina nos
neurdénios POMC, apresentam aumento do peso corpéreo correspondente ao
aumento de massa adiposa, demonstrando que a auséncia da sinalizagao de
leptina em POMC prejudica o balango energético, aumentando a massa adiposa
(Balthasar et al., 2004). A administracdo de uma dose de 500 ng de leptina
diretamente no nucleo arqueado € capaz de induzir a ativagdo simpatica no rim
e aumento da pressao arterial (Rahmouni, 2010). A ablagdo do receptor de
leptina no nucleo arqueado revoga a ativagao simpatica induzida pela leptina
(Harlan et al., 2011). O efeito de ativagado simpatica causado pela leptina se
mostra dose-dependente, porém ausente em ratos obesos, sugerindo que este
efeito s6 acontece se os receptores de leptina estiverem preservados (Haynes
et al., 1997).
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Adiposidade

O tecido adiposo € um tecido com multiplas fungdes, sendo a mais
conhecida, o armazenamento de lipideos e a produgao de diversas moléculas
regulatérias, tais como horménios e adipocinas, que atuam local e
sistemicamente promovendo um cross-talk entre diversos 6érgaos (Fonseca-
Alaniz et al., 2006; Oliveira, 2005). Classicamente, o tecido adiposo € dividido
em dois tipos: tecido adiposo branco (White Adipose Tissue: WAT) e marrom
(Brown Adipose Tissue: BAT). Morfologicamente, o WAT é composto por uma
grande goticula lipidica, constituida predominantemente de triacilglicerol (TG). O
BAT, por sua vez, € essencialmente composto por multiplas goticulas lipidicas e
inumeras mitocdndrias, além de possuir maior vascularizagédo em relagdo ao
WAT (Cypess et al., 2009).

Existem varios fatores relacionados a determinagcdo da origem
embrionaria destes tecidos. Estudos de “lineage-tracing” revelaram que
adipdcitos marrons possuem progenitor comum as células de musculo-
esquelético e ambas expressam o marcador fator 5 miogénico (myogenic fator
5:MYFJ5) (Cristancho e Lazar, 2011). A identificacdo do gene PRDM16 também
foi de grande importancia para o entendimento do tecido adiposo marrom por
sua funcao essencial na inducao do fenétipo deste tecido. Estudos demonstram
que o PRDM16 regula a expressdo de genes especificos do tecido adiposo
marrom, enquanto seu silenciamento pode reverter a diferenciagcao induzindo
miogénese (Seale et al., 2008). O PRDM16 também é encontrado no tecido
adiposo branco subcutaneo durante a indug¢ao do processo de amarronzamento
ou “browning" deste tecido, o que sera descrito a seguir. Em contrapartida, o
WAT se desenvolve a partir de células progenitoras MYF5 negativas. A
expressdo dos fatores de transcricdo C/EBP e PPARg, entre outros, é
determinante da conversao de pré-adipécitos em adipdcitos brancos maduros
(Cristancho e Lazar, 2011).

Além da morfologia e origem distintas, ha inumeras diferencas funcionais
entre WAT e BAT. O WAT é responsavel pela maior parte dos processos de

sintese, captacao, esterificagcdo, armazenamento, e também liberacado de acidos
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graxos (Eberlé et al., 2004). Nesse sentido, o WAT esta diretamente relacionado
com a obesidade, devido a sua enorme capacidade de acomodar excesso de
TG provenientes do balango energético positivo prolongado. O BAT € um tecido
que apresenta alta capacidade oxidativa, podendo aumentar a taxa metabdlica
corporal, consumindo substratos e dissipando energia e, portanto, contribuindo
para reducao de adiposidade e regulagédo da temperatura corporal (Kajimura et
al., 2008, Lowell e Spiegelman, 2000). O BAT é encontrado principalmente na
regidao supra clavicular (iBAT) em humanos e camundongos e considerado tecido
especializado na producdo de calor através da oxidacdo de substratos
energéticos, como acidos graxos e glicose. Esse tecido expressa grandes
quantidades da proteina desacopladora 1 (UCP1) que € adicionalmente super-
expressa e ativada em condic¢des de frio. A UCP1 tem como fungao desacoplar
a respiragdo celular (consumo de oxigénio pela atividade da cadeia
transportadora de elétrons) da sintese de ATP (fosforilagdo oxidativa) nas
mitocéndrias, promovendo a dissipagao do potencial eletroquimico de prétons
através da membrana mitocondrial interna. Desta forma, a dissipacdo do
potencial de protons gera calor e reduz a produgdo de ATP as custas do
consumo de grandes quantidades dos substratos energéticos — sendo esta a via

candnica da termogénese adaptativa em mamiferos.

Certas regides do tecido adiposo branco (subcutédneo e perivascular)
podem ganhar caracteristicas de tecido adiposo marrom quando o organismo &
exposto a um ambiente com baixa temperatura sendo este um mecanismo
adaptativo em que a via canénica € dependente de receptores beta-adrenérgicos
e a via ndo-candnica independente destes receptores — originando o chamado
tecido adiposo bege glicolitico (g-beige) (Chen et al., 2019). Portanto, o tecido
adiposo bege (ou também chamado brite) é tecido adiposo branco induzivel a se
tornar marrom, processo denominado de browning ou amarronzamento. Este
tem grande potencial como alvo de tratamento para a obesidade em humanos
(Wu J, et al., 2013). Em condigbes de browning, parte do tecido adiposo branco
passa a expressar quantidades significativas de UCP1 e produzir calor (Oliver et
al., 2020). Além da exposi¢ao ao frio, o browning também pode ser estimulado
por componentes especificos da dieta, exercicio fisico, irisina e agonistas beta-

adrenérgicos (via receptor beta-3 em roedores e beta-2 em humanos) (Blondin
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et al.,2020). A estimulagdo noradrenérgica promove também a proliferacdo de
pré-adipdcitos, a diferenciacdo em adipdcitos bege e e regula diretamente a
expressao génica da UCP1 (Cohen e Kajimura, 2021; Cannon e Nedergaard,
2004).

Lipogénese e Lipdlise

O adipdcito branco é especializado na sintese e esterificacdo de acidos
graxos para estocar energia na forma de triglicerideos (TG), bem como na
hidrolise de TG conforme a demanda energética, processos denominados
lipogénese e lipolise respectivamente. A sintese de TG é um processo que
ocorre essencialmente no tecido adiposo e figado, mas também em menor
quantidade em outros 6rgaos, como os musculos (Saponaro et al., 2015). Nos
seres humanos, o figado é o principal sitio de sintese de novo de TG, que ocorre
a partir do excesso de qualquer macronutriente disponivel. Os TG provenientes
da absorc¢ao intestinal da dieta e transportados pelos quilomicrons sao fontes de
acidos graxos para a lipogénese (esterificagdo) no tecido adiposo. O TG
proveniente dos quilomicrons ou das VLDL (figado) sofrem agdo da enzima
lipoproteina lipase que interage com a apolipoproteina CIl no compartimento
vascular, liberando os acidos graxos que sao captados por todos os tecidos do
corpo, incluindo o adiposo. No adipdcito, ocorre a esterificagado dos acidos graxos
a partir da ativagédo do acido graxo a acil-coenzima-A, sendo entdo transferido
ao glicerol-3-fosfato (G3P) que é formado a partir do catabolismo da glicose na
via glicolitica. Por esta razdo, os adipocitos necessitam metabolizar a glicose
para sintetizar os TG (Saponaro et al., 2015). Assim, na condigao pos-prandial,
existe a regulagéo positiva da via glicolitica pela agao da insulina, estimulando a

lipogénese.

A lipolise € a hidrélise dos TG dos tecidos adiposos para liberar acidos
graxos em situagdes de privagdo alimentar ou elevada demanda energética.
Estes acidos graxos podem sofrer o processo de beta-oxidagdo na maior parte
dos tecidos do corpo, sendo a principal fonte de energia para tecidos como
figado, coragdo e musculos esqueléticos (Bartlett e Eaton, 2004). As

catecolaminas exercem a agao mais potente catabdlica, estimulando a lipdlise.
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O glucagon e o cortisol também atuam como horménios lipoliticos que estimulam
a degradacédo dos TG das goticulas lipidicas. A insulina exerce agao oposta,

inibindo a lipdlise e estimulando a lipogénese (Saponaro et al., 2015).

A hidrélise dos TG compreende diferentes etapas sequenciais por meio
da acao de diferentes lipases. Na primeira etapa, a hidrolise do TG em
diacilglicerideos (DAG) e acido graxo (AG), € obtida pela agao da trigliceridase
do tecido adiposo (ATGL). Esta etapa € chamada de lipdlise basal. Os DAG séo
entdo hidrolisados pela lipase hormoénio-sensivel (HSL) a monoacilglicerdis
(MAG) com a liberag&o do segundo AG. Esta é a etapa limitante e regulada pela
insulina (inibicdo) e catecolaminas (estimulac&o). Finalmente, os MAG sé&o
completamente hidrolisados com a liberagao do ultimo AG e um glicerol pela
agao da enzima monoacilglicerol lipase (MGL) (Saponaro et al., 2015). A ATGL
esta presente também, além dos tecidos adiposos (tecido adiposo branco e
marrom), em tecidos como figado, musculo e coragédo e esta localizada na
superficie das goticulas de lipidios e no citosol. Esta enzima é ativada no periodo
de jejum, por agao de glicocorticoides e agonistas do receptor ativado por
proliferador de peroxissomo (PPAR) (Shaw et al., 2013). O exercicio fisico
aumenta a expressao de ATGL no musculo, promovendo maior utilizagédo e
oxidagao de acidos graxos (Huijsman et al., 2009). A enzima HSL é ativada
principalmente por estimulo B-adrenérgico e inativada pela insulina. Os primeiros
estudos na década de 1960 concluiram que HSL era a enzima limitante da taxa
de hidrdlise de TG, mas estudos subsequentes em camundongos HSL knockout
contribuiram para elucidar o papel dessa enzima. Camundongos com deficiéncia
de HSL foram capazes de hidrolisar parcialmente TG e ndo mostraram aumento
de TG no tecido adiposo ou no figado, mas tiveram um aumento de intracelular
de DAG. O aumento de DAG no tecido adiposo esta associado com diminuigao
da capacidade de liberagdo de acidos graxos e glicerol do tecido adiposo. No
tecido adiposo marrom, o aumento do DAG promove alteragdes morfologicas e
funcionais como aumento do conteudo lipidico e hipertrofia do tecido

(Haemmerle et al., 2002).

Uma vez liberados dos depdsitos adiposos, os AG da circulagao
sanguinea podem entrar nos diversos tecidos do corpo via proteinas

transportadoras de &cidos graxos, tais como CD36 e as FATP (fatty acid
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transport proteins) para em seguida sofrerem o processo de beta-oxidagao que
ocorre dentro das mitocondrias. Primeiramente, os acidos graxos sao ativados a
acil-CoA pela acil-CoA sintetase. A molécula de acil-CoA pode entdo ser
transferida para a mitocéndria por um sistema composto de trés proteinas: CPT1
(Carnitine palmitoyltransferase 1), CACT (carnitine acylcarnitine translocase) e
CPT2 (Carnitine palmitoyltransferase 2). No interior da mitocondria, o acil-CoA
entra no processo catabdlico de beta-oxidagcdo, no qual sofre remocdes
sucessivas de unidades de dois atomos de carbono, promovendo a formacao de
acetil-CoA, os quais entrardo no ciclo do acido citrico. As reagdes deste ciclo
resultam na formacao de carreadores de elétrons reduzidos (FADH2 e NADH),
que sao entao oxidados por complexos da cadeia respiratéria. A passagem dos
elétrons doados pelas coenzimas FAD e NAD+ na cadeia respiratoria gera um
gradiente de protons através da membrana interna da mitocéndria, e a maior
parte deste gradiente é usado pela enzima ATP sintetase para fosforilar ADP
formando ATP.

Quando ha um estimulo ambiental como por exemplo baixas
temperaturas, ha um aumento do ténus simpatico e consequente liberacdo de
catecolaminas pela inervagdo simpatica sobre o tecido adiposo marrom,
ativando-o. Este estimulo do tecido promove a hidrolise dos TG armazenados
nas goticulas lipidicas. Os acidos graxos liberados ativam a UCP1, superando
sua inibicdo pelo ATP no estado de repouso. O substrato inicial para que ocorra
a ativagdo da UCP1 é o acido graxo liberado da lipdlise da goticula lipidica do
tecido, no entanto, apds o inicio da atividade da UCP1, outros substratos
provenientes da circulagao sao utilizados (acidos graxos e glicose circulantes).
A norepinefrina induz a ativagao da lipoproteina lipase (LPL) localmente, que ira
degradar os quilomicrons e as VLDL presentes na circulagdo. Os acidos graxos
liberados neste processo serdo captados e utilizados pelo tecido adiposo
marrom tanto como fonte de energia como ativando a UCP1 (Nedergaard e
Cannon, 2010).
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Termogénese

A termogénese € um processo catabdlico que consome energia
especificamente para produgdo de calor principalmente em resposta a
mudangas de temperatura do ambiente. O centro termorregulatério no
hipotalamo € quem coordena a termorregulagao corporea. O hipotalamo recebe
sinais dos receptores sensiveis a temperatura do tipo TRP (fransient receptor
potential), altamente expressos em terminagdes nervosas presentes na pele, no
estdbmago, tecido adiposo marrom e branco (Rossato et al.,, 2014). Em seres
humanos, o receptor TRPM8 é descrito como o sensor de frio (Bautista et al.,
2007) enquanto o receptor TRVP1 € o sensor de calor (Gavva, 2008). A ablagéo
combinada dos receptores TRPV1 e TRPM8 abole as respostas
comportamentais da exposicdo ao frio e calor, indicando que esses dois
subconjuntos juntos definem o conjunto necessario de termorreceptores
(Pogorzala et al., 2013). Termorreceptores na pele, juntamente com neurénios
termossensiveis na medula espinhal e no hipotalamo, promovem um feedback
do estado da temperatura corpérea do organismo, coordenando agoes
fisiolégicas para manutencdo da temperatura. Os efetores fisioldgicos sao
involuntarios, principalmente respostas autondmicas que geram ou dissipam
calor. Em resposta ao calor, a regido anterior do hipotalamo induz a atividade
simpatica das fibras colinérgicas que inervam glandulas sudoriparas,
estimulando a transpiracdo e consequente perda de calor; inibe estimulos de
termogénese e diminui a atividade simpatica sobre os vasos sanguineos,
promovendo vasodilatagdo. Os efeitos da vasodilatacdo sdo aumentados em
espécies que possuem o6rgaos termorreguladores especializados, como cauda
de ratos e camundongos, ou orelhas de coelho, que podem dissipar calor
rapidamente devido a sua grande area de superficie (Tan et al., 2018). As
respostas fisiolégicas primarias a exposigao ao frio sdo desencadeadas pela
regido posterior do hipotalamo, onde ha a inducéo da produg¢ao dos horménios
tireoidianos e catecolaminas para ativar a termogénese. As catecolaminas
ativam a termogénese sem tremor no tecido adiposo marrom via receptores beta
adrenérgicos; promove vasoconstricdo para diminuir a perda de calor nos vasos
sanguineos via receptor alfa 1 e promove a termogénese dependente de tremor

nos musculos esqueléticos (Tan e Knight, 2018).
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A termogénese dependente de tremor consiste na produg¢édo de calor pelo
contragdo muscular, garantindo a manutengdo da temperatura corpérea em
condicdo aguda de exposigdo ao frio. O resfriamento da pele estimula os
termorreceptores cutaneos sensiveis ao frio, localizados na epiderme. Esse sinal
sensorial ascende ao hipotalamo estimulando os neurdnios promotores de
tremores. Estes neurbnios inervam as fibras musculares e, estas, quando
excitadas, promovem a contragao de regides especificas dos musculos que se
propagam ao longo do sarcolema e das fibras musculares (Blondin e Haman,
2018). O substrato para termogénese no musculo é preferencialmente a glicose
derivada do glicogénio muscular. Apesar da termogénese muscular a partir do
tremor ser bastante efetiva, existem prejuizos decorrentes do alto consumo de
substrato ou da possibilidade de interferir nos movimentos voluntarios (Meigal,
2002), além de nao se sustentar por longo tempo devido a fadiga muscular.

Existem outros mecanismos mais especificos para producdo de calor,
denominado nonshivering thermogenesis ou termogénese independente de
tremor. Esta termogénese é mediada pela ativagao do BAT, formagéao do tecido
adiposo bege e utilizagdo de ciclos futeis de producédo e degradagao de ATP,
como SERCA/sarcolipina e creatina-quinases nos musculos (Yoneshiro et al.,
2020).

A termogénese no BAT é controlada via sistema nervoso simpatico
(Cannon and Nedergaard, 2004). Um aumento do tdénus simpatico libera
noradrenalina, que age nos receptores beta adrenérgicos no BAT. Os receptores
beta adrenérgicos, sao acoplados a proteina G, e uma vez ativados, aumentam
o AMP ciclico intracelular, ativando a proteina quinase A (PKA). A PKA ativa a
enzima lipase horménio sensivel (HSL), promovendo lipdlise e liberando acidos
graxos que ativam as UCPs nas mitocondrias. A capacidade oxidativa dos
tecidos adiposos marrom e bege se deve a alta expressdao de UCP1 na
membrana interna da mitocéndria, proteinas estas que dissipam o gradiente de
prétons gerado pela passagem de elétrons pela cadeia respiratoria (Gimeno et
al., 1997). A formacao de ATP é entdo reduzida por competicdo entre ATP
sintetase e UCP1. Pode-se dizer, assim, que a respiragcédo (transferéncia de
elétrons através da cadeia respiratéria para o oxigénio) foi desacoplada da

producdo de ATP. A primeira UCP descrita foi inicialmente chamada de
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termogenina, e posteriormente denominada UCP1. Ela é abundantemente
expressa em tecido adiposo marrom conferindo-lhe alta capacidade termogénica
(Gimeno et al., 1997). Outras proteinas estruturalmente homélogas a UCP1
foram identificadas, estando presente em varios tecidos (Fleury et al., 1997) e
também em plantas e micro-organismos (Vercesi et al., 2006). Embora, as UCP2
e UCP3 paregam promover algum grau de vazamento de prétons, suas fungoes
fisiolégicas parecem estar mais ligadas ao controle do balango redox celular do
que a producgédo de calor (Laskowski e Russell, 2008; Kowaltowski et al., 2009).
O termo classico nonshivering thermogenesis se refere a adaptacdo dos
mamiferos ao frio crénico (semanas) (Cannon e Nedergaard, 2010), o qual &

dependente da atividade da UCP1 do tecido adiposo marrom.

Como mencionado anteriormente, existem também outros mecanismos
de termogénese independentes da UCP-1, como o ciclo futil de calcio
dependente da bomba de calcio transmembrana dependente de ATP do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA) no musculo. Apesar deste mecanismo ser encontrado
principalmente em midcitos no tecido muscular esquelético, adipdcitos bege
expressam uma isoforma da SERCA, a SERCA2B, sendo uma evidéncia de
termogénese independente de UCP-1 também neste tecido (lkeda et al., 2017).

Os niveis de calcio muscular sado finamente regulados pela captagdo do
calcio pelo reticulo sarcoplasmatico SERCA e sua liberagdo através dos
receptores de rianodina e inositol trifosfato (IP3R). Durante as contragdes
musculares, o peptideo sarcolipina (SLN) se liga na SERCA permitindo — com
gasto de energia— a captacao de calcio do citosol pelo reticulo sarcoplasmatico,
promovendo o relaxamento muscular antes da proxima contragdo. Quando o
calcio citosdlico estd em altas concentragdes, a interagdo SLN/SERCA
desacopla a fungcao de bombeamento de calcio para o reticulo, resultando em
um constante consumo de ATP e dissipagao de energia - promovendo um ciclo
futil e geragao de calor (Cohen e Kajimura, 2021). Esta via parece ser estimulada
pela exposicao ao frio pelos receptores adrenérgicos alfa-1 e, classicamente,
beta-3. Este mecanismo de termogénese, associado a termogénese dependente
de UCP-1, parecem ser os mecanismos fundamentais da endotermia, uma vez
que animais duplamente nocautes — tanto para UCP1 como para SLN — sao

incapazes de sobreviver a exposigao prolongada ao frio, (Rowland et al., 2015).
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Efeitos da Temperatura Ambiente

A temperatura do ambiente é determinante na taxa metabdlica corporal e
da termogénese adaptativa em mamiferos. Os biotérios de pesquisa usualmente
alojam os animais a uma temperatura de 22 £ 2°C, que € considerada o limite de
conforto para humanos, porém n&o representa o ideal para roedores (Keijer e
Speakman, 2019). A termoneutralidade é relevante para o entendimento do
desenvolvimento da obesidade tanto em humanos como em camundongos
(Feldmann, 2009). O alojamento de camundongos em biotérios a 22 °C pode
causar estresse crénico exemplificado pelo aumento da frequéncia cardiaca
(Swoap, 2008) e aumento do consumo alimentar em 50-60% para manter a
temperatura corpérea (Golozoubova et al., 2004).

Como mencionamos acima, a termogénese na maioria dos mamiferos
ocorre de duas formas principais: contragdo muscular (tremor) e independente
de tremor, promovida principalmente pelo tecido adiposo marrom (Cannon e
Nedergaard, 2011). O tremor muscular ativado na exposigao aguda ao frio pode
aumentar o consumo de oxigénio em até 5 vezes em humanos (Eyolfson et al.,
2001) e a fadiga muscular ocorre apos periodo prolongado de exposi¢ao ao frio
(Wijers et al., 2009). Desta forma, a termogénese sem tremor é especialmente
importante na aclimatagdo ao frio. Nesta termogénese, a UCP-1 desempenha
papel fundamental na ativagdo do tecido adiposo marrom e geragao de calor
(Cannon and Nedergaard, 2017) como descrito acima. Por outro lado, em
termoneutralidade (28-30°C para camundongos), a atividade da UCP1 no tecido
adiposo marrom ¢€ inibida em razao de uma redugao da atividade simpatica
direcionada a atividade do BAT. Este fendmeno foi demonstrado por respostas
similares de consumo de oxigénio em resposta a norepinefrina, em
camundongos nocaute para UCP1 e controles, em termoneutralidade. No
entanto, quando expostos a 4°C, os animais nocaute para UCP1 apresentaram
consumo de oxigénio similar aos niveis dos animais alojados a 30°C, enquanto
0s animais controle apresentaram aumento do consumo de oxigénio. Este
resultado sugere que, em termoneutralidade, todo o calor produzido € de fontes
diferentes do tecido adiposo marrom, porém quando ha exposicao ao frio, a
contribuicdo do BAT é cerca de 10-20% (Cannon and Nedergaard, 2011).
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A exposicao ao frio aumenta o volume e a atividade do BAT em adultos
(Saito et al., 2009; Blondin et al., 2014), aumenta o consumo de oxigénio e reduz
a obesidade em camundongos wild type (Kajimura et al., 2008, Lowell e
Spiegelman, 2000). Além disso, como mencionado anteriormente, exposi¢ao
prolongada ao frio induz caracteristicas do tecido adiposo marrom em depositos
de tecido adiposo branco (Okamatsu-Ogura et al., 2018). Em fungao da glicose
e dos acidos graxos serem os principais substratos para a atividade metabdlica
do BAT, sua ativagdo melhora a toleréncia a glicose, a sensibilidade a insulina
(Stanford et al. 2013) e os niveis de triglicerideos plasmatico em humanos e
camundongos (lwen et al. 2017). A termoneutralidade inativa a funcgao
termogénica do BAT, diminuindo a taxa metabdlica corporal e aumentando a
adiposidade (Shi et al., 2017; Cui et al., 2016).

Proteina de transferéncia de colesteril éster (CETP)

A proteina de transferéncia de colesteril éster (CETP) € uma glicoproteina
plasmatica com uma sequéncia de 476 aminoacidos e peso molecular aparente
de 74 KDa (Hesler et al, 1987). Sua expressao natural ja foi descrita em varias
espécies: peixes, répteis, e mamiferos, incluindo coelho, hamster, primatas e
humanos, mas n&o em ratos e camundongos (Ha e Barter, 1982) e caes
(Tsutsumi et al., 2001). Nos seres humanos esta glicoproteina é secretada
predominantemente pelo figado, e os érgaos que mais expressam o RNAm da
CETP séo o figado, bacgo e tecido adiposo, enquanto niveis mais baixos de
expressao sao encontrados no intestino delgado, adrenal, rim e corag&o (Drayna
et al.,1987).

A fungédo mais conhecida e estudada da CETP é promover a troca de TG
das lipoproteinas ricas em TG (quilomicrons, VLDL e IDL) por colesteril éster das
HDL (Tall, 1995), modificando o transporte reverso de colesterol para o figado
direto (via HDL) e indireto (via LDL) (ver esquema abaixo). Como resultante, a
CETP reduz a concentracdo plasmatica de HDL-colesterol, podendo aumentar a
de LDL-colesterol, o que tem sido associado com aumento do risco de

desenvolvimento de aterosclerose.
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Esquema simplificado do transporte reverso de colesterol. As HDL
removem excesso de colesterol dos tecidos extra-hepaticos e os transportam
para o figado via receptor SRB1, de onde este pode ser excretado do corpo na
bile. Este é o chamado transporte reverso de colesterol direto. A CETP transfere
colesterol das HDL para as lipoproteinas que contem apoproteiina B (VLDL, IDL
e LDL), as quais o levam para os tecidos em proliferagao, gbnadas e figado. Este
ultimo representa o chamado transporte reverso de colesterol indireto. Em caso
de reducéo dos receptores de LDL, a agdo da CETP resulta em acumulo de LDL
e aumento de risco de aterosclerose (Oliveira e Raposo, 2020).

Conhecendo-se o papel protetor das HDL contra o desenvolvimento de
aterosclerose, tornou-se atraente a busca de inibidores farmacoldgicos da CETP
com o propésito de aumentar HDL e promover uma intervencgao anti-aterogénica.
Embora os estudos clinicos com primeiro inibidor, torcetrapib, tenham sido
interrompidos por seus efeitos adversos, tais como aumento de eventos
cardiovasculares e aumento de mortes (Clark, 2006; Pearson, 2006; Tall, 2007),
e dois outros inibidores (dalcetrapib e evacetrapib) tenham falhado em

demonstrar redugao de risco de morte por doenga cardiovascular, um quarto
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composto inibidor (anacetrapib) apresentou redu¢do modesta, mas significativa,

nos eventos cardiovasculares (Bowman et al., 2017).

A expressao génica da CETP pode ser regulada por estimulos
nutricionais, hormonais e inflamatérios (Tall et al., 1995; Oliveira e de Faria,
2011; Oliveira e Raposo, 2020). Foi descrito anteriormente que o horménio
tireoidiano aumenta sua atividade (Berti et al., 2001), enquanto os
corticosteroides a reduzem (Tall, 1995; Buning, 2017). Em aspectos nutricionais,
acidos graxos 6mega 3 regulam positivamente a expressao da CETP, assim
como os fibratos, o que sugere uma regulagdo mediada por PPAR-alfa (Raposo
et al., 2014). Em espécies como coelhos (Quinet et al., 1990), macacos (Quinet
et al.,1991), hamsters (Jiang et al., 1991), camundongos transgénicos (Jiang et
al.,, 1992) e seres humanos, observou-se aumento do RNAm da CETP em
resposta a dieta rica em colesterol. A hipercolesterolemia enddgena (genética)
também induz aumento da expressdo do gene da CETP por um mecanismo
similar ao observado com dieta rica em colesterol. Oliveira et al. (1996)
localizaram na regidao do promotor do gene da CETP sequencias responsivas ao
colesterol, e Lou & Tall (2000) mostraram que o transativador LXR (liver X
receptor) era o responsavel pela ativagao do gene da CETP na vigéncia de dieta

rica em colesterol.

Por meio de sua acédo na troca de lipideos neutros, ou outras acdes
desconhecidas, a CETP parece desempenhar outras funcdes além de seu papel
no transporte reverso de colesterol. Ainda de maneira controversa, estudos tem
relacionado a atividade da CETP com o retardamento do aparecimento dos
sintomas de Alzheimer (Rodriguez et al, 2006; Sanders et al, 2010) e com
longevidade (Barzilai et al, 2003; Hirano et al, 1997; Cellini et al, 2005; Capri et
al, 2006). Além disso, evidéncias da literatura mostram que a CETP pode ter
acgao anti-oxidante, anti-inflamatoria e redutora da massa adiposa (Oliveira e de
Faria, 2011; Oliveira e Raposo, 2020).
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O modelo transgénico que expressa o gene da CETP

Ha cerca de 30 anos foi desenvolvido um camundongo que expressa uma
versao do gene humano da CETP (Jiang et al. 1992). O transgene é constituido
de parte do cDNA contendo os exons 2 ao 12, e o restante das sequéncias
gendmicas naturais, isto €, exon e intron 1, exons e introns 13, 14, 15 e 16. Além
disso, na construcdo do transgene preservou-se o0 promotor e regides
regulatorias upstream e downstream do gene, conforme esquematizado abaixo

e denominado natural flaking regions CETP mini-gene ou NFR-CETP.
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Esquema do transgene humano da CETP inserido no genoma de
camundongos. No topo € mostrado a organizagdo do gene humano. O mini-
gene derivado foi construido combinando os fragmentos genémicos 5’ e 3’ com
a por¢ao de cDNA que compreende os exons 2-12, preservando o promotor
natural e as regides regulatérias (natural flanking sequences, NFR) intactas
upstream (5’ 3.5 Kb) e downstream (3’ 2.5 Kb), modificado de Jiang et al. (1992).

Este modelo animal foi e ainda é muito util para o estudo da fisiologia da
CETP e seu impacto fenotipico em variadas condigdes experimentais porque
mostrou completa conservacgao da funcido da proteina, do padrao de expressao
tecidual e da regulagao da expresséo génica comparados aos dados conhecidos
em humanos e primatas nado-humanos (Jiang et al., 1992). O fendtipo principal é
a reducao das concentracdes do colesterol total circulante as custas da reducao

de HDL-colesterol, principal lipoproteina plasmatica em camundongos. Isso foi
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verificado também em outros modelos de transgénicos para CETP e em diversas

situacdes experimentais, conforme resumido na tabela abaixo.

Efeitos da expressao da CETP na redug¢do das concentragdes plasmaticas do
colesterol total e de HDL-colesterol (% controle).

Linhagens transgénicas para  colesterol HDL- Referéncias

CETP total colesterol

sCETP (line UCTP20, MT-sCETP) Marotti et al, 1993 (Tab. 1)

dieta chow* -36% -52%

dieta aterogenica -2% -38%

MT-hCETP (+Zn) Agellon et al, 1991 (Tab. Il and Il1)
macho -11% -12%

fémea -11% -17%

hCETP (NFR-CETP) Zhou et al, 2006 (Tab. 1)

hCETP -12% -14%

hCETP/PDZK10 -35% -36%

hCETP (NFR, line 5203) Jiang et al, 1993 (Fig 1, Tab. llI)
homozigoto -18% -49%

heterozigoto* -10% -25%

hCETP (NFR, line 5203) Casquero et al, 2006 (Tab.1, fig 3B )
hCETP, dieta chow -38% -45%

hCETP/LDLr*", dieta HFHC -12.5% -21%

hCETP(NFR, line 5203),9 ovx Cazita et al, 2003 (Tab.1, Tab.2)
Dieta chow ~ -32%

Dieta HFHC -15% -18%

* estas linhagens sdo fundadores de nossas col6nias sCETP e hCETP usados neste trabalho. Abreviagdes: MT:
promotor da metalotioneina, NFR: natural flanking region, PDZK10: deficiéncia hepatica de SRB-1, LDLr*-: um alelo
nulo do receptor de LDL, HFHC: dieta rica em gordura e colesterol, ovx: ovariectomizadas.

Harada et al (2007) demonstraram que a expressdo da CETP reduz as
concentracdes de HDL-colesterol por aumentar a velocidade de sua remocgao
plasmatica (135-185%) e captacdo por diversos tecidos (42-50%), incluindo

figado, adrenal, adiposo e bago, tanto em machos quanto em fémeas hCETP.

Interessante que o estudo da regulagdo génica da CETP nao pbde ser
realizado em cultura de células por muitos anos, como seria mais pratico, rapido
e convencional, provavelmente pela dificuldade de preservar a expressdo de
elementos regulatérios presentes in vivo e ausentes nos sistemas in vitro
(Oliveira HCF, comunicagéao oral). Por exemplo, foi observado que a expresséo
da CETP em cultura primaria de hepatocitos e em linhagem HepG2
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transfectadas com o gene da CETP é baixa e constitutiva, o que foi atribuido ao
rapido desaparecimento da expressdao da C/EBP (CCAAT enhancer binding
protein), dentro de algumas horas (Agellon et al., 1992). Assim, a identificacao
de elementos (cis) regulatorios responsivos ao colesterol presentes no promotor
do gene da CETP teve que ser determinado in vivo através da criagdo de
inumeras linhagens de transgénicos com dele¢des seriadas da regido promotora

do gene (Oliveira et al., 1996).

E frequente atribuir a este modelo do camundongo transgénico o termo
super-expressdo da CETP, o que leva a falsa ideia de uma quantidade
exagerada da proteina nos compartimentos corpéreos do camundongo. Na
verdade, neste modelo, a concentragdo da CETP na circulagdo sanguinea é
equivalente as concentragdes encontradas nos seres humanos
normolipidémicos, que variam entre 1,8 a 4,2 ug/mL (Guyard-Dangremont et al.
1994). O termo super-expresséo ndo esta de todo equivocado, se lembrarmos
que esta espécie animal ndo tem esta proteina detectavel em seu plasma ou
tecidos. Uma atividade de transferéncia de colesteril éster baixa e inespecifica
pode ser detectavel em camundongos wild type, mas esta € 5 vezes menor que
a atividade observada no plasma humano (Cheung et al., 1996).

Diante da conservagao da funcéo e regulagdo da CETP neste modelo,
nas 2 décadas subsequentes a sua criagao varios estudos visando esclarecer o
papel desta proteina no desenvolvimento e progressao da aterosclerose foram
realizados com este modelo e em outros transgénicos para CETP, com variagdes
na procedéncia do gene e nos promotores (por vezes heterélogos) e em diversas
condigdes experimentais (hipercolesterolemia, hipertensao, diabetes, deficiéncia
de outros genes etc.). Os resultados encontrados divergem consideravelmente,
como mostra o quadro abaixo. Observa-se que a expressao da CETP é
francamente aterogénica quando existe um defeito de receptor de LDL ou de
reconhecimento das lipoproteinas remanescentes (nocaute de apoE), situagéo
em que a CETP favorece o acumulo de LDL na circulagao. Por outro lado, a
CETP tem um papel atero-protetor em diversos contextos metabdlicos quando
as vias de remocgéao plasmatica de LDL estdo preservadas (Oliveira e Raposo,
2020). De certo modo, estes resultados experimentais corroboram a

complexidade e variabilidade de resultados observados em estudos em
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humanos, seja nos fendétipos e eventos cardiovasculares de individuos mutantes
ou com polimorfismos genéticos da CETP, seja pelos desfechos de estudos com
inibidores da CETP.

Expressao da CETP e aterosclerose em modelos transgénicos

f Tamanho lesao { Tamanho da lesao

hum CETP2/apoClll (Hayek et al JCI 1995)
simian CETP1/LCAT (Folger et al JBC 1999)
hum CETP/LDLr’- and humCETP?/ hum CETP3/apoB/LPL-/- diabetic (Kako etl JLR 2002)
hum CETP2/dbdb (MacLean et al, ATVB, 2003)
hum CETP2/LCAT (Berti et al BJ/BMR 2005)
hum CETP3/hypertensive rats hum CETP2/LDLr+/- (Berti et al APMIS 2005)
(Herreraet al Nat. Med. 1999)  hum CETPZ/LDLr+/- castrated Q(Cazitaet al JRL 2003)
hum CETP2/LDLr+/- castrated (J(Casquero JLR 2006)
M¢ hCETP?/LDLr” (vanEcK etal, 2007)  phym CETP4/ SRBI-/- (Harder et al ATVB 2007)
hum CETP?2/ SRBI-/- (El Bouhassaniet al, JBC 2011)

simian CETP! (Marotti et al Nature 1993)

apOoE~/" (Plump et al ATVB 1999)

1 simian CETP (MT promoter — CETP cDNA); 2 hum CETP (natural promoter — CETP minigene, line 5203); 3 hum CETP (MT promoter —
CETP minegene); 4 hum CETP (apo Al promoter — CETP cDNA). MT: metalotioneina; apo: apolipoproteina; LDLr: receptor de LDL; M¢:
macrofagos; LCAT: lecitina colesterol acil transferase; LPL: lipoproteina lipase; db/db: deficiéncia do receptor de leptina; SRBI: receptor
scavenger B tipo I.

Finalmente, como a CETP é uma proteina de transferéncia de lipides, e
apesar de ser secretada, € possivel que a CETP também desempenhe uma
funcdo local intracelular, como tem sido sugerido em estudos de cultura de
células com manipulagdo da expressédo da CETP e verificacdo de alteragao do
trafficking de colesterol em membranas e sintese e acumulo de colesteril éster e

triglicérides (Izem e Morton, 2007; Izem et al., 2015).

CETP e adiposidade

Em 2007, Salerno e colaboradores demonstraram que a expressao da
CETP é capaz de reduzir a obesidade induzida por dieta em camundongos
hipertrigliceridémicos. Desde entdo, buscamos entender como a CETP teria uma
possivel fungcdo determinante da adiposidade. Em condicdo de dieta padréo
(pobre em gordura) e temperatura ambiente de 22°C, duas linhagens

independentes de camundongos transgénicos para CETP apresentaram menor



35

massa adiposa (~30%) e leptinemia (~40%) que seus respectivos controles
irmaos nao-transgénicos. Esse novo papel da CETP na adiposidade foi ainda
confirmado em hamsters, espécie que expressa naturalmente a CETP. Verificou-
se que, quando a CETP foi inibida por anticorpo monoclonal, os hamsters tiveram
aumento do ganho de peso corporal, da massa do tecido adiposo e do tamanho
dos adipdcitos (Raposo et al., 2021). Estes resultados mostram que a expressao
da CETP nos modelos transgénicos promove maior lipdlise e aumento do gasto
energético corporal e que tal aumento da taxa metabdlica pode ser explicado
pelo menos em parte pela maior atividade termogénica do tecido adiposo
marrom (Raposo et al., 2021). Dados da literatura reforcam a associagao entre
CETP e reducdo da adiposidade, tanto em estudos em cultura de células
adiposas (lzem et al., 2015), como em animais (Zhou et al. 2006) e em humanos
(Teran-Garcia et al. 2008; Oliveira e de Faria, 2011, Johansson et al. 2012). No
entanto, outros estudos clinicos sugerem que a massa de tecido adiposo branco
nao esta correlacionada ao pool plasmatico de CETP (Blauw et al., 2016; Talbot
et al., 2018).

JUSTIFICATIVA

Nosso grupo de pesquisa identificou um novo papel paraa CETP, proteina
amplamente estudada pela sua agéo no transporte reverso de colesterol para o
figado e excrecdo corporea. Embora a CETP seja expressa em diversas
espécies, incluindo primatas, camundongos e ratos ndo a expressam, tornando
a utilizacdo de camundongos transgénicos uma importante ferramenta para o
estudo dos efeitos dessa proteina. Em 2007, demonstramos que expressao da
CETP é capaz de reduzir a obesidade induzida por dieta em camundongos
geneticamente hipertrigliceridémicos (Salerno et al., 2007). Recentemente,
nosso grupo mostrou que a expressdo da CETP humana em camundongos
normolipidémicos também reduz a adiposidade (30%) e leptinemia (40%)
quando tratados com dieta padrdo e mantidos a 22°C. Investigamos também
quais os mecanismos envolvidos nesse processo, analisando principalmente os
aspectos funcionais dos tecidos adiposos branco (perigonadal e subcuténeo) e
marrom (interescapular). Verificamos aumento da lipdlise (50%) e do consumo

de oxigénio corporal e do BAT nos camundongos que expressam a CETP.
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Demonstramos também que nos camundongos que expressam a CETP humana
ha aumento da expressdo de genes e proteinas relacionados a lipdlise. No
entanto, ndo observamos aumento de expressao proteica e atividade de UCP1
por unidade mitocondrial no tecido adiposo marrom, e auséncia de browning no
adiposo inguinal, indicando que fatores locais, como teor de acidos graxos
aumentam a atividade do BAT nestes animais. Estes achados estao resumidos
no modelo abaixo. Além disso, a respiracao de outros tecidos nado avaliados
também pode estar contribuindo com o maior gasto energético observado nos

animais que expressam a CETP.
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Modelo para explicar os mecanismos pelos quais a CETP diminui a
adiposidade (Rasposo et al., 2021). Os achados evidenciam o efeito da
expressdo da CETP ativando a lipdlise e a termogénese contribuindo para o
fendtipo mais magro dos animais transgénicos mantidos em condigdes padrao
(dieta chow e 22°C). ATGL: lipase de triglicérides do tecido adiposo, B3AR:
receptor adrenérgico beta3, BAT: tecido adiposo marrom, FATP1: proteina de
transporte de acidos graxos, HSL: lipase horménio sensivel, LPL: lipoproteina
lipase, WAT: tecido adiposo branco.
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HIPOTESE E OBJETIVOS

Evidéncias recentes da literatura demonstram um papel da CETP em
reduzir a adiposidade em modelos animais mantidos em condi¢des padrao de
temperatura ambiente de 22 °C. Este efeito estd associado com maior
metabolismo corporal, particularmente com a maior atividade do tecido adiposo
marrom. Nossa hipotese € de que os animais que expressam CETP apresentam
maior atividade metabdlica mantendo menor adiposidade e/ou maior massa
magra tanto em condi¢des de frio quanto na termoneutralidade (30 °C), ou seja,
esta seria uma caracteristica constitutiva dos organismos que expressam CETP.
Alternativamente, se os animais que expressam CETP tem maior metabolismo
apenas em resposta ao frio moderado (22 °C) ou intenso (4 °C), na
termoneutralidade (inibicdo do BAT), estes animais desenvolveriam maior

adiposidade nesta condicao.

Assim, os objetivos gerais deste trabalho s&o avaliar os efeitos da expressao
da CETP sobre o metabolismo, adiposidade e composicdo corporal em

condigdes de exposigao ao frio e na termoneutralidade.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atingir os objetivos gerais, avaliaremos em condi¢des de frio (4 °C) agudo
(6 hs e 24 hs) ou cronico (7 dias) e em condi¢cdes de termoneutralidade (1 e 7

semanas), os seguintes indicadores:

- indicadores de velocidade/capacidade metabdlica corporal, tais como
temperatura em diversas regides do corpo e consumo de oxigénio global e

orgao-especifico;

- a adiposidade, por gravimetria dos depdsitos de gordura visiveis, além dos

principais 6rgaos metabolicamente ativos (figado e musculo);
- a composig¢ao corporal da carcaga (massa magra e massa gorda);

- ingestao alimentar;
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- indicadores metabdlicos sistémicos (lipides, glicose, glicerol, leptina, insulina,

adiponectina);

- expressao de genes relacionados a lipdlise e termogénese no tecido adiposo

marrom e branco subcutaneo;

- expressao de genes de neuropeptideos anorexigénicos, orexigénicos e Bdnf

no hipotalamo.

MATERIAL E METODOS
Modelo animal e protocolo experimental

Os animais usados nestes estudos foram mantidos no biotério do Departamento
de Biologia Estrutural e Funcional, Area de Fisiologia e Biofisica, Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas. Foram utilizados camundongos
transgénicos (background C57BL6/JUnib) para o gene da CETP humana. Os
animais fundadores foram gentilmente fornecidos pelo Dr. Alan Tall da Divisao
de Medicina Molecular da Columbia University, NY, E.U.A., em 1996.
Camundongos  transgénicos para CETP de macaco (C57BL/6-
Tg(CETP)UCTP20Pnu/J) foram adquiridos em 2013 do Jackson Laboratory (Bar
Harbor, Maine, USA). Ambas linhagens foram mantidas em cruzamentos com os
animais wild type (background C57BL6/JUnib) provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigagao Biolégica na area da Ciéncia em Animais de
Laboratdrios, CEMIB/Unicamp. Os animais foram genotipados de acordo com

protocolo sugerido pelo Jackson Laboratory (https://www.jaxlab.org). Os

camundongos foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura (22 +
2°C), luminosidade (ciclos de claro e escuro de 12 horas), recebendo agua e
racao ad libitum até o inicio dos experimentos. A dieta normolipidica (chow)
(Nuvital CR1, Colombo, Brasil) € composta por 23% de proteina, 4,5% de
gordura total, 33% carboidratos e 21% de fibra (g%), no total de 263 Kcal/100 g
racao. Grupos independentes de animais (fémeas, 4-5 meses de idade) foram
expostos ao frio (4 °C) aguda ou cronicamente, ou ainda a termoneutralidade (30
°C), conforme descrito detalhadamente abaixo. Para a coleta de tecidos em

experimentos terminais, os camundongos foram anestesiados com isofluorano e
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0 sangue total foi coletado pelo plexo retro-orbital (exsanguinagdo). Os
protocolos experimentais estdo cadastrados na Comissdo Interna de
Biosseguranga (# 2008/02) do Instituto de Biologia da Unicamp (CQB
0069/1998) e na Comiss&o de Etica no Uso de Animais CEUA/Unicamp (# 3870-
1e#5122-1/2019).

Exposicao ao frio

Para o teste de tolerancia ao frio (exposi¢do aguda ao frio), os camundongos
foram colocados em camara fria a 4 °C por 6h, em gaiolas individuais, sem ragao
e sem maravalha e tiveram a temperatura retal avaliada a cada 2 horas
(Dempersmier et al., 2015). Para exposig¢ao cronica ao frio, camundongos foram
expostos a 4 °C por 7 dias, em gaiolas individuais, sem maravalha, em ciclo claro
/ escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e ragao alimentar. A temperatura
corporal (temperatura retal) foi medida uma vez por dia. A ingestao alimentar e
0 peso corporal foram avaliados 3 vezes durante o periodo experimental de 7

dias.

Adaptacao a termoneutralidade

Camundongos (fémeas, 4 meses de idade) foram mantidos a 30°C (camara hpp
750 life, Memmert, Alemanha) por 7 semanas em um ciclo claro/escuro de 12 h,
com livre acesso a agua e dieta alimentar em gaiolas coletivas (2-3/ gaiola). A
ingestao alimentar, o peso corporal e a temperatura retal foram medidos uma
vez por semana. Na terceira semana em termoneutralidade foi feito uma
exposicdo aguda ao frio (teste de resisténcia ao frio) e na quinta semana foi
realizada a respirometria para determinacdo do gasto energético global. Na
sexta semana foi realizado o teste de ativagdo do BAT (respirometria apos
estimulo de isoproterenol). Um grupo adicional de animais foi exposto a um
periodo mais curto de termoneutralidade (7 dias) em sala com climatizagéo
controlada e em gaiolas individuais. Os protocolos de termoneutralidade estao
representados nos diagramas abaixo.
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Diagrama do protocolo de termoneutralidade - 7 semanas
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Respirometria

A calorimetria indireta ou respirometria foi feita em equipamento Oxylet System
(Pamlab e Harvard Apparatus). Os camundongos foram adaptados a camara
durante 1 dia e a analise dos gases foi feita nas 24 horas seguintes. O software
metabolism v2.2.01 fornece os valores de consumo de oxigénio (VO2), didxido
de carbono produzido (VCO2), quociente respiratério (QR) e gasto energético
total (GET). Protocolo especifico para avaliar o consumo de oxigénio relacionado
a atividade do tecido adiposo marrom foi realizado em animais anestesiados e
apos injecao intraperitoneal de isoproterenol, agonista beta-3 adrenérgico, na

dose de 10 mg/Kg massa corporal.

Avaliagao da temperatura corporal

Para afericdo da temperatura corporal dos animais foi utilizado termdémetro
especifico para camundongos, RET-3 da Physitemp. Foram também realizadas
imagens térmicas com a camera termografica FLIR T620 & T640 das regides do
BAT e da cauda dos animais, onde se obteve a temperatura maxima superficial

daquela regiao.
Adiposidade

A massa dos depdsitos adiposos visiveis foi determinada por gravimetria. Os
depdsitos de tecido adiposo pesados foram: tecido adiposo branco (WAT)
perigonadal (pWAT), e subcutaneo inguinal (iWAT), além do tecido adiposo

marrom interescapular (iBAT).
Composicao corporal da carcaga (massa magra e massa gorda)

As carcagas dos animais foram congeladas individualmente a -20 °C e
submetidos a liofilizagdo (equipamento liofilizador LIOBRAS Liotop P820) na
temperatura de -55 °C. Os animais foram pesados antes e ap6és a liofilizagao
para obtengdo do teor de agua corporal. Em seguida, as carcagas foram
trituradas em liquidificador e uma parte submetida a extragao lipidica pelo
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meétodo de Folch e outra parte submetida a analise de proteinas pelo método
Dumas. O peso antes e apds extracao lipidica fornece a massa de gordura da
carcaga, e a massa magra é calculada como a diferengca de pesos entre a

carcaca liofilizada e delipidada.

Bioquimica do plasma

Os niveis plasmaticos de colesterol e triglicérides (Chod-Pap; Roche Diagnostic
GmbH, Mannheim, Germany) e glicerol (Bioclin, Quibasa; Belo Horizonte, Brazil)
foram realizadas com kits enzimaticos comerciais de acordo com as instrugoes
do fabricante. Insulina, leptina e adiponectina determinados por kits de ELISA
(Merck Millipore, Darmstadt, Germany). A glicemia foi medida diretamente no
sangue usando um glicosimetro portatil da marca Accu-Check, modelo guide
(Roche, Brasil).

Oximetria de alta resolucao (Oroboros)

O consumo de oxigénio por biopsias de musculo esquelético (gastrocnémio) ou
figado permeabilizadas com saponina foi determinado em oxigrafo de alta
precisdo Oroboros (Bioblast, Austria). As amostras foram permeabilizadas de
acordo com protocolo previamente descrito Busanello et al (2017). Depois de
permeabilizadas, as amostras foram incubadas em meio de reagdo padréo
(MiR0S) a 30 °C na presenga dos substratos para complexo |: malato (5 mM) e
glutamato (10 mM). Foram adicionados adenosina difosfato (ADP, 400 uM) para
estimular a fosforilagdo oxidativa, oligomicina (1 pg/mL) para inibicdo da ATP
sintase e FCCP (carbonyl cyanide-4-trifluoromethoxy-phenylhydrazone, 0,9 uM)

para determinagéo da velocidade maxima de consumo de oxigénio.

Expressao génica por RT-PCR

O RNA total foi extraido das amostras de tecido adiposo e hipotalamo utilizando-
se RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (QIAGEN, Germany) e o reagente TRIzol
(Invitrogen), respectivamente, conforme orientacdes do fabricante. Foi obtido o
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cDNA a partir de 2 pg de RNA total por transcrigdo reversa, usando-se kit da
Applied Biosystems (High-Capacity cDNA reverse transcription kit), de acordo
com a bula. A expressao génica nos tecidos foi determinada por Real time PCR.
Foi utilizado o sistema de detecgédo 7500 fast Real-time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). A quantificagao foi feita utilizando os valores
de delta-delta cycle treshold (AACt) e normalizado pelos valores dos controles
internos RPLPO (Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit PO ou 60S acidic
ribosomal protein P0O) e GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase),
e expressa em relagdo aos controles nao-transgénicos. Os primers utilizados
foram: Ucp1 (Mm01244861 _m1), DIO2 (MmO00515664_m1), B3AR
(Mm02601819_g1), TH (Mm00447557_m1) , HSL (Mm00495359 m1), FATP1
(MmO00449511_m1), ATGL (Mm00503040_m1), PRDM16 (MmO00712556_m1),
EPSTI-1  (Mm01313921_m1), ANGPLT4 (MmO00480431_m1), CIDEA
(MmO00432554_m1), Cd36 (MmO01135198 m1), LPL (MmO00434764_m1) ,
RPLPO (Mm00725448_s1), Pomc (Mm00435874_m1), Cart (Mm04336402_m1)
, AGRP (Mm00475829 g1), NYP (Mm00650798 g1), TRH (Mm0118245 g1),
BDNF (Mm04230607_s1), GAPDH (Mm05724508_g1).

Histologia

O tecido adiposo marrom foi submetidos a analise histolégica convencional. O
tecido coletado foi imediatamente fixados com paraformaldeido 4% durante 24h
a 4° C, lavados com PBS e conservados em etanol 70%. Em seguida, as
amostras foram desidratadas em etanol e, em seguida, transferidas para solugéo
de xileno para inclusdo em parafina. Se¢des de cinco micrdmetros foram
cortadas em um micrétomo Leica. As laminas foram colocadas a 70°C para
remover a parafina. Os cortes foram corados com eosina-hematoxilina e as
imagens digitais foram capturadas sob lente objetiva de 40x em um microscopio
optico (Olympus BX51, cdmera Olympus U-TVO.63XC). A analise da area foi
feita em 5 sec¢des diferentes por camundongo, foi medida usando o software
Image J versao 1.53a. O conteudo lipidico foi medido com o0 modo automatizado

apos transformacgao binaria dentro de uma area/secao fixa.
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Analises Estatisticas

Os resultados obtidos estdo apresentados como média aritmética e erro padrao
da média para o numero de determinagdes (n) indicados em cada figura. Os
resultados foram submetidos a analise estatistica pelo teste t de Student, ndo

pareado de forma bicaudal. A significAncia estatistica foi definida como p < 0,05.

RESULTADOS

Exposicao ao frio

Duas linhagens independentes de camundongos transgénicos,
expressando o gene da CETP humano (hCETP) ou simio (sCETP), foram
expostas ao frio (4 °C) aguda (6 h) e cronicamente por 7 dias e suas
temperaturas corporais ao longo destes periodos sdo mostradas na Figura 1.
Durante as primeiras 6 horas de exposicdo ao frio, os animais tiveram sua
temperatura retal medida a cada duas horas, mostrando que a resisténcia ao frio
nao foi diferente em camundongos expressando CETP em comparagdo com o0s
controles nao-transgénico (NTg) (Fig. 1A, 1C), embora os CETP tivessem menor
adiposidade no inicio do experimento (Raposo et al, 2021). A temperatura retal
ao longo de 7 dias de exposicdo ao frio também foi semelhante entre os
camundongos que expressam CETP e NTg (Fig. 1B, 1D). Durante a exposigéo
ao frio, a expressdo da CETP também n&o alterou o peso corporal e a ingestao
alimentar (Figura 2), conforme observado anteriormente em temperatura
ambiente de 22 °C (Raposo et al., 2021). Em relagdo a massa de tecido adiposo
branco (WAT), observamos que a exposig¢ao ao frio crénico reduziu a massa do
WAT quando comparado aos animais controles mantidos a 22 °C (Figura 3),
mas nao houve diferencga entre os grupos genotipicos (com e sem CETP) ao final
do periodo de exposigao ao frio. Em ambas as linhagens de camundongos, a
massa de iBAT foi aumentada pelo frio em comparagdo com 22 °C. No grupo
sCETP, observamos que a massa do iBAT estava significativamente aumentada

(15%) quando comparada ao NTg também exposto ao frio (Fig. 3C).
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Em seguida, verificamos se a expressdo da CETP modificaria o
metabolismo corporal por ativacdo do BAT em resposta ao frio submetendo
animais anestesiados a respirometria apds administragcdo de alta dose de
isoproterenol. Este é considerado um teste cuja resposta principal esta
relacionada a atividade do BAT (Cannon & Nedergaard, 2011). Essas analises
foram realizadas antes (22 °C) e ap6s 7 dias de exposi¢ao ao frio (Figura 4A e
B). Em ambas as temperaturas de alojamento (22 e 4 °C), o consumo de
oxigénio em resposta ao isoproterenol foi maior no grupo CETP em comparagéao
com NTg. Enquanto um aumento de 21% foi observado em animais aclimatados
a 22 °C (Figura 4A), ao final dos 7 dias de exposi¢ao a 4 °C, o grupo CETP
aumentou o consumo de oxigénio em 41%, indicando que a expressao de CETP
aumentou ainda mais a sua taxa metabdlica em resposta a adaptagao ao frio em

comparacgéo com o grupo NTg (Figura 4B).

No sentido de buscar uma janela temporal mais adequada para a
investigacdo sobre o maior metabolismo nos animais CETP expostos ao frio,
repetimos e ampliamos as analises apds exposigao ao frio por 24 horas (Figuras
suplementares 1 a 4). A temperatura corporal, do iBAT, da cauda, a ingestao
alimentar, a concentragdo plasmatica de leptina e de glicose ndo estavam
alterados entre os grupos hCETP e NTg (Figura suplementar 1) apos 24 hs de
exposicao ao frio. O peso corpoéreo, do figado e dos depdsitos adiposos, a
composicao da carcaca e o conteudo de lipideos do iBAT também n&o variaram
entre os grupos (Figura suplementar 2). Analisamos também a expressao de
genes relacionados a lipdlise e termogénese no iBAT e tecido adiposo inguinal
suscetivel ao processo de “browning”. No entanto, ndo houve diferencas
significativas na expressao génica entre hCETP e NTg apds 24 horas de
exposicdo ao frio (Figura suplementar 3). Isso sugere que o aumento de
atividade do BAT verificada nos animais CETP expostos ao frio por 7 dias (Figura
4) provavelmente nao esta relacionado a regulagao transcricional destes genes,
e sim provavelmente a agcdo de agentes locais, como por exemplo, maior

disponibilidade de acidos graxos derivados de lipdlise.

Os niveis plasmaticos de colesterol, como esperado para o fendtipo
decorrente da expressao da CETP, estédo reduzidos nos animais CETP expostos
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ao frio, enquanto os niveis de triglicérides e de insulina s&o similares nos dois

grupos genotipicos expostos ao frio (Tabela 1).

Termoneutralidade de longo prazo

Uma vez que a temperatura de alojamento de 22 °C nao é considerada
uma temperatura neutra para roedores (Keijer e Speakman, 2019), ficamos
interessados em verificar se a expressao de CETP afetaria a composigcao e
metabolismo corporal quando os animais estivessem aclimatados em
termoneutralidade (28-30 °C). Nesta condig&o, a atividade do BAT é inibida
(Cannon & Nedergaard, 2004). Assim, por periodos de 1 ou 7 semanas, 0s
camundongos hCETP e irmaos NTg foram mantidos a 30 °C. No protocolo de 7
semanas, a temperatura retal dos animais hCETP foi maior do que dos NTg
durante as primeiras 4 semanas a 30 °C (Figura 5A). Apos 3 semanas a 30 °C,
os animais foram expostos agudamente ao frio por 2 horas para observar a
resisténcia ao frio e entdo retornaram ao ambiente de 30 °C. Verificamos que a
tolerancia ao frio foi melhorada pela expressdo de CETP, uma vez que
camundongos hCETP tiveram uma queda da temperatura corporal 30% menor
que os NTg durante 2 horas a 4 °C (Fig. 5B). Durante 4 semanas de
termoneutralidade, a temperatura superficial da cauda, mas ndo a da regido do
iIBAT, foi superior nos animais hCETP (Fig. 5C e D).

O peso corporal, a ingestdo alimentar e a massa dos depdsitos adiposos,
figado e musculo gastrocnémio apds 7 semanas em termoneutralidade sao
apresentados na Figura 6. Nao houve diferengas no peso corporal e na ingestao
alimentar entre hCETP e NTg sob termoneutralidade (fig. 6A, 6B), assim como
também ndo havia a 22 e 4 °C. Em comparagdo com a temperatura do
alojamento de 22 °C, espera-se que camundongos mantidos a 30 °C apresentem
reducdo na ingestdo alimentar (Cui et al., 2016). De fato, a ingestédo alimentar
média verificada a 30 °C (~2,5 g/dia) € reduzida quando comparada a 22 °C
(Raposo et al.,, 2021, ~4 g/dia). Como esperado, também ha diferencas
marcantes entre a ingestao alimentar a 4 °C (Fig. 4, 10-11 g/dia) e 30 °C (Fig. 6,
~2.5 g/dia). Em relacdo as massas de tecidos especificos, ndo observamos

diferencas nos depodsitos de WAT, porém a massa do BAT aumenta apos a



47

termoneutralidade em ambos os grupos de camundongos hCETP e NTg (Fig.
6C). O aspecto macroscopico do BAT em ambos hCETP e NTg estava mais
esbranquicado na termoneutralidade, corroborando com a ideia de que a
aclimatacéo termoneutra reduz a atividade do BAT em comparagédo a 22 °C (Cui
et al., 2016).

O peso do figado e musculo esquelético (gastrocnémio + soleo) estéo
reduzidos nos NTg mantidos a 30 °C em comparagao com 22 °C, porém o grupo
que expressa CETP nao apresenta esta reducdo de massa hepatica, e mais
importante, mostra aumento significativo de 20% na massa do musculo
esquelético em relagdo aos NTg quando mantidos a 30 °C (Fig. 6C). A
composi¢cao da carcaga corporal em termos de agua, proteinas e lipidios nédo

difere nos dois grupos genotipicos mantidos a 30 °C por 7 semanas (Fig. 6D).

Durante a termoneutralidade, verificamos que as concentragdes
plasmaticas de glicerol (semana 4), indicador de lipdlise, glicemia de jejum
(semanas 4) e leptina (semanas 4 e 7) ndo variaram entre os grupos hCETP e
NTg (Figura 7). Interessante, observamos que a glicemia do estado alimentado
(semana 5) estava reduzida no grupo hCETP, sugerindo aumento de captacéo
tecidual e/ou de sensibilidade a insulina nestes animais, quando em
termoneutralidade. As concentragdes plasmaticas de colesterol, triglicérides e de
insulina ndo variaram entre os grupos em termoneutralidade por 7 semanas
(Tabela 2).

Como esperado, as analises de respirometria in vivo estimulada por
isoproterenol apds 6 semanas de termoneutralidade ndo mostraram diferencgas
significativas entre hCETP e NTg (Figura 8), uma vez que nesta condig&do a
atividade do BAT esta inibida.

As variaveis analisadas apdés 4 semanas de termoneutralidade nao
apresentaram diferengas entre os grupos hCETP e NTg. Estes resultados
sugerem que as adaptagdes metabdlicas resultantes da expressao da CETP
desapareceram, como indicado pelas alteragdes de temperatura (metabolismo)

corporal apds 4 semanas de termoneutralidade.
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Termoneutralidade de curto prazo

Uma vez que as diferencas observadas na temperatura retal entre os
grupos CETP e NTg se perdem no decorrer das semanas, decidimos continuar
investigando os indicadores de metabolismo em um novo coorte de animais
submentendo-os a termoneutralidade por apenas uma semana. Neste novo
experimento, observamos algumas mudangas significativas no comportamento
metabdlico dos animais que expressam CETP. Nao houve alteragao significativa
do peso corpéreo (Figura 9A), porém houve aumento do consumo alimentar
(Figura 9B). N&do houve diferengas significativas entre os grupos genotipicos em
termos de massa dos depositos adiposos visiveis, figado e gastrocnémio (Figura
9C). A histologia do tecido adiposo marrom destes animais nao revelou diferencga
no conteudo lipidico entre os grupos (Figura 9D), porém o conteudo de lipides
da carcaga dos animais CETP estava significativamente reduzido em 27% e a
massa magra significativamente aumentada (Figura 9E). Quanto a temperatura
retal, verificamos que os animais hCETP tiveram aumento significativo apos 48
horas a 30 °C, mantendo a tendéncia de temperatura mais elevada ao longo dos
7 dias (Figura 10A), sem alteracdes significativas das temperaturas da regido
do BAT (Figura 10B) e da cauda (Figura 10C). Mais importante, verificamos
aumento do gasto energético diario no periodo claro (repouso) dos animais
hCETP determinado apds 4 dias em termoneutralidade (Figura 11). A glicemia
em estado alimentado manteve-se reduzida nos animais hCETP em
termoneutralidade, enquanto a insulinemia estava mais elevada nos hCETP
(Tabela 2). Isso sugere que a termoneutralidade modifica a produg&o (pancreas)
e/ou remocéo (figado) da insulina da circulagao nos animais CETP, favorecendo

a captacao tecidual de glicose.

Confirmando que na termoneutralidade a curto prazo o BAT esta inativo,
nao verificamos nenhuma alteracdo na expressao de genes relacionados a

termogénese entre os grupos hCETP e NTg (Figura 12).

No sentido de avaliar mais profundamente outros 6Orgéos
metabolicamente ativos, determinamos o consumo de oxigénio em biopsias do
gastrocnémio e de figado dos animais aclimatados a 22 °C e submetidos a

termoneutralidade por 7 dias (Figura 13). Na&o observamos diferencas
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significativas entre hCETP e NTg nos musculos de machos e fémeas mantidos
a 22 °C (Figura 13A e B) e em musculo e figado de fémeas aclimatadas em

termoneutralidade por 7 dias (Figura 13C e D).

Como na termoneutralidade de curto prazo observamos aumento de
ingestédo alimentar e de gasto energético nos animais hCETP, investigamos a
expressao de neuropeptideos orexigénicos e anorexigénicos no hipotalamo dos
dois grupos de animais (Figura 14). No entanto, ndo houve diferengas
significativas na expressao de pomc, cart, agrp e npy, e de trh e bdnf entre os
grupos de animais em termoneutralidade de curto e de longo prazo (Figura 14)
O BDNF também foi avaliado por ser um peptideo associado ao controle da

temperatura corporal.

DISCUSSAO

Estudos anteriores mostraram que a suscetibilidade a obesidade varia
dependendo da constituicdo genética e das temperaturas de alojamento dos
modelos experimentais. A termogénese do tecido adiposo marrom ou induzida
em depdsitos adiposos bege tem sido considerada uma potencial estratégia
terapéutica ou de prevencao de obesidade bastante atraente. Por exemplo, em
estudos prévios foi mostrado que manipulagdes genética ou farmacoldgicas que
induzem a expressdo da UCP1, reduzem a adiposidade (Himms-Hagen et
al.,1994; Kopecky et al.,1995; Kopecky et al.,1996). Além disso, a expressao
ectopica de UCP1 em tecido adiposo branco confere resisténcia a obesidade
induzida por dieta em ratos da linhagem Lou/C (Veyrat-Durebex et al., 2011). Por
outro lado, os efeitos da ablacdo da UCP1 sdo mais incertos e dependem das
condicdes térmicas ambientais. Inesperadamente, quando aclimatados a 20°C,
camundongos nocautes de UCP1 sao protegidos contra obesidade induzida por
dieta, mas esta protecdo desaparece quando eles sdo mantidos a 27°C. Isso
parece indicar que mecanismos alternativos, independentes de UCP1,
requeridos para regular a temperatura corporal em ambiente frio (abaixo da

termoneutralidade) tem um custo energético maior resultando em aumento de
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gasto energético corporal (Liu et al., 2003). Por outro lado, em temperatura
termoneutra (30°C), a ablagdo da UCP1 induz obesidade devido a auséncia da
termogénese induzida pela dieta (Feldmann et al., 2009). Conforme o esperado
da funcao das UCPs, outros estudos mostram que a superexpressédo da UCP3
em musculos de camundongos resultou em camundongos magros e hiperfagicos
(Clapham et al, 2000), e resistentes a obesidade (Tiraby et al., 2007). A
superexpressdao da UCP3 preveniu o acumulo de triglicérides tanto no tecido
adiposo quanto no musculo (Costford et al., 2006). Tem sido sugerido que o
papel fisiolégico da UCP3 pode estar mais relacionado a eficiéncia do
processamento mitocondrial de acidos graxos do que com a termogénese em si,
protegendo contra acumulo de acidos graxos e mantendo a capacidade

muscular de oxidar gorduras (Hesselink et al., 2003).

Relatamos anteriormente que, em condigdes padréo (dieta comercial
padrao e temperatura de alojamento a 22°C), a expressdo de CETP aumenta a
lipolise, a atividade do BAT e a taxa metabdlica corporal, resultando na reducao
da massa do tecido adiposo em comparagao com camundongos controles NTg
(Raposo et al.,, 2021). Aqui, mostramos que esses camundongos CETP,
aclimatados a 22°C, quando expostos ao frio (4°C) sado capazes de manter sua
temperatura corporal de maneira semelhante aos NTg, embora tivessem menor
adiposidade antes da exposigcao ao frio, e portanto menor isolamento corporal
em relagdo ao ambiente. A explicagado para isso € um maior aumento da taxa
metabdlica corporal induzida pelo frio nestes animais que expressam CETP,
principalmente via ativagdo do BAT, demonstrada pelo maior consumo de
oxigénio induzido pelo isoproterenol. Esta resposta metabdlica do corpo é
ativada ainda mais apés a aclimatagéao ao frio (4°C por 7 dias) em camundongos

CETP em comparagédo com NTg.

Por outro lado, quando aclimatados a termoneutralidade por até 4
semanas, camundongos que expressam a CETP exibem um aumento
significativo na temperatura corporal, central (retal) e periférica (cauda), € maior
tolerancia ao estresse agudo de frio, sugerindo que a maior taxa metabdlica de
camundongos CETP é um fendbmeno constitutivo neste modelo e néo
dependente da atividade do BAT, que esta inibido na termoneutralidade. Durante

a uma semana de termoneutralidade, observamos aumento de ingestao
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alimentar concomitante com aumento de gasto energético diario (periodo claro),
tendéncia de aumento de temperatura retal, o que resultou em redu¢cao de massa

gorda (gordura subcutadnea) e aumento de massa magra.

O ponto chave a ser esclarecido € identificar quais tecidos contribuem
para um maior metabolismo e geragédo de calor em camundongos CETP nas
diversas condigdes. Em 22°C, demonstramos maior temperatura e atividade do
BAT (consumo de oxigénio) e maior lipdlise do WAT nos animais CETP (Raposo
et al., 2021). Em condigdes de frio (4°C), neste trabalho demonstramos também
maior atividade do BAT determinada pelo teste de consumo de oxigénio
estimulado por isoproterenol. Porém, em condi¢des de termoneutralidade
(30°C), situagcdo em que o BAT esta inibido, o tecido muscular parece ser o
principal responsavel pelo aumento do metabolismo, ja que os animais CETP

tem aumento de massa magra.

O musculo esquelético é responsavel por grande parte da termogénese
do tremor na exposi¢ao aguda ao frio (Wijers et al., 2009), uma vez que pode ser
responsavel por cerca de 40% da termogénese induzida pela epinefrina
(Simonsen et al., 1992). Em pequenos mamiferos, o BAT é o principal
contribuinte para a termogénese adaptativa independente de tremores que
ocorre na aclimatagdo ao frio (Cannon e Nedergaard, 2011). Embora a
contribuicdo de outros tecidos para a termogénese adaptativa em humanos
ainda seja desconhecida (Lowell e Spiegelman, 2000), descobertas recentes
identificaram o figado como um 6rgao crucial para a adaptacao ao frio (Simcox
et al., 2017), uma vez que o figado fornece acilcarnitinas como combustivel para
a termogénese no BAT em camundongos expostos ao frio.

Sob termoneutralidade, existem evidéncias de que todo o calor produzido
apos a injecao de norepinefrina seja proveniente de fontes ndo-BAT, mas na pré-
aclimatacao a temperaturas abaixo da termoneutralidade, a contribuicado do BAT
€ de cerca de 10-20% (Cannon e Nedergaard, 2011). Considerando que na
termoneutralidade a atividade do BAT ¢é inibida, o musculo esquelético poderia
ter uma grande contribuigdo para manter o metabolismo mais elevado em
camundongos CETP. De fato, mostramos anteriormente que camundongos

CETP aclimatados a 22°C apresentam aumento da massa magra e diminuigéo
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da massa gorda (Raposo et al., 2021), portanto, quando expostos ao frio
(agudamente), sua capacidade de gerar calor por tremores deve ser aumentada.
Sob termoneutralidade, mostramos neste trabalho, que a massa muscular
esquelética (gastrocnémio) e massa magra da carcagca estdo elevadas em
camundongos CETP. Também estudamos o metabolismo (consumo de
oxigénio) de musculo e figado isolados dos animais aclimatados a 30°C, mas
nao verificamos diferengas significativas (por unidade de peso dos tecidos) entre
os grupos CETP e NTg. No entanto, se a massa muscular (massa magra)
corporal € maior nos animais CETP, isso ja contribui para explicar o maior

metabolismo corporal destes animais na termoneutralidade.

Algumas possiveis sugestdbes de mecanismo de agdo da CETP em
aumentar metabolismo ja foram discutidas em nossa publicagdo prévia dos
resultados obtidos em condigdo de temperatura ambiente de 22 °C. A primeira
hipotese seria de que a CETP teria uma agado no sistema nervoso central,
podendo estimular o tonus simpatico no tecido adiposo branco (lipdlise) e no
tecido adiposo marrom (termogénese). No entanto, a dosagem de catecolaminas
tanto plasmatica como local nos depédsitos adiposos ndo demonstrou aumento
no grupo que expressa a CETP. Além disso, no presente trabalho analisamos a
expressao de genes relevantes, neste caso principalmente Trh, para a regulagéo
da homeostase energética no hipotalamo em condi¢cdes de frio (24 hs) e

termoneutralidade (1 e 7 semanas) e ndo observamos alteragdes significativas.

Outro possivel mecanismo esta relacionado com a funcdo da CETP de
modular o conteudo de colesterol presente na membrana plasmatica das células.
O teor de colesterol de membrana altera a expressao génica e ativagédo de
proteinas relacionadas com metabolismo energético (Lay et al., 2001), incluindo
lipdlise e termogénese (Raposo et al, 2021). Como base para esta proposta, foi
demonstrado que a expressdo da CETP aumenta a captacdo de colesterol
derivado das HDL no figado, adrenal, adiposo e bago (Harada et al, 2007). Foi
também demonstrado em cultura de células adiposas que a CETP aumenta o
conteudo de colesterol celular (Benoist et al., 1997; Oliveira e Raposo, 2020). De
fato, detectamos maior conteudo de colesterol no iBAT dos animais hCETP
mantidos a 22 °C (Raposo et al., 2021).
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Existe também a possibilidade de que o colesterol presente na membrana
plasmatica contribua para a estabilidade de receptores beta adrenérgicos, sendo
estes os receptores-chave para a via de sinalizagao da lipdlise e termogénese
(Cherezov et al., 2007). Deste mesmo modo, outras proteinas de membrana
relevantes para aumento de captacdo de substratos e do metabolismo celular
poderiam ser estabilizadas ou ativadas pelo aumento de colesterol de membrana
mediado pela CETP. Recentemente foi descrito um receptor acoplado a proteina
G 3 (GPR3) que é constitutivamente ativado independente de ligante (Sveidahl
Johansen et al, 2021). Os autores mostraram que a expressao do GPR3 é
induzida pelo frio de uma maneira ndo candnica, pela sinalizacao lipolitica
intracelular, que €& suficiente para promover o programa termogénico de
adipdcitos marrons e bege de camundongos e humanos (Sveidahl Johansen et
al, 2021). Seria interessante avaliar a expressao proteica e atividade deste
receptor em tecidos alvo (WAT, BAT e musculos) de nossos grupos

experimentais.

Outros inumeros mecanismos poderiam ser aventados para explicar a
acao da CETP em aumentar o metabolismo. Idealmente deveriamos realizar
analises do transcriptoma e/ou proteoma dos tecidos alvo de nosso interesse
nas diversas condi¢cdes de temperatura ambiente para comparar os animais
hCETP e NTg. Estas analises abrangentes podem apontar genes ou proteinas

chave nao previsiveis antecipadamente, intermediarias da acao da CETP.

Em conclusao, camundongos que expressam a CETP que exibem menor
adiposidade a 22 °C sao capazes de manter sua temperatura corporal durante a
exposi¢cado aguda e crénica ao frio, devido pelo menos em parte, a sua maior
capacidade de aumentar a taxa metabdlica corporal (VO2) relacionada a
atividade do tecido adiposo marrom. Sob termoneutralidade (quando a atividade
do BAT é reduzida ou totalmente inibida), os camundongos CETP exibem
aumento de ingestao alimentar, do gasto energético corporal, da massa magra
e redugao da massa gorda (gordura subcutanea). Nos animais CETP, o aumento
da insulinemia e reducdo da glicemia pods-prandial em termoneutralidade
refletem uma maior captagdo tecidual de glicose, o que parece sustentar o
aumento do metabolismo demandado por uma maior massa magra corporal.

Assim, propomos que a expressdo da CETP confere uma maior capacidade de
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elevacéo das taxas metabdlicas em diferentes tecidos corporais sob diferentes
condicoes de temperatura. Nossos resultados podem ainda explicar pelo menos
parcialmente a controvertida associagao entre polimorfismos do gene da CETP
e obesidade (Oliveira e de Faria, 2011; Oliveira e Raposo, 2020). Finalmente,
podemos especular que o efeito da CETP (ou o mecanismo subjacente) teriam

um potencial uso no combate a doencas metabdlicas.
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Tabela 1: Concentragdes plasmaticas de lipides e insulina em camundongos

hCETP e NTg submetidos ao frio.

Tratamento / Colesterol Triglicérides Insulina
grupos mg/dL mg/dL ng/mL
4°C - 24 hs

hCETP 66.6 + 3.9% 62.9+3.3 1.2+0.3
NTg 78.0+3.5 71.1+3.9 1.5+0.6
4°C - 7 dias

hCETP 66.8 + 3.2 67.4+£53

NTg 68.1+4.6 62.6 £ 8.6

sCETP 41.5+2.8* 87.3+£9.2

NTg 64.6+7.0 67.9+6.1

Média + EP (n=5). Plasma obtido em estado alimentado. Student t test: ® p=0.07, *

p<0.05.

Tabela 2: Concentragdes plasmaticas de lipides, glicose, insulina e
adiponectina em camundongos hCETP e NTg submetidos a termoneutralidade.

Tratamento / Colesterol Triglicérides Glicose Insulina Adiponec-

grupos tina ng/dL
mg/dL mg/dL ng/mL ng/mL

30°C — uma

semana

hCETP 70.2+14* 57.3+5.1 115+3.6* 1.3+0.1* 19.1+3.0

NTg 84.7 £ 5.1 585+55 129+53 09+0.08 174+1.0

30°C — sete

semanas

hCETP 69.0 +4.7 97.5+120 109+2.0* 08+0.06 204+1.9

NTg 65.5+3.5 748+126 130+£89 0.8+0.1 16.8 £2.2

Média + EP (n=5). Plasma obtido em estado alimentado. Student t test: * p<0.05.
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Figura 1. Temperatura retal durante exposicdo ao frio (4°C) aguda (A,C) e
cronica (B,D). Camundongos nao transgénicos (NTg) e transgénicos para
CETP de humanos (hCETP) e de simios (sCETP). Média + epm (n=5-6).

Teste “t” de Student, * p < 0.05.
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Figura 2. Peso corporal (A,C) e ingestdo alimentar (B,D) durante exposicéo
cronica ao frio (4°C) por 7 dias. Camundongos n&o transgénicos (NTg) e
transgénicos para CETP de humanos (hCETP) e de simios (SCETP). Média
+ epm (n=6). Teste “t” de Student, * p < 0.05.
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humanos (hCETP) (A) e de simios (sCETP) (B). Média + epm (n=6). Teste
“t” de Student, %p < 0.05 vs NTg 22°C, *p < 0.05 vs NTg (4°C).
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Figura 4. Consumo de oxigénio (VO2) apds injecdo intraperitoneal de
isoproterenol (ISO: 10 mg/kg) antes (A, 22°C) e depois (B, 4°C) da
exposicdo ao frio por 7 dias. Camundongos ndo transgénicos (NTg) e
transgénicos para CETP de humanos (hCETP). AUC- area sob a curva de
VO2 apés administragao de ISO. Média + epm (n=6). Teste “t” de Student,
*p <0.05.
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Figura 5. Temperatura corporea (retal) durante exposi¢ao a termoneutralidade
(30°C) por 7 semanas (A) e durante teste de exposi¢cédo aguda ao frio (4°C)
(B). O teste de exposicdo ao frio foi feito apdés 3 semanas em
termoneutralidade. Temperatura maxima da regido da cauda (C) e do
tecido adiposo marrom (D) durante termoneutralidade. Camundongos nao
transgénicos (NTg) e transgénicos para CETP de humanos (hCETP).
Média + epm (n=6). Teste “t” de Student, * p < 0.05.
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Figura 7. Niveis plasmaticos de glicerol, glicose e leptina durante

termoneutralidade em camundongos nao transgénicos (NTg) e
transgénicos para CETP de humanos (hCETP). Os niveis de glicerol foram
medidos antes e ap0s injegao intraperitoneal de isoproterenol (0,3 mg/Kg)
(indicativo de lipdlise) (A); glicemia em condi¢ao de jejum (B) e alimentado
(C); leptinemia em condigdo alimentado na quarta (D) e sétima semana (E)
em termoneutralidade. Média + epm (n=5-6). Teste “t” de Student, * p <
0.05.
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Figura 8. Taxa de consumo de oxigénio (VO2) estimulada por isoproterenol
(ISO, 10 mg/kg, ip.) em camundongos nao transgénicos (NTg) e
transgénicos para CETP de humanos (hCETP) mantidos por 6 semanas
em termoneutralidade. (A) consumo de oxigénio (VO2) e (B) area sob a
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(n=5).
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Figura 11. Taxa metabdlica corporal estimada como gasto energético (EE) apos
4 dias em termoneutralidade (A), gasto energético (EE) do periodo claro
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humano (hCETP). Média + epm (n=5). Teste “t” de Student, * p < 0.05.
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Figura 12: Expressao de genes relacionados a termogénese e lipdlise em tecido
adiposo marrom de animais hCETP e NTg mantidos em termoneutralidade
(30°C) por 1 semana. Média = epm (n=5). Controle interno do RT-PCR:
rplp0 (Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit PO ou 60S acidic ribosomal
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Figura 13. A expressao da CETP nao altera a taxa de consumo de oxigénio
(OCR- oxygen consumption rate) de biopsias de musculo (gastrocnémio)
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(n=6).
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Figura S1. Temperatura corporea (retal) (A), temperatura maxima da regido do
tecido adiposo marrom (B) e cauda (C), consumo alimentar (D), dosagem
plasmatica de leptina (E) e glicemia (F) de animais que foram expostos ao
frio agudo (24 horas). Camundongos nao transgénicos (NTg) e
transgénicos para CETP de humanos (hCETP). Média + epm (n=6). Teste
“1” de Student, * p < 0.05.
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Figura S2. Consumo alimentar (A), composi¢ao da carcaca liofilizada (B) e %
de agua da carcaga (C), gravimetria dos tecidos (D), analise histologica do
conteudo lipidico do tecido adiposo marrom de animais que foram expostos
ao frio agudo (24 horas). Camundongos nao transgénicos (NTg) e
transgénicos para CETP de humanos (hCETP). Média + epm (n=6). Teste
“1” de Student, * p < 0.05.
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Figura S3. Expressao de genes relacionados a termogénese e lipdlise em tecido
adiposo marrom (A) e adiposo subcutaneo inguinal (B) de animais hCETP
e NTg submetidos ao frio (4 °C) por 24 horas. Média *
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