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RESUMO

A obesidade é um dos maiores problemas de saude publica no mundo que
pode acometer 1 bilhdo de pessoas em 2030. Estudos epidemiolégicos indicam que
0 excesso de peso e a obesidade sdo fatores de risco para mais de 30 doengas
crdnicas nao transmissiveis como diabetes, hipertensao, doenca renal e alguns tipos
de cancer. Recentemente foi identificada uma alta correlacdo entre obesidade e
mortes pela doenca infecciosa causada pelo virus SARS-CoV-2. Mudancas no estilo
de vida e intervengbBes farmacoldgicas ainda ndo se mostraram suficientes para
prevenir ou conter a evolugédo da doenca, promovendo uma perda de peso efetiva e
duradoura. A nova classe de farmacos antiobesidade, os agonistas de GLP-1,
avancam no sentido de reduzir até 15 % do peso corporal em um periodo de 68
semanas. Ainda que as perspectivas sejam promissoras, o controle da doenca ainda
esta longe de ser o ideal. Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) tém sido
amplamente estudados para potencial uso terapéutico, em especial o GPR40 € um
receptor de acidos graxos de cadeia média e longa que, como o GLP-1R, é
expresso nas ilhotas pancreaticas e nos principais neurbnios hipotalamicos
envolvidos na regulacdo da ingestdo alimentar e do gasto energético. Estudos
pregressos demonstraram que o agonista de GPR40 promoveu reducdo da massa
corporal em um modelo experimental de obesidade induzida por dieta. O presente
trabalho aventa a hipétese de que a combinacdo dos agonistas de GLP-1 e de
GPR40 pode ter um efeito positivo a longo prazo na obesidade, reduzindo o peso
corporal e a inflamacdo induzida pela dieta. Camundongos machos swiss
submetidos a 4 semanas de dieta hiperlipidica, receberam tratamento com agonistas
de GLP-1, liraglutida, e de GPR40, TUG-905 durante 7 dias. Foram realizados
controle de ingestdo alimentar, peso corpéreo, glicemia de jejum, temperatura
interescapular, teste de tolerancia a glicose, respirometria e expresséao por RT-PCR
de genes de interesse. O sinergismo dos agonistas promoveu maior reducao da
massa corporal em relacdo ao obtido com ambos, quando administrados
isoladamente. Além disso, a combinacdo dos compostos resultou em um aumento
significativo na termogénese do tecido adiposo marrom. Assim, a combinacédo dos
agonistas liraglutida e TUG-905 pode proporcionar avanco no tratamento da

obesidade, buscando melhor progndstico e maior qualidade de vida.

Palavras-chave: GLP-1; Liraglutida; Hipotdlamo; Obesidade.



ABSTRACT

Obesity is one of the biggest public health problems in the world. Which could
affect 1 billion people in 2030. Epidemiological studies indicate that overweight and
obesity are risk factors for more than 30 non-communicable chronic diseases such as
diabetes, hypertension, kidney disease and some types of cancer. Recently, a high
correlation between obesity and deaths from the infectious disease caused by the
SARS-CoV-2 virus has been identified. Lifestyle changes and pharmacological
interventions have not yet been shown to be sufficient to prevent or contain the
progression of the disease, promoting effective and lasting weight loss. The new
class of anti-obesity drugs (GLP-1 agonists) advance towards reducing up to 15% of
body weight in a period of 68 weeks. Although the prospects are promising, disease
control is still far from ideal. G protein-coupled receptors (GPCRs) have been
extensively studied for potential therapeutic use, in particular GPR40 is a medium
and long-chain fatty acid receptor that, like GLP-1R, is expressed in pancreatic islets
and major hypothalamic neurons involved in food intake regulation and energy
expenditure. Previous studies had demonstrated that the GPR40 agonist promoted
body mass reduction in an experimental model of diet-induced obesity. The present
study has hypothesized that the combination of GLP-1 and GPR40 agonists may
have a long-term positive effect on obesity, reducing body weight and diet-induced
inflammation. Male Swiss mice submitted to 4 weeks on a high-fat diet were treated
with agonists of GLP-1 (liraglutide) and GPR40 (TUG-905) for 7 days. Food intake;
body weight; fasting glucose; interscapular temperature; glucose tolerance test;
respirometry and RT-PCR genes expression of interest were measured. The
synergism of the agonists promoted a greater reduction in body mass over that
obtained using both compounds alone. Furthermore, the compounds combination
resulted in brown adipose tissue thermogenesis significant increase. Thus, the
combination of the agonists liraglutide and TUG-905 may provide advances in

obesity treatment, aiming for a better prognosis and quality of life.

Keywords: GLP-1; Liraglutide; Hypothalamus; Obesity.
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Introducéo

1.1 Obesidade e indice de Massa Corporal (IMC)

A obesidade é um distarbio metabdlico oriundo de multiplas causas, sendo
resultado de complexas interagbes entre fatores genéticos, psicoldgicos,
socioeconbémicos, culturais e ambientais. Segundo a Organizacao Mundial de Saude
(OMS), a obesidade € um acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal que
pode afetar a salde e é identificada em diferentes graus pelo indice de Massa
Corporal (IMC). Tal parametro € a razdo entre o peso (kg) e a altura ao quadrado
(m2?) de uma pessoa adulta. A classificagdo do IMC esta representada na Tabela 1.

().

Tabela 1. Classificacdo para adultos de acordo com o IMC (WHO, 2000 - adaptado).

Classificagao IMC (kg/m?)
Desnutricao <185
Peso normal 18,5-24,9
Sobrepeso 25,0-29,9
Obesidade | 30,0-34,9
Obesidade Il 35,0-39,9
Obesidade llI =40

Um estudo realizado em 186 paises, analisando as popula¢des no periodo de
1975 a 2014, demonstrou que houve uma transicdo do baixo peso para sobrepeso e
obesidade em todo o mundo. Tal fato se observa principalmente pelo aumento do
indice de Massa Corporal (IMC), aliado ao consumo elevado de alimentos
ultraprocessados. Nos Estados Unidos, em patrticular, a partir da década de 1970 foi
possivel observar o crescimento do sedentarismo e as alteragcdes no sistema
alimentar, como o aumento da oferta de alimentos baratos, saborosos e com alto
teor de energia; melhores formas de distribuicdo para tornar os alimentos muito mais
acessiveis e convenientes; e um marketing de alimentos mais persuasivo e

abrangente (2,3).
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1.2 Prevaléncia da Obesidade

A prevaléncia global da obesidade para o ano de 2030 é que 1 em cada 5
mulheres e 1 em cada 7 homens terdo um IMC =30kg/m?, o que equivale a mais de
1 bilhdo de pessoas em todo o0 mundo. Enquanto que no Brasil havera 29,7 % da
populacdo obesa, totalizando 50 milhdes de adultos, classificando assim como um

dos 20 paises mais afetados pela obesidade no mundo (4).
1.3 Fisiopatologia da Obesidade

A obesidade consiste no acumulo de gordura ocasionado por um desequilibrio
energético, que envolve sinais periféricos e sistema nervoso central. Em condi¢cbes
basais, nutrientes e hormonios oriundos de tecidos como pancreas, tecido adiposo e
estdbmago, predizem quanto ao estoque de energia. Estes sinalizadores permitem
que populagdes neuronais no nucleo arqueado do hipotalamo, regido que controla a
ingestao alimentar e o peso corporeo, respondam de formas distintas as diferentes
condicBes nutricionais. No estado de jejum, o neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo
relacionado ao gene agouti (AgRP) estimulam o consumo de alimentos e diminuem
0 gasto energético, enquanto que em situacédo pos-prandial a proopiomelanocortina
(POMC) e o transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART) inibem a ingestéao
alimentar e aumentam o dispéndio energético. Os hormonios circulantes, insulina e
leptina, inibem os neurbnios NPY/AgRP e estimulam os neurdénios POMC/CART
adjacentes, apresentando efeito fisiolégico oposto quando em baixas concentragdes.
Por outro lado a grelina, peptideo secretado pelo estémago durante o jejum, pode
ativar os neurdnios NPY/AgRP, estimulando assim a ingestdo de alimentos (Figura
1) (5). Qualquer inadequacgéo desse sistema de integracdo de sinais pode ser um
fator perturbador da homeostase energética, podendo levar ao ganho de peso e
alteracbes metabolicas. Estudos pregressos do nosso grupo identificaram, em
modelo experimental, que o consumo de dieta hiperlipidica por apenas 12 horas
resulta em uma regulacdo defeituosa da expressao hipotalamica de POMC (6). Tal
desregulacdo também ocorre em humanos, uma vez que em neurbnios POMC
gerados a partir de células-tronco pluripotentes humanas, o palmitato, um dos acidos
graxos saturados mais comuns, promoveu redugdo no processamento de POMC,
resultando na diminuicdo da producdo de B-endorfina e a-MSH (7). Em

contrapartida, individuos saudaveis apresentam uma correlacdo inversa entre o
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ganho de massa corporal apds excessos € alteragdes nos niveis sanguineos de [3-
endorfina derivada de POMC (6). Assim, a ingestdo excessiva de gorduras pode
ocasionar alteragbes precoces nos neurdbnios POMC e, consequentemente,
aumentar a predisposicdo a obesidade (8).

oCond-orcier
u»! rln wrestream ‘.;‘ Nauron
neurons
Food Energy

intake expenditure

.. Frst-onier
T neurcns S/

\
Therd
ventnce

' M Insuln

_---"?I ll | leptn K

Insulin

o Adpose
tissue

Figura 1. Controle da homeostase energética por neurdnios de nicleo arqueado. Ghsr,

receptor secretagogo do horménio do crescimento; Lepr, receptor de leptina; Mc3r/Mc4r,

receptor de melanocortina 3/4; Y1r, receptor do neuropeptideo Y1 (5).
1.4 Controle enddcrino da ingestéo alimentar

Varios hormonios reguladores da ingestdo de alimentos sdo secretados pelo
trato gastrointestinal, figado, pancreas ou tecido adiposo e atuam conjuntamente no
cérebro, em particular no hipotalamo, para modular a fome e a saciedade. Os
hormoénios intestinais podem ser classificados como reguladores de curto prazo da
ingestdo de alimentos, que séo secretados em antecipacao as refeicbes (grelina),
em resposta a nutrientes [colecistocinina (CCK), peptideo YY (PYY), peptideo

semelhante ao glucagon 1 (GLP1), polipeptideo insulinotrépico dependente de
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glicose (GIP) e oxintomodulina (OXM)] ou na privacdo de nutrientes [glucagon, fator
de crescimento de fibroblastos 21 (FGF21)] e reguladores de longo prazo da
ingestdo alimentar, que sinalizam para o cérebro em propor¢do a a quantidade de

gordura armazenada no corpo (leptina, insulina e amilina) (9).
1.5 Comorbidades da Obesidade

Para além da complexidade da doenca per se, 0 aumento do IMC, bem como
0 acumulo de gordura podem acarretar comorbidades que vao repercutir
diretamente na qualidade e na expectativa de vida. Ressalta-se que ha um risco
elevado de mais de 30 doencas crénicas nao transmissiveis (DCNT), em diferentes
graus, incluindo diabetes, hipertensdo, doenca renal e alguns tipos de cancer.
Assim, o comprometimento ndo é somente na saude individual, mas também na
coletiva, tendo grandes implicagdes no sistema de saude. Em 2019, o gasto direto
com DCNT no Brasil atingiu R$ 6,8 bilhdes, sendo 22 % desse valor (R$ 1,5 bilh&o)
atribuido ao excesso de peso e a obesidade. Ademais, houve 128,71 mil mortes,
quase 496 mil hospitalizacbes e 31,72 milhdes de procedimentos ambulatoriais
realizados pelo SUS (10).

Recentemente, a pandemia de COVID-19 que ainda aflige o mundo, destacou
uma alta correlacdo entre obesidade e mortes pela doenca infecciosa causada pelo
virus SARS-CoV-2. Essa associacdo pode ser até quatro vezes maior quando
metade da populacdo estd em sobrepeso, chegando a totalizar 4,3 milhdes de
mortes. O esquema de vacinacdo proposto tem reduzido de forma bastante
satisfatoria os casos, a gravidade e os desfechos da infec¢éo, entretanto, em paises
gue tém ampla cobertura vacinal, ressaltaram que o excesso de peso permanece

sendo um forte fator de risco e complicador do quadro (4).
1.6 Tratamento da Obesidade

Vérias sdo as abordagens em nivel politico, social e educacional que visam
reduzir oS numerosos e preocupantes dados sobre o excesso de peso, de forma a
atuar tanto na prevencdo como no tratamento e, assim, garantir uma melhor
qualidade de vida. Neste sentido, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) ira lancar
neste ano um plano de acdo para deter e combater a obesidade, incluindo

recomendacdes preliminares para a prevencdo e o manejo da doenca ao longo da
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vida. A OMS ainda aponta como estratégias eficazes a taxacdo de bebidas
acucaradas, o subsidio de alimentos saudaveis e a disponibilidade de espacos que

incentivem a atividade fisica (11).

Quando as medidas preventivas ndo sao suficientes para controlar a doenca,
€ proposto um algoritmo de tratamento para adultos obesos. A selecdo para o
manejo da obesidade € determinada pelo IMC e pelos riscos cardiovasculares do
individuo. Se a faixa de IMC € entre 25 e 29,9 kg/m?, na auséncia de comorbidades,
aconselha-se a prevencdo do ganho de peso. Entretanto, havendo um ou mais
fatores de risco, a indicacdo é aliar dieta, exercicio e terapia comportamental para
reducdo do peso corporeo. Em se tratando de IMC acima de 27 com comorbidades
ou acima de 30 kg/m?, que ndo apresentaram resultados satisfatérios, os quais
consistem em voltar & linha de base do risco para as comorbidades, apenas com
mudancas no estilo de vida, recomenda-se o tratamento farmacolégico. Enquanto
que a cirurgia bariatrica € uma opcao apenas para pacientes com IMC superior a 40

kg/m2 ou acima de 35 com comorbidades (12).
1.6.1 Alimentacao

Em contrapartida as dietas restritivas, o Guia Alimentar para a Populacao
Brasileira, elaborado pelo Ministério da Saude em 2014, propde uma alimentacdo
equilibrada, variada, priorizando alimentos in natura em detrimento dos
ultraprocessados e reduzindo as quantidades consumidas de acucar, sal e 6leo. A
partir de um plano alimentar mais flexivel, visando a reeducacéo, a velocidade da
perda de peso geralmente € mais lenta, porém mais sustentavel e com metas mais

realistas (13).

A intervencgdo dietética no tratamento da obesidade visa melhorar a saude do
individuo com a adogao de habitos alimentares mais saudaveis e que se mantenham
por toda a vida. Para além da escolha da dieta mais adequada e a quantidade de
calorias, deve-se levar em consideracdo as preferéncias alimentares, a condi¢cao
socioecon6mica, a cultura e a disponibilidade de acesso e de preparo dos alimentos.
Existem diversas dietas e programas para induzir a perda de peso, mas 0 ponto
comum é fornecer um déficit calorico que promova um balanco energético negativo
(13).
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As dietas de muito poucas calorias (VLCDs) fornecem menos de 800 kcal/dia
e é possivel haver uma reducéo de 15 a 20 % do peso inicial em 12 a 16 semanas.
Tal abordagem poderia ser mais segura quando na presenca de suplementacdo de
vitaminas e minerais e frente a métodos que sustentem a perda de peso obtida.
Enquanto que as dietas de poucas calorias (LCDs) contém 800 a 1500 kcal/dia,
geram uma perda de 8 a 10 % do peso inicial durante 16 e 26 semanas. Assim, &
possivel obter uma reducdo importante do peso corpoéreo com as dietas
anteriormente citadas, podendo ser um estimulo ao paciente muito obeso, porém
gque ndo se mantém a longo prazo. Dessa forma, sdo necessarias outras

modalidades terapéuticas para manter a perda de peso (12).

Ainda que a alimentacao saudavel seja um dos alicerces para o controle do
excesso de peso e da obesidade, muitos individuos tém dificuldade em aderir a ela,
principalmente, e permanecerem nos programas de emagrecimento, 0 que resulta
na recuperacdo do peso pré-tratamento em 1 a 5 anos e somente em 11 % dos
casos é observado uma manutencao da perda de 5 kg ou mais. Assim, o tratamento

dietético tem mais éxito quando associado a atividade fisica (13).
1.6.2 Atividade fisica

Todo movimento realizado seja em tarefas domésticas, trabalho diario, como
parte de recreacdo e lazer ou como meio de transporte ou exercicio (caminhada e
ciclismo) é considerada uma atividade fisica. A magnitude dos beneficios, ndo sé na
perda de peso, mas também na saude cardiovascular, na incidéncia de diabetes,
cancer e outras doencas, depende da frequéncia, duracdo e intensidade dos
exercicios executados. Para tal, a OMS publicou em 2020, recomendacfes
direcionadas a diferentes grupos populacionais e faixas etarias. Em se tratando de
adultos com 18 a 64 anos de idade é indicado fazer pelo menos 150-300 minutos de
atividade fisica aerdbica de intensidade moderada ou pelo menos 75-150 minutos de
intensidade vigorosa. Além de ser desejavel realizar atividades de fortalecimento
muscular em intensidade moderada em 2 ou mais dias por semana, pois

proporcionam beneficios adicionais a saude (14).

Considerando que o exercicio fisico, como medida preventiva a doengas, nao
associado a um programa de emagrecimento resulta em uma modesta perda de

peso e ainda assim quando conciliado com uma LCD reduz de 2 a 3 kg em 16 a 26
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semanas, ressalta-se que a principal contribuicdo da atividade fisica € o auxilio na
manutencdo de um peso saudavel (12). No tratamento da obesidade, exercitar-se
visa melhorar a satde geral e ndo apenas perder peso. E recomendavel que se
procure profissionais qualificados, aptos a individualizar e adequar os programas de
exercicio fisico, principalmente quando ha a presenca de comorbidades cardiacas,

pulmonares e com risco ortopédico (15).

Ao iniciar a pratica de exercicios, ressalta-se que a intensidade deve comecar
em nivel leve e por periodos mais curtos, aumentando progressivamente até atingir
o ideal de 150 a 300 minutos de atividade fisica moderada por semana ou 75
minutos de atividade fisica vigorosa, a fim de prevenir a recuperacdo do peso,

aumentar a perda ponderal e melhorar o condicionamento fisico (16,15).
1.6.3 Termogénese

Além do dispéndio energético proporcionado no exercicio fisico, € possivel
gue haja gasto de energia por meio da termogénese. Este processo consiste em
gerar calor para manter a temperatura corporal ou para realizar a digestdao e o
processamento dos alimentos oriundos da dieta (efeito térmico dos alimentos). O
tecido adiposo marrom (BAT) esta localizado na area interescapular de roedores e
nas regides supraclavicular, suprarrenal, pericardica e para-adrtica, e também ao
redor do péncreas, rim e traqueia em humanos. Nestes, a principio o BAT foi
detectado somente em recém-nascidos para termorregulacdo, mas em 2009, foi
identificado por 18F-FDG PET—CT em adultos sugerindo uma possivel participacéo
no metabolismo, alterando a sensibilidade a insulina e modificando a suscetibilidade

ao ganho de peso (17,18).

Os adip6citos marrons tém em sua composi¢do pequenas goticulas lipidicas
multiloculares e abundéancia de mitocéndrias, as quais contém em sua estrutura uma
proteina especifica do BAT, a proteina desacopladora 1 (UCP1). Quando ha
exposicao ao frio, principalmente, o sistema nervoso simpatico libera norepinefrina
que ira se ligar aos receptores B3 adrenérgicos nos adipdcitos, levando a ativacéo
da adenilil ciclase, ao aumento nos niveis de AMPc e a ativagdo da proteina quinase
A (PKA). Assim, ha a inducdo de lipdlise nos adipdcitos marrons. Portanto, € de

grande valia investigar nutrientes, estimulos ambientais e medicamentos que
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possam recrutar e ativar o BAT como estratégia para o tratamento da obesidade e

suas comorbidades (19,20).
1.6.4 Medicamentos

Quando a abordagem comportamental ou a busca por compostos eficazes
para estimular o BAT é insuficiente para conter a evolucdo da doenca e os fatores
de risco, ou ainda, as metas alcancadas estdo aguém das estipuladas para os casos
severos de obesidade, o tratamento medicamentoso pode complementar a

terapéutica para pacientes obesos ou em sobrepeso com comorbidades (13).

Atualmente, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou 5 medicamentos
antiobesidade: orlistate, fentermina-topiramato, naltrexone-bupropiona, liraglutida e
semaglutida (Tabela 2) . Enquanto que no Brasil, a aprovagédo da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é vélida para sibutramina, orlistate, liraglutida e
naltrexone-bupropiona, este ultimo ainda ndo esta sendo comercializado no Brasil. A
partir desse arsenal farmacoterapéutico, a escolha mais adequada deve ser
resultado de uma andlise individualizada, correspondendo as demandas clinicas e

monetarias do paciente, com supervisdo médica constante (21,22).

Os medicamentos aprovados atuam em vias do sistema nervoso central, a fim
de reduzir o apetite ou aumentar a saciedade, exceto o orlistate que diminui a
absorcédo de gordura. Para a aprovacao da FDA, o novo medicamento deve induzir
perda de peso, ajustada por placebo, maior que 5 % em 1 ano ou garantir que mais
de 35 % dos pacientes atinjam perda de peso acima de 5 %, sendo pelo menos
duas vezes aquela induzida por placebo. Além disso, a FDA também exige que o
medicamento mostre evidéncias de melhora nos biomarcadores metabdlicos,

incluindo presséo arterial, niveis de lipidios e controle glicEmico (23).

O orlistate € um inibidor de lipases gastrintestinais, indicado para pacientes
gue ndo desejam fazer uso de um medicamento sistémico e que tenha consumo
moderado a alto de dietas ricas em gorduras. Aprovado em 1999, inclusive para
criancas a partir dos 12 anos, atua impedindo a digestdo e absorcdo de
triglicerideos, sendo eliminados nas fezes. Embora tenha beneficios no déficit
caldrico, na pressao arterial, insulinemia e glicemia, esse farmaco pode acarretar

uma deficiéncia de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K), aléem de esteatorreia,
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incontinéncia fecal e flatuléncia, o que dificulta a adesdo e manutencao do paciente

no tratamento (13).

Tabela 2. Medicamentos aprovados para o tratamento a longo prazo da obesidade (21

- adaptado).

Drugs approved for long-term treatment of obesity

Drug and class Ideal candidates

Adverse effects

Patients who do not want

Orlistat _ Flatulence, oily spotting,
(lipase to t_ake a systemic drug, or  gecreased absorption of
inhibitor) patients who eat a medications and fat-soluble
1999 moderate- or high-fat diet vitamins
Naltrexone- Patien.ts with dep.ression,. Headache, nausea,

X those interested in smoking constipation, vomiting, dry
bupropion cessation

mouth

(opioid receptor
antagonist and
DNRI)

2010

Dizziness, neuropathy,
insomnia, and dry mouth

Patients with chronic
migraines

Phentermine-
topiramate
ER (sympatho-
mimetic amine
and GABA
receptor
modulator)
2012

Liraglutide
Semaglutide
(GLP-1 receptor
agonist)

2014 (L)

2021 (S)

Patients with coronary Diarrhea, nausea, headache

artery disease,
prediabetes,
and diabetes

Increased incidence of
diabetic retinopathy

A fentermina-topiramato, aprovada em 2012, € uma combinacdo de
anorexigeno e antiepiléptico, indicada para pacientes com enxaqueca crbnica, que
inibe o apetite de forma a diminuir a fome ou aumentar a sensacao de saciedade. O
exato mecanismo ainda nao € bem compreendido, mas ha uma modulacao de varios
neurotransmissores e a comprovacado de que esse medicamento duplo supera a
monoterapia por proporcionar melhor perda de peso e atenuacdo dos efeitos
uma neuropatia periférica, geralmente

adversos. Estes podem caracterizar

transitoria, que inclui insénia, boca seca e constipacao (23).
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O farmaco naltrexone-bupropiona com aprovacdo da FDA em 2010 e da
ANVISA em 2021 atua no hipotalamo, aumentando a saciedade e a atividade de
POMC para reduzir a ingestdo de alimentos, e no sistema de recompensa, sendo
indicado para pacientes com depressdo e dependéncia de nicotina e/ou &lcool. Os
efeitos colaterais relatados sdo nauseas, constipacdo, dor de cabeca, vomitos,

tontura, boca seca e diarreia (23).

O peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1) é um hormbénio enddgeno
incretinico, clivado do pré-glucagon no intestino e secretado pelas células L do ileo e
do colon, frente ao consumo de nutrientes. O GLP-1 tem efeitos sobre o
metabolismo glicémico, uma vez que estimula a secrecdo de insulina, suprime a
secrecdo de glucagon, retarda o esvaziamento gastrico, diminui o apetite, melhora a
sensibilidade a insulina e reduz a glicose circulante. Entretanto, pacientes diabéticos
tém um efeito incretinico deteriorado e uma liberacdo prejudicada de GLP-1, o que
leva a necessidade de ampliar a estimulacdo e a acdo desse hormoénio. Para tanto,
substancias que mimetizem a incretina, podendo atuar tanto no metabolismo da
glicose quanto na regulacdo da ingestdo alimentar, sdo potenciais estratégias
terapéuticas para o diabetes e a obesidade. Neste contexto, os analogos de GLP-1

mais pesquisados atualmente séo a liraglutida e semaglutida (24,25).

A liraglutida é um agonista de receptor de peptideo semelhante ao glucagon 1
(GLP-1) injetavel, usado primeiramente para tratar diabetes mellitus tipo 2 e a partir
de 2014 também para tratar a obesidade. Essas finalidades sdo possiveis devido ao
fato desse medicamento atuar nas vias de receptores periféricos e centrais, afetando
a homeostase da glicose, ingestdo alimentar e saciedade. O agonista em questao
tem 97 % de homologia com o GLP-1 nativo e consegue estender a meia-vida de
circulagdo do GLP-1 de 1-2 minutos para 13 horas. Indicado para adultos e criangas
acima de 12 anos, com doenca arterial coronariana, pré-diabetes ou diabetes,
possui alguns efeitos adversos transitorios e com intensidade de leve a moderada,

como nauseas, vomitos e diarreia (13).

A semaglutida pertence a mesma classe da liraglutida, porém é recomendada
somente para adultos, a injecdo € semanal e ndo diaria, tem 94 % de homologia
com o GLP-1 nativo e ainda ndo se encontra no mercado brasileiro, apenas foi

aprovada pela FDA em 2021. Este farmaco tem como alvo areas do cérebro que
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regulam o apetite e a ingestao alimentar. A dose deve ser escalonada para reduzir
os efeitos colaterais gastrointestinais e os estudos realizados até o momento
indicam uma perda de peso de aproximadamente 15 % em 68 semanas, para
pacientes ndo diabéticos (26,27).

A sibutramina, aprovada pela FDA em 1997 e pela ANVISA em 1998, reduz a
ingestdo alimentar por bloguear a recaptacdo de noradrenalina e de serotonina,
permitindo a perda de peso de 5 a 10 %. Entretanto, esse medicamento pode
acarretar uma elevacao de 3-5 mmHg na presséao arterial diastdlica e de 2 a 4 bpm
na frequéncia cardiaca. Tais observacbes foram melhor analisadas no estudo
SCOUT (Sibutramine Cardiovascular Outcomes Trial), 0 qual mostrou um aumento
de 16 % do risco de eventos cardiovasculares em individuos de muito alto risco.
Assim, a sibutramina foi suspensa no mercado internacional em 2010, enquanto que
no Brasil a ANVISA manteve o uso com ressalvas. Em 2007, o farmaco recebeu
tarja preta, alertando que o abuso pode causar dependéncia, embora sem
evidéncias e, a partir de 2011, € exigido um “Termo de Responsabilidade do
Prescritor” (13).

Ao selecionar o medicamento mais adequado, é imprescindivel o
acompanhamento médico e de outros profissionais que possam avaliar a perda de
peso, a seguranca e a tolerabilidade, bem como adequar o nivel de atividade fisica e
fazer o controle da ingestdo alimentar. Recomenda-se realizar as avaliacdes

mensalmente, nos primeiros 3 meses, e depois pelo menos a cada 3 meses (21).

A magnitude da eficacia dos medicamentos mencionados frente a redugéo do

peso corporal pode ser representada a seguir:

Phentermine/topiramate ER
(Gadde et al. 2011)

7.5/46 mg for 1 year

Phentermine

(Aronne et al. 2013) 15 mg daily for 28 weeks

Naltrexone SR/bupropion SR

(Greenway et al. 2010) Maximum dose for 56 weeks

Liraglutide (Saxenda [liraglutide]

3. fi 6 k.
package insert 2014) S lor St we e

Lorcaserin

(Smith et al. 2010) 10 mg twice daily for 1 year

Orlistat | 120mg thrice daily
(Aronne et al. 2013) | for 1 year

LI L O O L N Y L O O L B B

0 2 4 6 8

% estimated weight loss (drug minus placebo)
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Figura 2. Eficacia das drogas antiobesidade. A porcentagem de perda de peso estimada
(droga menos placebo) para seis medicamentos antiobesidade. ER, liberacdo prolongada;

SR, liberagéo sustentada (23).
OBS: a lorcaserina foi descontinuada em 2020 por potencial risco de cancer.

O sucesso do tratamento da obesidade consiste em sustentar uma perda de
peso de, no minimo, 5 % do constatado no inicio da intervencéo, além da melhora
do estado geral da satde. E possivel haver uma evolucéo clinica de alguns fatores
de risco cardiovascular com a reducao de 3 a 5 % do peso, entretanto as altas taxas
de recorréncia, aliada a cronicidade da doenca, requer beneficios maiores (13).

1.6.5 Cirurgia Bariétrica

Em ultima instancia, a cirurgia bariatrica pode ser indicada para pacientes de
18 a 65 anos, com IMC > 40 kg/m? ou IMC > 35 kg/m? com uma ou mais
comorbidades, que nao tiveram éxito suficiente com as mudancas no estilo de vida e
com a farmacoterapia e, portanto, tém sua expectativa de vida comprometida e
aumento da mortalidade. As técnicas cirurgicas existentes devem ser discutidas com
a equipe multiprofissional e o paciente, assim como 0 pré-operatério deve ser
minucioso e bem elaborado a fim de evitar qualquer intercorréncia. Os beneficios da
cirurgia bariatrica vao além da perda de peso, uma vez que é possivel reduzir a
inflamagé&o cronica envolvida na obesidade, melhorar as comorbidades, alterar os
biomarcadores e a microbiota intestinal. Todavia, os efeitos adversos podem incluir
fistulas, infec¢cdes, hemorragia, tromboembolismo pulmonar, deficiéncia de
vitaminas, entre outros, sendo imprescindivel o acompanhamento regular no poés-
operatorio. Para constatar o procedimento bem sucedido, € necesséaria a perda
ponderal de no minimo 50 % do excesso de peso e ndo mais o estado nutricional de
obesidade severa, mantendo-se por 5 anos, ja que o reganho pode ocorrer até esse
periodo (13).

Compreender a complexidade da doenca, incluindo a possibilidade de
reganhar o peso perdido, bem como a resposta dos pacientes as terapias propostas,
revela a inter-relacdo de multiplos mecanismos e, portanto, é necessario produzir
agentes com acdo maxima, envolvendo o sistema nervoso central e a periferia, e
minimizando os efeitos colaterais. Atualmente, a pesquisa é direcionada para o

desenvolvimento de tratamentos combinados baseados nos hormonios intestinais de
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uma forma que imita as altera¢cdes que se seguem apds a perda de peso induzida

cirurgicamente (28,29).
1.7 Receptores acoplados a proteina G

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) tém sido amplamente
estudados para potencial uso terapéutico, uma vez que estdo expressos em Varios
tecidos, regulam muitos processos fisioldgicos (Figura 3) e possuem sitios de ligacéo
acessiveis na superficie celular. Os GPCRs possuem 7 dominios transmembrana,
sendo o N terminal extracelular e o C terminal intracelular, representando a maior
familia de proteinas alvo de medicamentos com aproximadamente 34 % de todos 0s
farmacos aprovados pela FDA atuando em um GPCR especifico. Dentre as
indicagOes de doencas que podem se beneficiar com tais agentes estédo hipertenséo,
diabetes, neoplasias, doenga de Alzheimer e obesidade (30,31).

Um importante GPCR, além dos 800 membros, € o GPR40 identificado em
1997, codificado pelo gene FFAR1 (receptor de acidos graxos livres 1). O GPR40
estd altamente expresso no pancreas, intestino e cérebro, em especial no
hipotalamo, hipocampo, cortex cerebral e nucleo caudado. A ativagdo desse GPCR
ocorre por meio de acidos graxos livres de cadeias meédias e longas, como 0s
poliinsaturados acido araquidénico (ARA), acido eicosapentaenoico (EPA) e acido
docosahexaenoico (DHA). Uma vez ativado, o GPR40 promove um aumento na
secrecdo de insulina estimulada por glicose (GSIS), seja pela estimulacdo da
secrecao de insulina das células B pancreaticas ou pela produgao de horménios
incretinicos, como GLP-1 e GIP, a partir de células enteroenddcrinas. Tais efeitos
deste receptor tornaram-no alvo potencial para o tratamento do diabetes tipo 2
(33,34).

1 Digestion and absorption
Free fatty acids (MCFAs and LCFAs)

11 Enteric bacteria
SCFAs
L

Sympathetic nerve: FFAR3
Noradrenaline secretion

@®———— Immune cells

Macropahges: FFAR4 _

Neutrophils: FFAR2 antiinflammation
antiinflammation

Pancreas: FFAR1
Insulin secretion

Adipose tissue: FFAR4, FFAR2
adipocyte differentiation, lipid accumulation

Intestinal tract: FFAR1, FFAR4, FFAR3, FFAR2
GLP-1 secretion, PYY secretion
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Figura 3. Funcodes fisioldgicas dos receptores de &cidos graxos livres (FFARs). Os
acidos graxos de cadeia média e longa derivados da gordura da dieta atuam como ligantes
para FFAR1 ou FFAR4 (I). Os acidos graxos de cadeia curta produzidos por bactérias
intestinais a partir de fibras alimentares nao digeriveis atuam como ligantes para FFAR3 ou
FFAR2 (1) (32).

1.7.1 Agonistas de GPCRs

Em 2010, o composto TAK-875 foi identificado como um agonista de GPR40
potente, seletivo e biodisponivel por via oral, reduzindo a glicemia e com acao
insulinotrépica em um modelo de ratas que desenvolve obesidade e caracteristicas
relacionadas, como tolerancia diminuida a glicose, hiperinsulinemia e hiperlipidemia.
Esse agonista possui um perfil farmacocinético que permite a eficacia de acgéo
prolongada e, portanto, foi utilizado em ensaios clinicos para o tratamento de
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Nas fases | e Il, foram observadas reducdo na
glicemia de jejum e pdés-prandial e na hemoglobina glicada (HbAlc) com eficacia
igual a da sulfoniluréia glimepirida sem induzir hipoglicemia ou evidéncia de
toxicidade de células B. Embora tenha alcancado ensaios clinicos de fase Il para o
tratamento do diabetes, foi necessario interromper o estudo devido a toxicidade
hepatica (32,35).

Mais recentemente, o agonista de GPR40 identificado em 2015, SCO-267
esta sendo utilizado em estudo de fase | com adultos saudaveis e pacientes
diabéticos, no qual demonstrou ser seguro e bem tolerado. Os efeitos destacados
até o momento incluem a estimulacdo da secre¢do de insulina, glucagon, GLP-1,
GIP e peptideo YY em adultos saudaveis. Enquanto que, em pacientes com
diabetes, é possivel diminuir a hiperglicemia de jejum e melhorar o controle
glicémico, sem induzir hipoglicemia, durante um teste de tolerancia oral a glicose.
Tais beneficios conduzem o agonista SCO-267 para o ensaio clinico de fase I,

sendo um potencial medicamento para o tratamento do DM2 (37).

Devido a importancia da familia dos GPCRs nos processos fisioldgicos, a
busca por agonistas e ligantes seletivos e de alta afinidade é de grande interesse
ndo sO para explorar as fungBes farmacologicas dos acidos graxos livres, mas
também para desenvolver potenciais candidatos para uso clinico, principalmente

relacionados a obesidade e ao diabetes. Assim, novas pesquisas tém sido
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conduzidas e outros agonistas tém ganhado destaque, como o TUG-905, agonista
seletivo e potente de GPR40 humano e de camundongo, identificado e sintetizado
em 2012 (32,38).

Estudos recentes, desenvolvidos pelo nosso grupo, utilizaram agonistas
seletivos para 0 GPR120 (TUG-1197), GPR40 (TUG-905) e para ambos (GW-9508)
em camundongos swiss para avaliar a expressao e a funcéo desses receptores no
hipotalamo. Os receptores de acidos graxos poliinsaturados GPR40 e GPR120 séo
expressos em neurdnios NPY e POMC e na microglia, respectivamente, e exercem
uma série de efeitos sistémicos benéficos para doencas metabdlicas e inflamatérias.
Foi possivel reduzir o peso corporeo e a inflamacao hipotalamica, diminuindo TNF-a
e IL-1B (marcadores inflamatoérios) e aumentando IL-6 e IL-10 (marcadores anti-
inflamatorios). Além de ter maior expressao génica de neurébnios POMC e, com o
agonista duplo, houve diminuicdo da eficiéncia energética e da inflamacéo associada

a obesidade, corroborando o potencial terapéutico no tratamento da obesidade (39).

Outro trabalho relevante do nosso grupo demonstrou que a ativacao
farmacoldgica do GPR40 aumenta a neurogénese no hipotalamo. O TUG-905
aumentou a proliferacdo e a sobrevivéncia de células hipotalamicas em
camundongos adultos. Ao atuar em sinergia com o fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF) e a interleucina 6 nas neuroesferas pdés-natais, a ativacdo de
GPR40 aumentou a expressdo de dupla cortina (proteina de migracdo neuronal)
durante a fase de diferenciacdo precoce e do marcador neuronal maduro, proteina 2
associada aos microtubulos (MAP2), durante a fase de diferenciacdo tardia.
Enquanto que, na linhagem celular proliferativa Neuro-2a, o TUG-905 aumentou a
expressao de BDNF e ativou a proteina p38. Assim, o GPR40 atua através da p38 e
do BDNF para induzir a neurogénese hipotalamica e, portanto, suscita o
desenvolvimento de compostos que possam restaurar a atividade hipotalamica no

envelhecimento, na obesidade e nas doencas metabdlicas (40).
1.8 Perspectivas para o tratamento da obesidade

O futuro da farmacoterapia da obesidade deve consistir em agentes de acao
maxima que compreendam o sistema nervoso central e a periferia, minimizando os
efeitos colaterais e que garantam seguranca e eficacia a longo prazo. Ademais,

buscam-se opc¢des de tratamento menos invasivas e baseadas em moléculas que



28

induzam a lipdlise, aumentem o gasto energético e restaurem a homeostase
energética sem afetar outras funcdes sistémicas. Até o momento, as formas
injetaveis apresentam melhor biodisponibilidade e farmacocinética e podem ser mais
eficientes quando em esquemas de coquetéis ou injecbes mdultiplas de agentes de

acao curta e longa (29).

O presente trabalho propde a combinacédo do agonista de GPR40, TUG-905,
e 0 agonista de GLP-1, liraglutida, com o intuito de potencializar os efeitos benéficos
de ambos no tratamento da obesidade experimental. Tendo em vista que 0s
neurbnios POMC, os quais fornecem sinais anorexigénicos importantes no
hipotalamo, expressam o receptor de GLP-1 e também o receptor de acidos graxos
poliinsaturados GPR40, é possivel que a combina¢édo dos dois agonistas (TUG-905
e liraglutida) tenha um efeito positivo a longo prazo na obesidade, reduzindo a
ingestao alimentar e a inflamacao induzida pela dieta. Uma melhor compreensao
dessas vias pode levar a novos alvos terapéuticos, estratégias de prevencao mais

efetivas e, portanto, medicamentos personalizados.

. Justificativa

As expectativas para o tratamento farmacolégico antiobesidade ainda né&o
foram atendidas em termos de seguranca, eficacia e manutencdo de perda de peso
a longo prazo. Utilizar ligantes de alta afinidade e seletividade permite explorar

fungBes farmacologicas e desenvolver potenciais alvos terapéuticos.

Hipotese

A combinacao do agonista de GPR40, TUG-905, com o agonista de GLP-1R,
Liraglutida, pode potencializar os efeitos isolados de cada um dos compostos no

tratamento da obesidade experimental.
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4. Objetivos

4.1 Geral

Avaliar o efeito da combinacdo de agonistas de GPR40 e GLP-1 para o

tratamento da obesidade experimental.
4.2 Especificos

4.2.1 Avaliar o hipotdlamo dos camundongos com obesidade induzida pela
dieta, no que se refere a expressdo de neuropeptideos anorexigénicos e
orexigénicos e de marcadores inflamatorios frente a administracdo dos agonistas

propostos.

4.2.2 Avaliar o potencial efeito da ativacdo do GPR40 no peso corpoéreo, na

ingestao alimentar e nos metabolismos energético e glicémico.

4.2.3 Avaliar a possivel relacdo com o tecido adiposo marrom e a

termogénese.

5. Materiais e Métodos

5.1 Modelo animal

A linhagem utilizada foi de camundongos Swiss, machos, obtidos do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia de Animais de
Laboratério (CEMIB/UNICAMP), com quatro semanas de vida. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, acondicionados em ambiente mantido a 22°C-
24°C, com ciclo fixo claro / escuro (12/12 horas), recebendo agua potavel e racdo ad
libitum até a quinta semana de vida. A partir da sexta semana foi introduzida a dieta
hiperlipidica (rica em &cidos graxos saturados, correspondendo a 60 % do valor
energeético total) a todos os camundongos e assim permaneceram por 4 semanas. A
composicao das dietas esta apresentada na Tabela 3. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UNICAMP, sob os protocolos 4639-1/2017 e 4639-1(A)/2020.
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Tabela 3. Composicdo das dietas controle e hiperlipidica utilizadas nos experimentos.

Ingrediente Controle (Ragdo) | Hiperlipidica (60 %)
Sacarose 100
Dextrina 132

Amido de milho 550 115,5
Caseina 225 200
Oleo de Soja 45 40
Banha animal 312
Mix Minerais 50 35
Mix Vitaminas 50 10
Fibras 80 50
L-cistina 3
Bitartarato de Colina 2,5

TOTAL (g) 1000 1000
kCal CHO 2400 1430
kCal PTN 765 680
kCal LIP 405 3168
kCal total 3570 5278

% CHO 67,23 27,09
% PTN 21,43 12,88
% LIP 11,34 60,02
ENERGIA (Kcal/g) 3,57 5,28

5.2 Protocolos experimentais

O desenho experimental esta representado na figura 4:
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Figura 4. Esquema do desenho experimental. Os animais foram obtidos com 4 semanas
de vida, recebendo dieta racdo até a quinta semana. Em seguida, foi introduzida dieta
hiperlipidica por 4 semanas, quando foi realizada a cirurgia estereotaxica. Apds o periodo de
recuperacao e confirmacdo da posi¢cdo correta da cénula, os animais foram divididos nos
grupos de estudo e submetidos as analises de interesse antes, durante e apdés a

intervencéo.
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5.2.1 Implantacédo de Canulas no Ventriculo Lateral

Ao completar 4 semanas em dieta hiperlipidica, os animais foram submetidos a
cirurgia estereotéxica para implantagédo de canula no ventriculo lateral do hipotalamo
com as seguintes coordenadas: anteroposterior, 0.34 mm; lateral, 1.0 mm; e
profundidade, 2.2 mm. Apds cinco dias, o posicionamento correto da canula foi
testado por avaliacdo da resposta dipsogénica provocada por angiotensina Il
intracerebroventricular (ICV) (107° M).

5.2.2 Tratamento com agonistas

Todos os camundongos foram pesados, numerados e submetidos a separacao
do escore Z de massa corporal em quatro grupos: veiculo (HFD), liraglutida (LIRA),
TUG-905 (TUG) e liraglutida + TUG-905 (LT). Os tratamentos foram administrados
pelas vias ICV (TUG-905, 2 uL, 1 mM) e intraperitoneal (IP) (liraglutida, 100 L, 1,0
mg/kg) uma vez por dia durante 7 dias. A liraglutida foi adquirida da Novo Nordisk
(Bagsveerd, Dinamarca), o TUG905 foi sintetizado na Universidade de Copenhague
pelos colaboradores dinamarqueses deste trabalho e o veiculo foi uma solugédo de
DMSO com PBS e etanol (38,41,42).

5.2.3 Evolucéo Ponderal e Ingestado Alimentar

Os animais tiveram 0 peso corporeo e a ingestdo alimentar mensurados
diariamente, pela manha, e apds a eutanasia foi coletado o tecido adiposo epididimal

para determinacédo da massa.
5.2.4 Temperatura Interescapular

Antes do inicio e ao final do tratamento foram registradas imagens dos
camundongos, no periodo da tarde, por meio de camera termogréfica (FLIR T430sc,
FLIR Systems), e analisadas em software especifico (ResearchIR 4.0) com
delimitacdo da regido de interesse e com contraste rainbow, disponivel na paleta de

cores do programa.
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5.2.5 Teste de Tolerancia a Glicose (GTT) e Glicemia de jejum

Ao 5° dia de tratamento, os animais foram submetidos ao GTT. Apds protocolo
de jejum ja estabelecido em nosso laboratorio, foi feita a coleta de sangue para
dosagem de glicemia basal (tempo 0). Em seguida, os animais receberam glicose a
25 % intraperitonealmente na dose de 1 g/kg. Amostras de sangue da veia da cauda
foram utilizadas aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apdés a administracdo de glicose
para a determinacdo das concentracdes de glicose. Os valores obtidos durante o
teste permitiram a construcéo grafica da area sob a curva (AUC). Antes da coleta de
tecidos no final do tratamento, a glicemia de jejum foi aferida em camundongos apos
jejum de 4 horas. Os niveis de glicose no sangue foram medidos com um
glicosimetro portéatil OptiumTM mini (Abbott Diabetes Care, Alameda, CA, EUA)
usando as tiras de teste apropriadas.

5.2.6 Respirometria

Nos 5° e 6° dias de tratamento, os animais tiveram seu consumo de Oy,
producdo de CO, e Quociente Respiratério (RQ) determinados através do analisador
de gases LE405 Gas Analyser (Panlab — Harvard Apparatus). Os camundongos
foram alojados individualmente em camaras respiratérias claras e o ar ambiente
passou pelas camaras a uma taxa de fluxo de 10 vezes o peso corporal de cada
animal. As analises foram realizadas em um periodo de 24 horas, os dados foram
gerados no software Metabolism 2.2v e 0 quociente respiratério foi calculado como
VCO,/V O,.

5.2.7 Pair Feeding

Foi realizado o protocolo de alimentacdo em pares com o intuito de
determinar até que ponto o efeito do tratamento no peso corporal ocorreu de forma
independente de mudancas na ingestao alimentar. Para a técnica de pair feeding, o
grupo de estudo com menor consumo alimentar (LIRA) recebeu dieta hiperlipidica ad
libitum e, a cada 24 horas, o total realmente ingerido era mensurado e a mesma
guantidade de dieta era oferecida aos demais grupos para garantir ingestao calérica

semelhante de todos os camundongos.

5.2.8 Extracdo de tecidos e hipotalamo
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Ao término do tratamento, os animais foram anestesiados com injecdo
intraperitoneal de ketamina (100 mg/kg) e xilazina(10 mg/kg) e, quando os reflexos
corneanos e a reacdo da pata a dor foram abolidos, sucedeu-se a eutanasia por
decapitacdo. Foram extraidos hipotalamo, figado e tecidos adiposos branco e
marrom, além da coleta de sangue para dosagem de hormonios. Os tecidos foram
utilizados para a realizacdo da técnica de PCR, a fim de analisar a expresséo génica
de neuropeptideos anorexigenos e orexigenos, citocinas inflamatorias, GPRs de

interesse e genes relacionados a termogénese e a lipogénese.
5.2.9 Extracdo de RNA e Real Time PCR

O RNA total foi extraido usando o reagente TRIzol (Invitrogen Corp.)
comercialmente disponivel e depois centrifugado a 10.500 rpm para isolamento do
RNA total. A concentragdo de RNA foi determinada espectrofotometricamente
usando um Eon Microplate Spectrofotometer (BioTek Instruments, Inc., Winooski,
VT, EUA), que conta com o Gen5 2.0 Data Analysis Software. Aliquotas de RNA
foram submetidas a transcrigdo reversa utilizando o High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). As reacdes em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real foram realizadas utilizando o sistema TagMan (Applied Biosystems).
Primers para neuropeptideo Y (NPY) (Mm00445771_m1l), peptideo relacionado ao
gene agouti (AgRP) (MmO00475829 gl), pro-opiomelanocortina (POMC)
(Mm00435874_m1), transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART)
(Mm04210469 _m1), hipocretina (orexina) (Mm01185776_m1) ), hormonio liberador
de corticotropina (CRH) (Mm01293920 s1), hormdnio concentrador de melanina
(MCH) (Mm01242886_gl1), horménio liberador de tireotropina (TRH)
(Mm01963590_s1), membro da familia ZIC1 (ZIC1) (Mm00656094 m1), coativador
gama 1 alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissomo (PGC1a)
(Mm00447183_m1), proteina desacopladora-1 (UCP1l) (Mm01244861 ml),
lipoproteina lipase (LPL) (Mm00434764 _ml), acido graxo sintase (FAS)
(Mm00662319 _m1) e diacilglicerol O-aciltransferasel (DGAT1) (Mm00515643 m1)
foram obtidos da Applied Biosystems. As reacfes de PCR em tempo real foram
realizadas utilizando-se o sistema TagManTM (Applied Biosystems), que foi
constituido por um par de primers e uma sonda marcada com um fluoréforo. O
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (#4352339E) (TagManTM - Applied

Biosystems) foi escolhido como controle endégeno da reagdo, o qual serviu para
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normalizar a expressdo do gene de interesse nas diferentes amostras. A sonda
GAPDH estava marcada com o fluoréforo VIC. Para a quantificacéo relativa do gene
em estudo, as reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata a partir
de 3,5 yL de TagMan Universal PCR Master Mix 2x, 0,25 uL da solucdo de
oligonucleotideo e sonda, 0,25 yL de agua e 4,0 yL de cDNA (40 ng). Os ciclos
utilizados no termociclador foram: 95 °C por 2 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 5
segundos e 60 °C por 30 segundos. Os valores da expressao génica relativa foram
obtidos pela andlise dos resultados no programa StepOne Plus System Software

(Applied Biosystems).
5.2.10 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Para a realizacdo dos ELISAs de marcadores séricos, o sangue total foi
coletado da artéria jugular, apés decapitacdo, e centrifugado a 3500 rpm por 15
minutos a temperatura ambiente. O soro foi imediatamente separado em aliquotas e
armazenado a -80 °C até analise. Para a quantificacdo de insulina, leptina e GLP-1
séricos foram utilizados os kits ELISA Rat/Mouse Insulin ELISA Kit 96-Well Plate,
Mouse Leptin Elisa Kit 96-Well Plate e Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1) Total ELISA
KIT 96-Well Plate (#EZRMI-13K, #EZML-82K, #EZGLP1T-36K, respectivamente,
EDM Millipore Corporation, Billerica, MA), seguindo as orienta¢des do fabricante. As
médias dos valores de absorbancia das amostras de cada teste foram utilizadas
para calcular as concentracdes dos analitos, a partir das equacfes geradas pelos

valores das curvas dose-resposta padrdes, definidos por 4 ou 5 parametros.

Andalise dos resultados

Todos os valores obtidos foram expressos como média = desvio padrdo. Os
dados foram avaliados por teste T (quando 2 grupos) ou andlise de variancia (One-
way ANOVA) seguida por teste de significancia (Bonferroni test), comparando
grupos experimentais (GraphPad Software). O nivel de significancia utilizado para

analisar os resultados foi p<0,05.
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7 Resultados

7.1 Resumo dos experimentos realizados de outubro/2017 a dezembro/2019

O desenvolvimento deste projeto perpassou por limitagdes, intercorréncias e
adaptacOes (Tabela 4). Ressalta-se a dose e diluicdo dos reagentes, bem como a
recorrente aderéncia ao plastico; atraso na entrega dos produtos importados; e
diminuicdo do numero de animais no momento da anestesia prévia a cirurgia
estereotaxica, na recuperacéo, por perda do capacete que sustenta a canula ou pelo

periodo do tratamento, o que poderia comprometer a fidedignidade dos resultados.

A fim de superarmos as dificuldades relatadas e promover avangcos no
trabalho cientifico, foram estabelecidas algumas alteracdes nos protocolos, a saber:
i) Adotamos os diluentes DMSO, PBS e agua de injecdo, 0os quais demonstraram
boa solubilidade e sendo menos prejudicial aos animais; ii) Diminuimos o tempo de
consumo da dieta hiperlipidica para 4 semanas, garantindo uma melhor condicéo de
vida e baixa mortalidade dos animais obesos. Tal modificacdo foi sustentada pela
literatura que comprova o aumento dos marcadores inflamatérios j& com 3 a 4
semanas de dieta hiperlipidica e também por resultados anteriores do nosso grupo
gue ja demonstravam diferenca estatistica no ganho de peso de animais submetidos
a dieta hiperlipidica por 4 semanas quando comparados aos controles (6,43,44) e iii)
Adquirimos uma cola de fixacado da 3M (Cimento Resinoso Adesivo Dual - 3M ESPE)
que permitiu adesao dos capacetes por um periodo maior do que o material utilizado

anteriormente.

Inicialmente trabalhamos com 6 grupos de animais, mas em virtude da
limitacdo do n, além de andlises de resultados e discussdo com o orientador,
optamos por seguir com 0S grupos que demonstraram maior potencial de
tratamento. Estes foram: controle (HFD), agonista de GLP-1 (LIRA), agonista de
GPRA40 (TUG) e o tratamento combinado (LT).

Os resultados a seguir contemplam as adaptacdes mencionadas e propiciam

achados mais robustos e fidedignos.
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Tabela 4. Resumo das condi¢cfes dos experimentos anteriores.

Experimento HFD Via Agonista (diluente) Grupos n |n_|<:|aI/ Técnicas Limitacdes
SENEUES n final

Camera
Racéo & (alclj(;; ; Sl Glicemia Precipitacao
PCR
a - ITT S
HFD (14 P GW (&lcool + salina) 2 10/8 GTT Precipitacao
semanas) LIRA PCR Grupos néo juntos

GW (DMSO + agua GTT .
A IP de injecéo) 4 515 Camera G"’E’° LE eiar
semanas) LIRA PCR acdo da LIRA)

HFD (8 ICV e TUG905 (DMSO + 2 5/4 CéGr::erra Grupos néo juntos
semanas) IP PBS) n reduzido
PCR
Animais
a a debilitados
HFD (7 ICV e GW (DMSO + agua Camera -
S 4 3-5/2-4 n reduzido
semanas) IP de injecéo) PCR (extracao no 6° dia
— 5 doses)

7.2 A combinacéo de liraglutida e TUG-905 promoveu maior redu¢cdo da massa

corporal em comparacdo a administracéo isolada de liraglutida.

Os camundongos com 6 semanas de vida, alimentados com dieta

b

hiperlipidica durante 4 semanas, foram submetidos & implantagdo da cénula no
ventriculo lateral e, apés recuperacao, foram divididos nos grupos de estudo. Assim,
tiveram por 7 dias a administracdo intracerebroventricular, concomitante a
administracdo intraperitoneal de seus respectivos agonistas ou veiculo. Ao comparar
com o grupo controle, foi possivel observar uma redugéo no peso corpéreo de todos
0s animais tratados, estando ainda mais evidenciado no grupo que recebeu o

tratamento combinado de liraglutida com TUG-905 (Figuras 5A e 5B). Este grupo e o
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gue teve a administracdo isolada de liraglutida apresentaram uma menor ingestao
alimentar (Figura 5C). Ao final do tratamento, o tecido adiposo epididimal foi
coletado e submetido a analise génica por RT-PCR. Houve reducdo significativa
tanto dos genes que codificam enzimas lipoliticas (LPL, Figura 5D) quanto das
relacionadas a lipogénese (DGATL1 e FAS, Figuras 5E e 5F, respectivamente). No
gue se refere ao gasto energético, ndo foram identificadas alteracdes importantes,
pelo menos no espaco de tempo observado (Figuras 5G-5J). Todavia, 0s animais
tratados apenas com TUG-905 demonstraram reducdo do quociente respiratorio

durante o periodo escuro do ciclo, condizente com maior oxidacao lipidica (Figuras
5K e 5L).
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Figura 5. Efeitos das intervencdes nos parametros metabdlicos e na expressdo de
genes lipoliticos e lipogénicos. A,B. Redugédo da massa corporal. C. Ingestdo alimentar
mensurada no quarto dia de tratamento. D-F. Transcritos de LPL, DGAT1 e FAS
determinados no hipotalamo de camundongos. G-L. Respirometria com valores para
consumo de O, (G), producdo de CO, (H), gasto energético (I,J) e quociente respiratorio
(K,L). n = 22-25 (A-C); n = 5-7 (D-F); n = 6 (G-L); *p < 0.05 vs. HFD; $p < 0.05 vs. outro
grupo; #p < 0.05 vs. Light.

7.3 Os tratamentos com TUG-905, mas nao com liraglutida isoladamente,

promoveram aumento da termogénese do tecido adiposo marrom.

O tecido adiposo marrom, sendo um alvo potencial interessante para o
tratamento da obesidade e doencas metabdlicas, foi analisado neste estudo por
meio de imagens termograficas para determinacdo da temperatura interescapular, a

qual é um marcador substituto da atividade do BAT.

TUG Final LT Final
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Figura 6. A termogénese do tecido adiposo marrom aumenta com o tratamento com
TUG-905. A-D. Imagens representativas de cada grupo com temperaturas interescapulares
inicial e final, veiculo (HFD) (A), liraglutida (LIRA) (B), TUG-905 (TUG) (C) e liraglutida +
TUG-905 (LT) (D). E, F. Temperatura do BAT antes (E) e ap6s (F) intervencdo. G-I
Expressao dos marcadores termogénicos PGCla (G), ZIC1 (H) e UCP1 (I). n = 22-25 (A-F);
n =5-7 (G-l); *p < 0.05 vs. HFD; $p < 0.05 vs. outro grupo.
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Conforme mostrado nas Figuras 6A-6F, os tratamentos com TUG-905 isolado

ou com a liraglutida promoveram aumentos significativos na temperatura

interescapular. Ademais, houve aumento da expressdo dos marcadores

termogénicos ZIC (Figura 6H) e UCP1 (Figura 61) nos grupos liraglutida e liraglutida
+ TUG-905.

7.4 Efeitos das intervengcfes na expressao de neurotransmissores

hipotalamicos.

Foi avaliado o impacto das intervencdes na expressao de neurotransmissores
que estdo envolvidos na regulagdo da ingestdo alimentar e do gasto energético. A
liraglutida de forma isolada promoveu um aumento na expressdo do
neurotransmissor anorexigeno POMC (Figura 7A) e uma reducao na expressao do
orexigeno AgRP (Figura 7D). Enquanto que o grupo que recebeu apenas TUG-905
aumentou a expressao do neurotransmissor orexigeno NPY (Figura 7C). A
combinagdo de liraglutida com TUG-905 propiciou aumentos na expressado dos

neurotransmissores TRH (Figura 7E) e MCH (Figura 7H).
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Figura 7. Efeitos das intervencdes na expressdao de

hipotalamicos. POMC (A), CART (B), NPY (C), AgRP (D), TRH (E), CRH (F), orexina (G) e

MCH (H). n = 5-7; *p < 0.05 vs. HFD; $p < 0.05 vs. outro grupo.

neurotransmissores



42

7.5 Efeitos das intervencgdes na tolerancia a glicose.

Os camundongos tratados com liraglutida, somente ou com TUG-905,
apresentaram menor glicemia de jejum (Figura 8A) e reducdo da area sob a curva
do GTT (Figuras 8B e 8C).
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Figure 8. Efeitos das intervencdes na tolerancia a glicose. Glicemia de jejum (4 h) (A).
Teste de Tolerancia a Glicose (GTT) (B). Area sob a curva (AUC) (C). n = 23-25 (A), n
10-13 (B,C); *p < 0.05 vs. HFD; $p < 0.05 vs. outro grupo.

7.6 Sob a técnica de pair feeding, o tratamento com TUG-905 correspondeu a

reducéo da massa corporal promovida pela liraglutida isolada.

Quando o TUG-905 é utilizado isoladamente, a reducédo da massa corporal €
menor do que a apresentada frente ao tratamento da liraglutida sozinha ou com o
TUG-905. Assim, nos questionamos sobre a contribuicdo da ingestédo alimentar na
reducao do peso corpoéreo e realizamos o pair feeding. Neste experimento, todos 0s
grupos foram pareados aos camundongos tratados apenas com liraglutida e os
parametros foram determinados ao longo dos sete dias. A redugcdo da massa
corporal mais expressiva foi obtida com a combinacdo de liraglutida + TUG-905
(Figura 9A). Entretanto, ndo houve diferencas no consumo de O, (Figura 9B), na
producdo de CO, (Figura 9C), no gasto energético (Figuras 9D e 9E) e no quociente
respiratério (Figuras 9F e 9G). Em relagdo a glicemia de jejum, esta se apresentou

reduzida nos camundongos que receberam liraglutida (Figura 9H).
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Figura 9. Pair feeding. Massa corporal (A). Respirometria com valores para consume de O,
(B), producao de CO, (C), gasto energético (D,E) e quociente respiratério (F,G). Glicemia de
jejum (4 h) (H). n =4-6 (A,H); n =2-6 (B-G); *p < 0.05 vs. HFD; $p < 0.05 vs. outro grupo.

7.7 A eficacia do tratamento com liraglutida foi evidenciada na dosagem de

GLP-1 sérico por ELISA.

Com o0 soro coletado apdés a intervencdo proposta, foi realizada a
quantificacdo de insulina, leptina e GLP-1 séricos por meio de kits ELISA. Uma vez
que a liraglutida € um GLP-1 exégeno, o kit para GLP-1 identifica o andlogo como o
préprio hormonio, justificando os valores irrisorios dos grupos HFD e TUG (Figura

10C) e confirmando a atuacéo e eficacia do tratamento com a liraglutida. Nao houve
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diferenca para a insulina (Figura 10A), enquanto que a leptina se apresentou menos
expressa nos grupos que receberam liraglutida somente ou com TUG-905 (Figura
10B).
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Figura 10. Dosagem de horménios séricos. Insulina (A). Leptina (B), GLP-1 (C). n = 13—
18; *p < 0.05 vs. HFD; $p < 0.05 vs. outro grupo.

Discusséao

O presente estudo mostrou que a combinagdo dos agonistas de GLP-1 e
GPR40 resultou em uma maior reducdo de massa corporal do que a observada
frente ao tratamento apenas com liraglutida. Essa diminuigéo foi acompanhada por

um aumento na atividade termogénica do BAT.

Os agonistas de GLP-1, em especial a liraglutida e a semaglutida, fazem
parte da classe mais moderna e promissora de medicamentos eficazes e seguros
para o tratamento do diabetes e da obesidade. Nas ilhotas pancreaticas, esses
agonistas tém acéo incretinica, aumentando a secrec¢ao de insulina estimulada pela
glicose, enquanto que no cérebro tém a capacidade de aumentar a atividade dos
neurbnios anorexigenos e diminuir a dos orexigenos no ndcleo arqueado do
hipotalamo. Ainda que haja grande avanco farmacoldgico, as redu¢gbes de massa
corporal obtidas em longos periodos de intervencao se aproximam de apenas 15 kg,
0 que ja promove muitos beneficios metabolicos, mas permanece aquém das
expectativas em retornar o paciente a um estado de saude normal e estavel. Dessa
forma, a busca por terapias mais adequadas se torna necessaria para o tratamento
ideal da obesidade (45,46,47).
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A estratégia de utilizar mais de um medicamento para tratar de uma mesma
doenca se justifica pela complexidade e pelas mdltiplas causas que podem
comprometer diferentes tecidos, 6rgaos ou sistemas. Para o diabetes mellitus tipo 2,
a American Diabetes Association recomenda 7 classes de medicamentos que
podem estar em monoterapia ou em combinacdo dupla para melhor controle
glicémico e metabdlico. Outras doencas que lancam mao dessa estratégia sao a
hipertensédo e a dislipidemia. A International Society of Hypertension permite a
combinacdo de até quatro medicamentos pertencentes a 11 classes distintas,
enguanto que para a dislipidemia existem 10 classes de farmacos que podem ser

usados isoladamente ou em combinac¢ao para maior eficacia e prognostico (48,49).

O sinergismo entre agonistas de GPR40 e GLP-1 como potencial alvo
terapéutico para o diabetes remonta ao ano de 2014. O composto DS-1558,
agonista de GPR40, foi utilizado em animais de experimentacdo saudaveis e
diabéticos, juntamente com o exendina-4. Observou-se que a combinacdo desses
agonistas melhorou a tolerancia a glicose e a secrecao de insulina, alcangando um
controle glicémico superior ao obtido com a monoterapia desses agentes no DM2
(50).

Considerando que no sistema nervoso central, o hipotalamo expressa
GPR40, é influenciado pelos sinais periféricos, como o GLP-1, e € a regidao que
controla a ingestdo alimentar e o gasto energético, acredita-se que 0s neurdnios
hipotalamicos podem ser alvos interessantes para o tratamento da obesidade.
Estudos pregressos demonstraram que o TUG-905, via ICV, promoveu reducédo da
massa corporal, com tendéncia a diminuir a ingestdo alimentar, sendo uma

estratégia farmacolégica satisfatoria para tratar a obesidade (39).

No trabalho apresentado é proposta a combinacdo de liraglutida com TUG-
905, mostrando ser possivel reduzir a massa corporal além da observada em
qualguer agonista sozinho. Os tratamentos, por periodo descrito anteriormente, nao
promoveram mudanca significativa no gasto energético; entretanto, em ambos 0s
grupos que receberam TUG-905, a temperatura interescapular aumentou, bem como
a expressdo de marcadores termogénicos do BAT. Talvez a alteracdo nestes
marcadores seja um indicativo de eventual aumento no gasto energético se o0s

tratamentos fossem prolongados.
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Em humanos adultos, o BAT tem a capacidade de dissipar energia e esta
inversamente correlacionado com adiposidade e aos indices da sindrome
metabdlica. Assim, sugere-se que o aumento da massa e/ou atividade do BAT pode
ser um alvo para intervengcfes farmacoldgicas e nutricionais que modulam o gasto
energético para tratar ou prevenir a obesidade e suas comorbidades. Embora a
exposicao ao frio seja o estimulo mais fisiolégico e eficaz para ativar e recrutar o
BAT, aumentando o gasto energético, diminuindo a gordura corporal, melhorando o
metabolismo da glicose e a sensibilidade a insulina, é uma estratégia desconfortavel
e de baixa adesdo. Uma alternativa para promover a termogénese no BAT € a
inclusdo de compostos bioativos na dieta, como capsaicina, resveratrol, curcumina,
ché verde e acidos graxos EPA e DHA, todavia os estudos até o momento foram
realizados em células in vitro e camundongos ou ratos, necessitando de maiores

avancos na pesquisa clinica (51,52).

A administracdo de agonistas do receptor B3-adrenérgico (B3-AR) € uma
opcdo que contribui para aumentar o gasto energético, melhorar a tolerancia a
glicose e a oxidagcdo de acidos graxos. Ademais, 0 GPR40 pode contribuir para a
liberacdo de insulina apos a ativacdo dos B3-AR, sugerindo que os receptores de
FFAs oferecem uma ligagdo mecanicista entre a sinalizacdo adrenérgica no tecido
adiposo e a funcado das células pancreéticas, podendo contribuir para os efeitos dos
agonistas B3-AR no metabolismo glicémico. Contudo, ajustes no desenvolvimento
dessa classe farmacologica, a fim de alcancar maior seletividade e seguranca, sao

guesitos a serem explorados (53,54).

Com o advento dos agonistas de GLP-1 no tratamento da obesidade, muito
se especulou sobre a possivel acdo no BAT. Em um estudo experimental, a
administracdo central de liraglutida promoveu perda ponderal, no entanto, esse
efeito nado foi resultado de uma reducdo na ingestao alimentar, mas sim, na ativacao
do BAT. Ainda, a estimulacdo da termogénese € um mecanismo dependente da
AMPK hipotalamica. Entretanto, a magnitude da diminuicdo do peso corporal
propiciada pela liraglutida em tratamento periférico crénico, ndo requer o0 aumento da
atividade do BAT (55,56).

No modelo experimental do trabalho em questéo, o tratamento com apenas a

liraglutida aumentou a expressdo de UCP1 em BAT mas ndo houve aumento
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detectavel na temperatura interescapular. Todavia, 0os grupos que receberam TUG-
905 tiveram aumento na temperatura interescapular, de forma mais expressiva no
grupo que recebeu o tratamento combinado. Neste houve aumento na expressao
dos marcadores termogénicos do BAT, UCP1 e ZIC1, e uma tendéncia a maior
expressdo de PGC-1a. Ressalta-se que em todos 0s grupos que receberam
intervencao farmacoldgica, ndo houve reducdo compensatéria no gasto energético,
corroborando o fato de que mesmo frente a uma restricdo calérica € possivel manter
0 gasto energético, o que auxilia na perda de peso prolongada ou na manutencgao

gue € uma proposta do tratamento com agonistas de GLP-1 (47).

A regulacdo hipotalamica do balanco energético é resultado de uma complexa
integracdo de neurbnios que respondem a multiplos sinais enddcrinos, nutricionais e
neurais. A liraglutida e a semaglutida atuam principalmente controlando os neurénios
anorexigenos (POMC) e no presente estudo foi reproduzido esse aumento na
expressao hipotalamica de POMC e reducdo de AgRP em camundongos tratados
apenas com liraglutida. Ademais, o tratamento de liraglutida com TUG-905
demonstrou atuar no sistema neuronal hipotalamico, aumentando o0s
neurotransmissores TRH e MCH (47,57).

Para além da reducdo da massa corporal, as intervencdes farmacoldgicas
visam corrigir a intolerancia a glicose e neste estudo, tanto a liraglutida sozinha
guanto com o TUG-905 melhoraram a tolerancia a glicose. Isso pode ocorrer pelos
agonistas de GLP1 e GPR40 agirem diretamente nas ilhotas pancreéaticas para
aumentar a secrecado de insulina induzida pela glicose. O fato de os grupos que
receberam liraglutida terem apresentado maior efeito na glicemia, deve-se a
administracdo sistémica, permitindo atuacédo direta no pancreas, em quanto que o
TUG-905 teve uma agado mais central. Embora pesquisas mostram que a ativacao
de neurbnios POMC também é capaz de promover uma melhora da tolerancia
sistémica a glicose (45,58). Assim, avan¢cos nessa area podem responder se 0s
beneficios glicémicos ocorrem da acdo combinada de liraglutida e TUG-905 no
controle direto da secre¢do de insulina nas ilhotas pancreaticas ou como resultado

da interacao entre pancreas e hipotalamo.
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9 Conclusao

No modelo experimental de obesidade induzida por dieta, a associacao
farmacoldgica de agonistas de GLP-1 e GPR40 promoveu efeitos benéficos, levando
a uma maior reducdo da massa corporal do que a obtida apenas pela liraglutida.
Este efeito parece ser devido, pelo menos em parte, ao aumento da atividade do
BAT. Uma vez que os agonistas de GLP-1 estdo aprovados e disponiveis para o
tratamento da obesidade e os agonistas do GPR40 ja foram testados e provados
seguros em ensaios clinicos, estudos futuros poderdo testar essa associacao na
obesidade humana e oferecer uma alternativa promissora na busca pelo melhor

progndstico e maior qualidade de vida.
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11.3 Artigo para submisséo
11.3.1 Texto

Hypothalamic GPR40 agonism increases body mass reduction promoted by
liraglutide and activates brown adipose tissue thermogenesis
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Abstract

Obesity affects more than 600 million people worldwide, and lifestyle and pharmacological
interventions have proven insufficient to promote effective and long-lasting reductions in body mass.
The introduction of glucagon-like peptide 1 receptor agonists (GLP1RA) has provided an advance in
the field, leading to body mass reductions of up to 16 kg over a period of 68 weeks. Despite the
undisputed metabolic benefit promoted by this intervention, control of the disease is still far from
optimal. GPR40 is a medium- and long-chain fatty acid receptor that, like GLP1R, is expressed in
pancreatic islets and in key hypothalamic neurons involved in the regulation of food intake. It was
previously shown that, used alone, a GPR40 chemical agonist promoted body mass reduction in a
rodent model of diet-induced obesity. Here, we hypothesized that the combined use of a GLP1RA
and an agonist of GPR40 could improve the body mass reduction obtained using either compound
alone. We show that the combination of both agonists promoted an increase in body mass reduction
over that obtained with the GLP1RA liraglutide alone. In addition, the combination of compounds
resulted in a significant increase in brown adipose tissue thermogenesis. We conclude that the
combination of a GLP1RA and an agonist of GPR40 could provide advance in the treatment of

obesity.

Keywords: GLP1, liraglutide, hypothalamus, proopiomelanocortin, leptin, insulin
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Introduction

Obesity is one of the most prevalent non-communicable diseases in the world (1). In the last 40
years, its prevalence has doubled in more than 70 countries worldwide, contributing to an increase in
the prevalence of type 2 diabetes (T2D), cardiovascular diseases and some types of cancer (1-3). In
addition, obesity is one of the most important risk factors for severe COVID-19 (4). Thus, the
development of new and efficient strategies to prevent and treat obesity will have a considerable

impact on public health all over the world.

The development of glucagon-like peptide-1 receptor agonists (GLP1RA), such as liraglutide and
semaglutide, has provided a great advance in the pharmacological treatment of obesity, leading to
body mass reductions of up to 16 kg over a period of 68 weeks (5,6). GLP1RAs act in key neurons of
the hypothalamus, promoting a reduction of food intake (7,8). Their use in humans has proven safe
and currently provides an interesting intervention in patients that have both obesity and diabetes
because, in addition to its hypothalamic effect of controlling hunger, GLP1RAs act on the pancreatic

islets to increase glucose-stimulated insulin secretion (9,10).

Although the introduction of GLP1RAs represents a considerable advance, there is still a long way to
go before we achieve an optimal approach to the treatment of obesity. In other complex,
multifactorial diseases such as hypertension, diabetes and dyslipidaemia, the combination of distinct
classes of drugs has proven efficient to improve the clinical control of patients (11-13) and provided
great advances in therapeutics. With this concept in mind, we hypothesized that the combination of
a GLP1RA with an agonist of GPR40 (FFAR1) could improve body mass reduction in a rodent model of

obesity.

GPR40 (encoded by the FFAR1, Ffarl gene) is a 31-kDa transmembrane protein that belongs to the
class A G-protein coupled receptor (GPCR) family (14). It is activated by medium- and long-chain fatty
acids, transducing signals mostly, but not exclusively, through Gq (15). Early studies have identified
GPR40 in pancreatic islets, and its functional characterization revealed an important role in the
amplification of glucose-induced insulin secretion (15). In 2017, we identified GPR40 in key
hypothalamic neurons involved in the regulation of food intake and energy expenditure (16). In a
short intervention, we showed that the hypothalamic injection of a chemical agonist of GPR40, TUG-
905, promoted body mass reduction (16). Here, we hypothesized that the combined use of liraglutide
and TUG-905 could promote a greater reduction in body mass than the use of either compound
alone. We show that the combination of liraglutide and TUG-905 promotes superior body mass
reduction, compared with liraglutide alone. In addition, the combination of both compounds

promotes a significant increase in brown adipose tissue thermogenesis.
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Materials and Methods

GLP1R and GPR40 agonists. Liraglutide was purchased from Novo Nordisk (Bagsveerd, Denmark), and
TUG905 was synthesized by one of us, as previously described (17).

Reagents. Reagents for real-time polymerase chain reaction (PCR) were from Invitrogen (Carlsbad,
CA, USA) and Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Primers for neuropeptide Y (NPY)
(MmO00445771_m1), agouti-related peptide (AgRP) (Mm00475829 g1), proopiomelanocortin
(POMC) (Mm00435874_m1), cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART)
(MmO04210469_m1), hypocretin (orexin) (Mm01185776_m1), corticotropin releasing hormone (CRH)
(Mm01293920_s1), melanin-concentrating hormone (MCH) (Mm01242886_g1), thyrotropin
releasing hormone (TRH) (Mm01963590_s1), zinc finger protein of the cerebellum 1 (ZIC1)
(MmO00656094_m1), peroxisome proliferator activator gamma coactivator 1 alpha (PGCla)
(MmO00447183_m1), uncoupling protein-1 (UCP1) (Mm01244861_m1), lipoprotein lipase (LPL)
(MmO00434764_m1), fatty acid synthase (FAS) (Mm00662319_m1), diacylglycerol O-acyltransferase 1
(DGAT1) (MmMO00515643_m1) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPD) (#4352339E)

were obtained from Applied Biosystems.

Experimental animals. Male Swiss mice were bred at the animal facility of the University of
Campinas and maintained in individual cages with a 12-h photoperiod at 22°C-24°C and ad libitum
food (chow diet) and water. Beginning at the sixth week of life, mice were fed a high-fat diet (HFD,
60% of energy value from fat, Table 1) for 4 weeks. All experimental procedures were approved by
the Animal Research Ethics Committee of the University of Campinas (4639-1/2017 and 4639-
1(A)/2020).

Experimental protocols. At the end of the experimental period, mice were anesthetized and
positioned in a Stoelting stereotaxic apparatus to place a cannula in the lateral ventricle set on the
following coordinates: anteroposterior, 0.34 mm; lateral, 1.0 mm and depth, 2.2 mm. Correct
positioning of the cannula was tested five days after cannulation by evaluation of the thirst response
elicited by intracerebroventricular (ICV) angiotensin 1l (10~° M). All mice were weighed, numbered
and submitted to body mass Z-score separation into four groups as follows: vehicle (HFD), liraglutide
(LIRA), TUG-905 (TUG) and liraglutide + TUG-905 (LT). Treatments were administered via the ICV
(TUG-905, 2 uL 1 mM) and intraperitoneal (IP) (liraglutide, 100 pL 1.0 mg/kg) routes once a day for 7
days. Food intake and body mass were determined during the intervention period. In each group,
some mice were randomly selected for indirect calorimetry measurements. At the end of the
experiment, the hypothalamus and epididymal and brown adipose tissues (BAT) were collected for

real-time PCR analysis.
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RNA extraction and quantitative real-time PCR. Total RNA was extracted using the commercially
available acid-phenol reagent TRIzol (Invitrogen Corp.) and then centrifuged at 10,500 rpm for total
RNA isolation. The RNA concentration was determined spectrophotometrically using an Eon
Microplate Spectrophotometer (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA), which runs on Gen5
2.0 Data Analysis Software. Aliquots of RNA were submitted to reverse transcription using the High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Real-time PCRs were performed by
using the TagMan system (Applied Biosystems). The GAPD gene was chosen as an endogenous
reaction control to normalize the expression of genes of interest. Quantitative PCR was performed to
determine the expression of NPY, AgRP, POMC, CART, orexin, CRH, MCH and TRH in the
hypothalamus. In the adipose tissues, gPCR was performed to determine the expression of ZIC1,
PGCla and UCP1 in the BAT and LPL, FAS and DGAT1 in the epididymal tissues. For the relative
quantification of the gene under study, real-time PCRs were performed in duplicate using 3.5 pl of
TagMan Universal PCR Master Mix 2x, 0.25 pul of oligonucleotide solution and probe, 0.25 ul of water
and 4.0 pl cDNA (40 ng). The thermal cycling program was 95°C for 2 min, followed by 40 cycles of
95°C for 5 s and 60°C for 30 s. The relative gene expression values were obtained by analysing the

results in the StepOne Plus System Software program (Applied Biosystems).

Glucose Tolerance Test and Fasting Blood Glucose. On the fifth day of the intervention, an
intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT) was performed on non-anesthetized mice. Blood
glucose levels were measured with an OptiumTM mini (Abbott Diabetes Care, Alameda, CA, USA)
handheld glucometer using the appropriate test strips. A solution of 25% glucose (1.0 g/kg body
weight) was administered into the peritoneal cavity. Blood samples were collected from the tail vein
at 15, 30, 60, 90 and 120 min post-glucose administration for the determination of glucose
concentrations. The area under the curve (AUC) was calculated using these values. Before tissue

collection at the end of treatment, fasting blood glucose was measured in mice after a 4-h fast.

Indirect calorimetry. Oxygen consumption, carbon dioxide production and energy expenditure were
recorded for 24 h (light and dark cycles) by using an indirect open-circuit calorimeter (LE405 gas
analyser, Panlab/Harvard Apparatus). Mice were single housed in clear respiratory chambers, and
room air passed through the chambers at a flow rate of 10 times the body weight of each animal. The
analyses were measured by Metabolism version 2.2, and the respiratory quotient was calculated as

VCO2/V02.

Interscapular temperature. For determination of interscapular BAT, a thermal imaging camera (FLIR
T450sc, FLIR Systems) was used before and after treatment. Images are presented in the rainbow

high-contrast mode that is available in the colour palette of the FLIR Tools software.
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Statistical analysis. All results are presented as the mean + SEM. Differences between treatment
groups were evaluated using an unpaired Student’s t-test or a one-way analysis of variance (ANOVA).
When the ANOVA indicated significance, a Bonferroni post hoc test was performed (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA). A p < 0.05 was accepted as statistically significant.
Results

The combination of liraglutide and TUG-905 promoted superior body mass reduction, compared
with liraglutide alone. Six-week-old mice were fed on a HFD for four weeks and then randomly
divided into four groups treated with vehicle, liraglutide, TUG-905 (icv) or a combination of
liraglutide + TUG-905 (icv) (Fig. 1A). As compared to vehicle, all three interventions resulted in
increased body mass reduction over a period of eight days (Fig. 1B-1C). However, mice submitted to
the combined treatment with liraglutide + TUG-905 presented the greatest reduction of body mass
(Fig. 1B-1C). Only the liraglutide and the liraglutide + TUG-905 groups presented reduction of food
intake (Fig. 1D). There was no significant reduction of body white adipose tissue depots (not shown);
however, there were reductions in the expression of genes encoding both lipolytic (lipoprotein
lipase, LPL, Fig. 1E) and lipogenesis-related (diacylglycerol O-acyltransferase 1, DGAT1, Fig. 1F; and
fatty acid synthase, FAS, Fig. 1G) enzymes. The interventions promoted no significant changes in
whole-body energy expenditure (Fig. 1H-1K); whereas only treatment with TUG-905 alone promoted

a reduction of the respiratory quotient during the dark phase of the day cycle (Fig. 1L-1M).

Treatments with TUG-905 but not liraglutide alone promoted increased brown adipose tissue
thermogenesis. Brown adipose tissue has emerged as an interesting potential target for the
treatment of obesity and metabolic disease (18-20). Here, we used a thermographic camera to
determine interscapular temperature as a surrogate marker of BAT activity. As shown in Figures 2A-
2F, treatments with TUG-905 alone and liraglutide + TUG-905 promoted significant increases in the
interscapular temperature. This was accompanied by increased expression of the thermogenic

markers Zicl (Fig. 2H) and Ucp1 (Fig. 21) in the liraglutide and liraglutide + TUG-905 groups.

Effects of the interventions on the expression of hypothalamic neurotransmitters. Selected
subpopulations of hypothalamic neurons are involved in the regulation of food intake and energy
expenditure (21-23). Here, we evaluated the impact of the interventions on the expression of
transcripts encoding neurotransmitters that play important roles in these functions. Liraglutide alone
promoted an increase in the expression of the anorexigenic neurotransmitter POMC (Fig. 3A) and a
reduction in the expression of the orexigenic neurotransmitter AgRP (Fig. 3D). TUG-905 alone

promoted an increase in the expression of the orexigenic neurotransmitter NPY (Fig. 3C). The
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combination of liraglutide + TUG-905 promoted increases in the expression of the neurotransmitters

TRH (Fig. 3E) and MCH (Fig. 3H).

Effects of the interventions on glucose tolerance. Interventions with liraglutide alone and liraglutide
+ TUG-905, but not with TUG-905 alone, resulted in reduced fasting glucose (Fig. 4A) and reduced

area under the curve in a glucose tolerance test (Fig. 4B-4C).

Under pair-feeding, mice treated with TUG-905 match body mass reduction promoted by
liraglutide alone. When used alone, TUG-905 promoted a smaller body mass reduction than either
liraglutide alone or liraglutide + TUG-905. We asked if the differences in body mass reduction could
be due to differences in food intake alone. Thus, all groups were pair-fed with mice treated with
liraglutide alone, and parameters were determined over a seven-day period. Under pair-feeding,
mice treated with TUG-905 alone matched the body mass reduction promoted by liraglutide alone;
however, the body mass reduction was obtained with the combination of liraglutide + TUG-905 (Fig.
5A). There were no differences in 02 consumption (Fig. 5B), CO2 production (Fig. 5C), energy
expenditure (Fig. 5D-5E) and the respiratory quotient (Fig. 5F-5G). Blood glucose was reduced in the

groups treated with liraglutide (Fig. 5H).
Discussion

This study shows that combining the GLP1RA liraglutide with an agonist of GPR40, TUG-905, results
in greater body mass loss than liraglutide alone, and this effect is accompanied by an increase in the

thermogenic activity of BAT.

GLP1RAs, particularly liraglutide and semaglutide, have emerged as efficient and safe interventions
to treat both T2D and obesity. In the pancreatic islets, they act as incretins, increasing glucose-
stimulated insulin secretion (24), whereas in the brain, they act predominantly, but not exclusively,
by increasing the activity of anorexigenic and suppressing the activity of orexigenic neurons of the
hypothalamic arcuate nucleus (7,8). Despite the advance provided by the introduction of this class of
drug, body mass reductions obtained over long intervention periods only approach 15 kg (7). This is
undisputedly effective for promoting metabolic control but is still below the magnitude needed to
provide a return to normal or near-normal body mass in most patients. Thus, further advances are

needed in order to achieve optimal pharmacological therapy for obesity.

In complex, multifactorial diseases such as T2D, hypertension and dyslipidaemia, great therapeutic
advances have been obtained by the combination of different drugs (11-13). For T2D, the American
Diabetes Association recommends the use of seven distinct classes of drugs that can be, under
certain conditions, combined to offer optimal metabolic control (25). Likewise, for hypertension, the

International Society of Hypertension has defined strategies that employ the combination of up to
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four drugs belonging to 11 distinct classes (26), whereas for dyslipidaemia there are 10 classes of

drugs that can be used alone or in combination to produce optimal control (27).

The early identification of GPR40 in pancreatic islets and the characterization of its role stimulating
glucose-induced insulin secretion (15) motivated the development of pharmacological agonists that
were eventually tested in clinical trials and proved safe and efficient for the treatment of patients

with T2D (28-30).

The hypothalamus is yet another region that expresses GPR40 (16,31-33). Hypothalamic neurons
sense the energy stores in the body and respond by producing signals that control food intake and
energy expenditure (34,35). Because of their central role in the regulation of whole-body energy
balance, hypothalamic neurons have emerged as important targets for the treatment of obesity. In a
previous study, we showed that icv TUG-905 promoted body mass reduction and tended to reduce
food intake (16), thus revealing that hypothalamic GPR40 could be an interesting target as a

pharmacological strategy to treat obesity.

Here, using a combination of liraglutide + TUG-905, we showed that this combination reduced body
mass by more than either agonist alone. There was no significant change in energy expenditure;
however, in both groups receiving TUG-905, there were increases in interscapular temperature and

the expression of BAT thermogenic markers.

BAT is regarded as a promising target for the development of drugs that could be employed in the
treatment of obesity and other metabolic disorders (36-38). Under stimulus, brown adipocytes
increase energy expenditure by undergoing uncoupled respiration, which bypasses ATP production,
leading to an increased release of heat (39). Cold exposure is undisputedly the most studied
physiological mechanism that induces BAT activity (40). It has been tested in clinical studies and
shown to increase oxidative capacity (41), triglyceride lipolysis (42) and glucose tolerance (43).
However, as a therapeutic intervention to be used on a large scale, cold exposure is not practical and
would certainly result in low adhesion. Physical activity is yet another physiological intervention that
promotes increased BAT activity (44). Combined training, which is recommended by major diabetes
and cardiovascular medical societies (45,46), promotes increased glucose uptake in BAT, which is
correlated with increased systemic levels of irisin and adiponectin (47). Even though motivating the
regular practice of physical activity is a key component of the lifestyle changes proposed to patients
with obesity and metabolic disorders, only a fraction of them can actually adopt this intervention for
life. Thus, developing drugs that could stimulate BAT activity is expected to result in therapeutic

advances in the field.
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Mirabegron, a B3-adrenergic agonist, has been tested in clinical trials and shown to promote a great
increase in BAT activity (48,49). However, its adverse cardiovascular effects are considerable and
could be a factor limiting clinical use (48). Nevertheless, these studies provide evidence for the
potential therapeutic advances that could be obtained by the development of safer f3-adrenergic

agonists.

When GLP1RAs were approved for the treatment of obesity, there were lofty expectations regarding
their action in BAT. In an experimental study, liraglutide was shown to stimulate BAT activity through
a mechanism dependent on the activation of hypothalamic AMPK (50). However, it has been argued

that this mechanism may not play a leading role in body mass reduction promoted by the drug (51).

In our experimental model, liraglutide alone promoted an increase in the expression of UCP1 in BAT;
however, there was no detectable increase in the interscapular temperature. Conversely, in both
groups receiving TUG-905, there were increases in interscapular temperature, and, particularly in the
group treated with liraglutide + TUG-905, there were increases in the expression of the thermogenic
BAT markers UCP1 and ZIC1, and this was accompanied by an increasing trend in PGC-1c.. Moreover,
in all three groups that received pharmacological intervention, there were no reductions in whole
body energy expenditure. This is important because under calorie restriction there is a compensatory
reduction in energy expenditure, and the maintenance of whole body energy expenditure has been
proposed as one of the mechanisms contributing to body mass reduction in experimental models
treated with GLP1RA (7). Here, we propose that this beneficial outcome is reproduced when mice are

treated either with TUG-905 or with liraglutide + TUG-905.

The hypothalamic regulation of whole-body energy balance results from the combined actions of a
complex network of neurons that respond to multiple endocrine, nutritional and neural signals (52-
54). Liraglutide and semaglutide have been shown to act primarily by controlling anorexigenic POMC
neurons (7,8). Here, we reproduced some of these findings, showing that in mice treated with
liraglutide alone, there was an increase in the hypothalamic expression of POMC and a reduction of
AgRP. In addition, we showed that, particularly in the liraglutide + TUG-905 group, there was a

regulation of the hypothalamic neuronal system as both TRH and MCH were increased.

An important outcome that is expected from interventions aimed at reducing body mass is the
correction of glucose intolerance. In this study, both liraglutide alone and liraglutide + TUG-905
resulted in improved glucose tolerance. Both GLP1RAs and agonists of GPR40 can improve glucose
tolerance by acting directly on the pancreatic islets to increase glucose-induced insulin secretion
(15,24). In this study, we used liraglutide via IP injections and TUG-905 via ICV injections; thus, the

beneficial effect seen in glucose tolerance, which was significant only in the groups receiving



66

liraglutide, could be mostly attributed to the direct effect of the drug on the pancreas. However,
studies have shown that activation of hypothalamic POMC neurons can also promote an
improvement of systemic glucose tolerance (55). Thus, in future studies, it could be investigated if
the benefits on glucose tolerance result from the combined actions of liraglutide and TUG-905 only in
the direct control of insulin secretion in the pancreatic islets or as a result of combined action in the

pancreas and hypothalamus.

In conclusion, in an experimental model of diet-induced obesity, the pharmacological association of a
GLP1RA and an agonist of GPR40 promoted beneficial effects, leading to greater body mass
reduction than that obtained by liraglutide alone. This effect seems to be due, at least in part, to the
increase in BAT activity. As GLP1RAs are already approved for the treatment of obesity, and agonists
of GPR40 have already been tested and proved safe in clinical trials, future studies could test this

association in human obesity.
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Table 1. Macronutrient composition of the diets

Component Chow (g) HFD (g)
Starch 427.5 115.5
Protein (casein 85%) 200 200
Dextrinized corn starch 132 132
Sucrose 100 100
Soybean oil 40 40
Lard 0 312
Fiber (cellulose) 50 50
Mineral mix (AIN-93) 35 35
Vitamin mix (AIN-93) 10 10
L-Cystine 3 3
Choline bitartrate 2.5 2.5

Total 1000 1000
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Figure 1. Effects of interventions on metabolic parameters and lipolytic and lipogenic gene
expression. A. Schematic representation of the experimental design. B,C. Body mass reduction. C.
Food intake measured on the fourth day of the intervention. E-G. Transcripts for LPL, DGAT1 and FAS
were determined in the white adipose tissue of mice. H-M. Indirect calorimetry with values for 02
consumption (H), CO2 production (1), energy expenditure (J,K) and respiratory quotient (L,M). n =
22-25 (B-D); n = 5-7 (E-G); n = 6 (H-M); *p < 0.05 vs. HFD; $p < 0.05 vs. another group; #p < 0.05 vs.
Light.
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Figure 2. Brown adipose tissue thermogenesis increases with TUG-905 treatment. A-D.

Representative images of each group with initial and final BAT temperatures, vehicle (HFD) (A),
liraglutide (LIRA) (B), TUG-905 (TUG) (C) and liraglutide + TUG-905 (LT) (D). E, F. BAT temperature
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before (E) and after (F) intervention. G-l. Expression of the thermogenic markers PGCla (G), ZIC1 (H)

and UCP1 (). n = 22-25 (A-F); n = 57 (G-1); *p < 0.05 vs. HFD; Sp < 0.05 vs. another group.
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Figure 3. Effects of interventions on the expression of hypothalamic neurotransmitters. POMC (A),
CART (B), NPY (C), AgRP (D), TRH (E), CRH (F), orexin (G) and MCH (H). n = 5-7; *p < 0.05 vs. HFD; $p <
0.05 vs. another group.
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Figure 4. Effects of interventions on glucose tolerance. Fasting blood glucose (4 h) (A). Glucose
Tolerance Test (GTT) (B). Area Under the Curve (AUC) (C). n =23-25 (A), n = 10-13 (B,C); *p < 0.05 vs.
HFD; Sp < 0.05 vs. another group.
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Figure 5. Pair feeding. Body weight (A). Indirect calorimetry with values for 02 consumption (B), CO2
production (C), energy expenditure (D,E) and respiratory quotient (F,G). Fasting blood glucose (4 h)
(H). n =4-6 (A,H); n = 2—6 (B-G); *p < 0.05 vs. HFD; Sp < 0.05 vs. another group.
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