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RESUMO

Obesidade é uma patologia caracterizada pelo acimulo de tecido adiposo em propor¢ées que afetam
a satde dos individuos e tem atingido proporg¢des epidémicas no mundo. Esses dados estdo diretamente
relacionados com o aumento na incidéncia de diabetes tipo 2, uma vez gque a obesidade aumenta de 8 a
10 vezes o risco de desenvolvimento dessa doenca. Um alvo de estudo comum no combate a essas
patologias sdo o0s receptores ativadores de proliferacdo em peroxissomos (PPARS), mais
especificamente a isoforma y, que sdo fatores de transcricao relacionados com o metabolismo de lipideos
e carboidratos. Em 2010 a fosforilagdo na Ser273 do PPARy foi detectada e relacionada diretamente a
resisténcia a insulina. Diante disso, diversos grupos de pesquisa buscam pela modulacéo da atividade
desse receptor através de ligantes que possam atuar bloqueando este sitio de fosforilagdo, promovendo
sensibilidade a insulina, e impedindo seu agonismo total. Nesse contexto, esse projeto avaliou os efeitos
da modulagdo dessa fosforilagdo no metabolismo de lipideos e carboidratos em camundongos.
Inicialmente desenvolvemos uma linhagem de camundongos knockin (K1), na qual mutamos a serina do
PPARYy por alanina, para o estudo dos efeitos fisiologicos do blogueio da fosforilagdo do receptor. Além
disso, avaliamos os efeitos do tratamento dos animais com diferentes doses de um ligante ndo-agonista
de PPARY, o AM-879, o qual parece inibir a fosforilagdo do PPARy. Na caracterizagdo da linhagem
knockin, observamos que 0s animais apresentaram elevado peso corporal, sdo hiperglicémicos e
hipoinsulinémicos no desmame. Além disso, apds administracdo de dieta hiperlipidica, esses animais
apresentam melhora da sensibilidade a insulina com reduzidos niveis plasmaticos de insulina e aumento
de adiponectina, mas desenvolveram aumento da esteatose hepatica e hipertrofia do tecido adiposo
branco. Com relagdo ao tratamento com AM-879, observamos que a dose menor promove efeitos na via
do horménio liberador de corticotropina (CRH) e em genes alvo do PPARy. No tratamento com a dose
maior, observamos efeitos de melhora na sensibilidade a insulina, além de reducéo de consumo de dieta
e triglicérides hepatico. Esses resultados indicam que pelo fato do AM-879 atuar em duas vias, a dose
escolhida vai determinar em qual delas a atuacdo do ligante sera predominante, porém ele se mostrou

como um modulador eficaz da sensibilidade a insulina sem efeitos colaterais.



ABSTRACT

Obesity is a pathology characterized by adipose tissue accumulation in proportions that influence
on individual’s health and it has reached pandemic rates in the world. These data are related with an
increase on the incidence of people with type 2 diabetes, since obesity increases its risk by 8 to 10 times
the development of this disease. A target on the study of these pathologies are peroxisome proliferator-
activated receptors (PPARs), more specifically y isoform, which are transcriptional factors related with
lipid and carbohydrate metabolism. In 2010 Serine 273 phosphorylation of PPARy was detected and
related to insulin resistance. Accordingly, seeking the modulation of this receptor activity through
ligands that block the phosphorylation site, promoting insulin sensitivity and avoiding its total agonism.
In this context, this project aims to evaluate the effects of modulating this phosphorylation on lipid and
carbohydrate metabolism in mice. We developed a knockin (KI) mouse model with a serine to alanine
mutation, blocking the occurrence of this post-translational modification in order to study its
physiological effects. Moreover, we evaluated the effects of different doses of a PPARy non-agonist,
the AM-879, which seems to inhibit this receptor phosphorylation. On knockin lineage characterization,
we observed that these animals have higher body weight, are hyperglycemic and hipoinsulinemic
immediately after weaning. After high-fat diet administration, these animals had an improvement on
insulin sensitivity with reduced insulin levels and increased adiponectin levels, but they developed an
increase on hepatic steatosis and white adipose tissue hypertrophy. Regarding AM-879, we observed
that the lower dose promotes more effects on the Crh pathway, mainly by gene expression alteration,
but it still acts on target genes of PPARy. With the higher dose, there were effects on improving insulin
sensitivity, as well as reduced food consumption and hepatic triglyceride content. These results indicate
that, as AM-879 is involved in these two pathways described, the dose will determine in which of them
the ligand action will be predominant, and it revealed as an efficient modulator on insulin sensitivity

without side effects.
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1. INTRODUCAO

1.1. Receptor ativador de proliferacdo em peroxissomos — PPAR

Os PPARs sdo fatores de transcri¢do que pertencem a superfamilia dos receptores nucleares
(RNs), os quais sdo importantes em diversos processos fisioldgicos, como proliferacéo celular,
desenvolvimento, imunidade, metabolismo e reproducdo, sendo um importante alvo de
modulacgéo e estudos [1, 2]. Seus ligantes, no geral, podem induzir uma grande variedade de
respostas, como agonismo total, parcial, antagonismo e agonismo inverso. No primeiro caso,
0s compostos promovem uma alteracdo conformacional de tal forma que o receptor se torna
favoravel a interacdo com coativadores (como SRC1), possibilitando sua ativacdo e uma
resposta fisiologica elevada, como é o caso da Rosiglitazona com o PPARy. No agonismo
parcial, ocorre também uma ativacdo, porém de forma menos intensa e com menores efeitos,
enguanto que no antagonismo ocorre blogqueio da ativacao do receptor, seja pelo recrutamento
de correpressores (como NCoR), ou pelo blogueio da interacdo com coativadores. Ja no
antagonismo, o ligante se liga ao LBD e previne a alteragdo conformacional, impedindo o
recrutamento de coativadores e subsequente ativacdo da transcricdo génica. Por fim, no
agonismo inverso, ocorre a ligacdo com um receptor ativo constitutivamente, desativando-o [3-
5].

Além de estarem sujeitos a alteracGes com a ligacdo de um ligante, os RNs podem sofrer
diversas modificacGes pds-traducionais, como metilacdo, fosforilacdo, sumoilagéo e acetilagéo,
que consistem na ligacdo covalente de um grupo quimico a residuos de aminoacidos. Essas
alteracbes podem levar a diversas consequéncias nas propriedades quimicas das proteinas,
podendo modular suas funcdes, além de regular diversos aspectos da proteina, como

estabilidade, localizacdo celular, interacdes, entre outros [6].

Os PPARs foram originalmente identificados na década de 1990 através da clonagem do
gene em sapos do género Xenopus [7], sendo inicialmente caracterizados como mediadores da
proliferacdo em peroxissomos [7, 8]. Posteriormente, apos serem considerados como receptores
orfaos devido a auséncia de ligantes que pudessem interagir com eles, identificou-se os acidos
graxos e seus derivados como moléculas efetoras dos PPARs, atuando no metabolismo de

lipideos e glicose, proliferacdo celular, entre outros processos [9, 10].
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Existem 3 isotipos de PPAR com diferentes distribuices nos tecidos, especificidade de
ligantes e atividades regulatorias: PPARa (NR1C1- codificado pelo gene PPARA), PPARP/S
(NR1C2- codificado pelo gene PPARB) e PPARy (NR1C3- codificado pelo gene PPARG) [11].

Em linhas gerais, o PPARa ¢ altamente expresso em tecidos metabolicamente ativos, como
figado, rim e tecido adiposo marrom, além de células musculares e endoteliais, atuando na
oxidacdo de acidos graxos, montagem de lipoproteinas, gliconeogénese e acao anti-inflamatdria
[12, 13]. O PPARp/S ¢é encontrado em altos niveis no cérebro, tecido adiposo, ilhotas
pancreaticas e pele, com papel mais proeminente na proliferagdo celular, diferenciacéo e
sobrevivéncia, principalmente de queratindcitos [13]. Ja o PPARy localiza-se no intestino,
figado, rim, tecido adiposo, entre outros, e possui duas isoformas distintas resultantes de
variantes de splicing: PPARYy1 e y2, que diferem no tamanho da extremidade N-terminal e na
localizagdo, visto que o PPARY2 ¢é encontrado exclusivamente em adipdcitos. Com isso, 0
PPARYy possui papel essencial na obesidade, diferenciacdo de adipdcitos e sensibilidade a
insulina, alem de possuir importante papel anti-inflamatorio e na dissipacédo de energia no tecido

adiposo marrom [12-14].

Os PPARs formam heterodimeros obrigatérios com o receptor de acido retindico X (RXR)
e esse heterodimero se liga ao DNA através de sequéncias repetidas de AGGTCA separadas
por um ou dois nucleotideos (também chamadas de como DR-1 ou DR-2), sendo conhecidas
como elementos de resposta dos proliferadores de peroxissomos (PPREs) [15]. No mecanismo
classico de acdo dos PPARSs, a ligacdo de um ligante no dominio LBD do receptor induz uma
alteracdo conformacional no receptor, mais especificamente no dominio da regido de ativacédo
dependente de ligante (AF-2). Com isso, ocorre a liberacdo dos correpressores (CoRs) e dos
complexos de histonas desacetilases (HDAC), assim como o recrutamento de coativadores
(CoAs) e dos complexos de histonas acetilases (HAT). J& na auséncia de ligante, os RNs estdo
presentes no citoplasma ou no nacleo ligados aos PPREs, formando um complexo repressor

composto por proteinas CoRs e HDACs [16].
1.2. Obesidade e Diabetes

A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) aponta a obesidade como um dos maiores
problemas de satde publica no mundo, sendo a causa prematura de pelo menos 4,7 milhdes de
mortes em 2017. Ainda, estima-se para 2025 que 2,3 bilhdes de adultos estardo com sobrepeso
e mais de 700 milhdes obesos. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
em pesquisa feita em 2019, o percentual de obesos mais que dobrou na populagdo com mais de
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20 anos, subindo de 12,2 % para 26,8 %, atingindo 41 milhdes de pessoas no Brasil com
obesidade. Ja a proporcédo de individuos com sobrepeso passou de 43,3 % para 61,7 %, sendo
que esses dados estdo diretamente relacionados com o aumento na incidéncia de doengas como

diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo e doencas cardiovasculares [17].

Quadros de obesidade sdo resultado, principalmente, de um desbalanco energético, ou seja,
um desequilibrio entre gasto e consumo de energia, além de fatores genéticos e ambientais,
como qualidade da dieta e estilo de vida. Inicialmente, esse excesso de gordura é armazenado
no tecido adiposo subcutaneo, porém quando esse tecido se torna sobrecarregado, ocorre o
acumulo desses lipideos para outras regides do corpo, ativando um processo inflamatorio
generalizado, que € caracteristico de pessoas obesas. Com isso, ocorre um aumento de
macrofagos e outras células inflamatorias, que secretam citocinas pro-inflamatorias, o que
contribui diretamente para o desenvolvimento da resisténcia a insulina e, consequentemente,
diabetes tipo 2 [18].

Existe uma correlacdo positiva entre obesidade e diabetes tipo 2, sendo que ja foi
demonstrado um aumento de 8-10 vezes na chance de desenvolvimento dessa patologia em
individuos obesos [19]. Dados de 2021 da Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) indicam
que 537 milhdes de adultos sao diabéticos, sendo que esses nimeros devem aumentar para 783
milhGes em 2045. Além disso, essa doenca foi responsavel por 6,7 milhdes de mortes no mundo,
0 que indica a importancia da prevencdo e tratamento, assim como a busca por desvendar 0s

mecanismos por tras do seu desenvolvimento.
1.3. PPARYy e os efeitos de sua ativagdo no contexto de Obesidade e Diabetes

Diante do importante papel do PPARy em diversos processos metabolicos, principalmente
no metabolismo de lipideos e glicose, esse RN é alvo de diversos estudos no contexto da
obesidade e diabetes. Nesse cenario, em 1982 foram descobertos os efeitos anti-diabéticos das
Tiazolidineidionas (TZDs), ou glitazonas, que atuam via modulagdo da atividade do PPARy ¢
foram amplamente utilizadas para o tratamento de diabetes tipo 2 (DT2) [20]. A mais conhecida
das TZDs ¢ a Rosiglitazona, que foi sintetizada em 1988 e tem um papel mais potente na
sensibilizacdo a insulina, sendo em 1999 liberada para tratamento de DT2, porém foi retirada
do mercado tempos depois devido ao aumento no risco de infarto do miocéardio, cancer de
bexiga, ganho de peso, entre outros efeitos colaterais [4, 21]. Posteriormente, foi demonstrado
que o agonismo total dessas moléculas era responsavel pela maioria dos efeitos adversos

associado ao uso desses farmacos [22]. Outra TZD que vale mencionar € a Pioglitazona, que
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diferentemente da Rosiglitazona, ainda é comercializada como tratamento para diabetes tipo 2
e utilizada também para fins de pesquisa, também promovendo melhora da sensibilidade a
insulina, além de efeitos anti-inflamatdrios, anti-oxidantes, reducao de acidos graxos livres e

triglicérides, entre outros efeitos [23-25].

O PPARYy possui agdo pleiotropica em diversos tecidos (Figura 1), como no metabolismo
da glicose, por atuar na captacdo da mesma, e de lipideos, promovendo a diferenciacao de pré-
adipdcitos em adipocitos, aumento na secrecdo de adiponectina, além de efeitos neuroprotetores

e regulacdo do processo inflamatério por uma interagdo direta com a via do NF-kf [14, 26].

No que se refere ao metabolismo, 0 PPARy ¢ responsavel por regular a expressdo de
diversos genes. Nos adipdcitos, a ativacao desse receptor leva a um aumento na expressdo de
adiponectina, substrato 2 do receptor da insulina (IRS2), transportador 4 de glicose (GLUT4) e
proteina associada a Cbl (CAP), que estdo relacionados com sensibilidade a insulina e captacéo
de glicose. Além disso, o PPARY regula positivamente genes envolvidos no estoque de acidos
graxos e metabolismo de lipideos, como a proteina translocadora de &cidos graxos CD36,
perilipina, e proteina ligadora de &cidos graxos (FABP4); e no metabolismo de glicose, com a
regulacdo da glicoguinase (GK) [27].

Entretanto, a ativagdo do PPARy também leva a repressdao de diversos genes, como da
leptina, fator de necrose tumoral (TNFa) ¢ interleucina-6 (IL-6), além de reduzir os niveis de
acidos graxos livres no plasma e aumentar o nudmero de pequenos adipdcitos,
concomitantemente com uma reducdo no nimero de grandes adipocitos no tecido adiposo
branco. Fora este tecido, a ativacao desse receptor no figado e em células -pancreéaticas leva
ao aumento na expressdo de genes que codificam a enzima GK e o transportador 2 de glicose
(GLUT?2), respectivamente [27].
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Figura 1. Efeitos da ativagdo do PPARy em diversos 6rgaos (Adaptado de [19]).

Diante dos diversos efeitos da ativacdo do PPARY, e consequente transcricdo de seus genes-
alvo, e efeitos adversos, a busca por novos compostos que modulem esse RN tornou-se
recorrente, porém por moléculas que atuem como agonistas parciais ou moduladores seletivos,
e até mesmo antagonistas, de forma a interagir de uma maneira distinta ao LBD do receptor,
causando um recrutamento ou desacoplamento diferencial de correguladores. Os agonistas
parciais e antagonistas atuam de forma estruturalmente distinta dos agonistas, exibindo
reduzida ou nenhuma atividade transcricional, porém mantendo a alta afinidade ao receptor.
Com isso, os efeitos colaterais seriam reduzidos, mas os efeitos anti-diabéticos mantidos,

obtendo um balanco entre a poténcia e o agonismo do receptor [4, 28, 29].

1.4. PPARY e a fosforilacdo na Ser273

Dentre as diversas modificacbes poOs-traducionais as quais o PPARy esta sujeito, a
fosforilagdo vem sendo a mais estudada. Trabalhos anteriores [30, 31] ja mostraram que a
fosforilagdo na Ser112 na regido N-terminal do dominio AF-1 da isoforma 2 do receptor, pela
MAPK quinase, inibe sua atividade transcricional por controlar a interacdo do ligante com o
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dominio LBD do receptor ou recrutamento de correguladores, sendo que estudos in vitro
observaram que a mutacao desse residuo para Alanina leva a uma maior ativagdo do PPARY.
Além disso, in vivo, essa mutacdo em homozigose protegeu 0s animais alimentados com dieta

hiperlipidica de desenvolverem resisténcia a insulina, apesar de continuarem obesos [32].

Em 2009, em meio as diversas discussdes sobre os efeitos deletérios das TZDs, um estudo
revelou uma nova fosforilacdo, que ocorre no residuo da Serina 273 (Ser273) do PPARY, sendo
uma das principais responsaveis pela resisténcia a insulina. Foi demonstrado que esses farmacos
atuam bloqueando a fosforilagdo desse residuo, modificando a estrutura do PPARY de uma

forma distinta que estaria relacionada com a sensibilizacdo a insulina [22].

Essa fosforilagdo € mediada principalmente pela proteina quinase Cdk5, mas também pela
quinase ERK [33], sendo que camundongos submetidos a dieta hiperlipidica e,
consequentemente, o desenvolvimento de um quadro de obesidade induzem um processo
inflamatdrio que promove a clivagem da proteina p35 em p25 no citoplasma. Esta é responsavel
por ativar a Cdk5 no ntcleo, que fosforila o PPARy no residuo de Ser273 [34]. Essa
modificacdo no receptor leva a desregulacdo de uma grande quantidade de genes, 0s quais
apresentam niveis de expressdo alterados durante a obesidade, promovendo resisténcia a
insulina. Dentre 0s 17 genes descritos em 2010 como regulados pela fosforilacdo da Ser273 do
PPAR, podemos citar o Nr1d2, componente molecular chave do relégio circadiano, com papel
na regulacdo do gasto energético e consumo de dieta [35], e 0 Txnip, que codifica uma proteina
reguladora do estresse oxidativo na célula, sendo induzida por hiperglicemia, inibindo a
captacdo de glicose e sugerindo um papel da patogénese da DT2 [36], ambos avaliados nesse

projeto.

Em um trabalho recente do nosso grupo [37] foi visto que essas alteragdes provocadas pela
fosforilagdo da Ser273 podem ser explicadas devido a um recrutamento diferencial de
correguladores, mais especificamente devido a um aumento no recrutamento de CoRs (NCoR
e SMRT), uma vez que essa fosforilagdo ndo altera a ocupéncia do receptor na cromatina
(Figura 2) [22, 34, 38].

Além disso, em 2020 foi publicado um trabalho em que camundongos com uma mutagéo
knockin pontual na Ser273 do PPARYy, impedindo sua fosforilagao. Neste trabalho, os animais
ndo desenvolvem resisténcia a insulina quando submetidos a dieta hiperlipidica. Ainda,

verificaram a expressdo diferencial do gene Gdf3, uma proteina membro da familia do TGF-§,
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a qual tem expressao reduzida no tecido adiposo branco dos animais mutantes, indicando um

alvo promissor no contexto de modulagio da fosforilagdo do PPARY, diabetes e obesidade [39].
" Obesidade

Dieta
hiperlipidica

Citocinas Lipideos, acidos

inflamatorias graxos livres

Ligantes anti-
diabéticos de PPARY
(TZDs, MRL24)

RESISTENCIA A INSULINA, tQ ADIPOCITO
DEPOSICAO ECTOPICADE LIPIDEOS

Figura 2. Via de ativagdo da CDKS5 e fosforilagdo da Ser273 do PPARY, indicando a atuagdo dos ligantes anti-diabéticos
(Adaptado de Choi et al., 2010 [28]).

Diante disso, surge a hip6tese de que o desenvolvimento de um bom farmaco sensibilizador
a insulina seria focado em uma molécula capaz de estabilizar o sitio de ligacdo do receptor,
impedindo a fosforilacdo na Ser273, sem causar a ativacao transcricional do PPAR (como um
agonista total). Ou seja, uma molécula capaz de se ligar ao sitio sem fazer contatos diretos com

a hélice H12 do receptor e que seja capaz de prevenir a fosforilagao [40, 41].
1.5. PPARYy e AM-879, um ligante ndo-agonista

Até o momento, diversas plataformas de screening ja foram desenhadas na busca por
ligantes de PPARY, dentro das quais as metodologias baseadas em ensaios de transativagao
combinados com ensaios de afinidade sdo os mais bem estabelecidos para compostos que
ativam esse receptor [42-44]. Contudo, ainda é restrito o nimero de técnicas utilizadas na busca

por moléculas ndo-agonistas de PPARYy [45, 46].

Dentro desses poucos estudos, nosso grupo identificou o ligante AM-879, com sua estrutura
ilustrada na Figura 3 (4-methyl benzoic acid, AM-879-40965082, Specs), o qual se liga ao
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PPARy, porém ndo tem capacidade de ativa-lo, ou seja, € uma molécula ndo-agonista do
receptor [45]. Além disso, a interagdo desse ligante com o PPARy foi analisada, observando
uma afinidade moderada (Kd = 4,5 £ 0,6 uM), quando comparado a Rosiglitazona, que possui
elevada afinidade ao receptor (Kd = 0,4 + 0,1 uM). Com relacéo a ativacao, foi observado,
através de curvas dose-resposta em ensaio com células 293T, que 0 AM-879 ndo ativa 0 PPAR

até mesmo na concentragdo mais elevada [47].

Figura 3. Estrutura do ligante AM-879, obtida do PubChem.

Nesse estudo também foi verificada a influéncia do AM-879 no recrutamento de
correguladores, ndo favorecendo o acoplamento de CoAs, e também nao induzindo a liberagédo
de CoRs ligados ao PPARy. Além disso, através de ensaio de diferenciacdo de adipdcitos em
células 3T3-L1 verificou-se a interferéncia do ligante nesse processo, sendo observado que o
AM-879 ndo leva a um aumento no acimulo de lipideos, nem na diferenciacdo de adipdcitos.
Ainda, a partir desse ensaio foi analisada a expressdo génica de alvos do PPARYy, no qual
obteve-se uma reducédo nos niveis de Adpisina (Cfd), Adiponectina (Adipoq) e CD36, além de
ndo ter alterado a expressdo de Pparg, Leptina (Lep), proteina alfa estimuladora de ligacéo a
CCAAT (Cebpa) e Lipase lipoproteica (Lpl), sendo que esses resultados diferem

completamente do que é observado no tratamento com Rosiglitazona [47].

A reducéo ou ndo alteracdo na expressao desses genes indicam que o ligante AM-879 néo
induz marcadores relacionados a adipogénese, em contraste com os efeitos do agonismo da
Rosiglitazona. Além disso, a diminuicdo na expressdo de Cd36, o qual € responsavel pela
translocacéo de cadeias de &cidos graxos livres para o interior de adipocitos, sugere a acao desse
ndo-agonista em limitar o influxo dessas cadeias. De forma mais surpreendente, a reducéo na
expressdo do gene que codifica para a adiponectina sugere uma competicdo com agonistas
enddgenos, como acidos graxos, ou devido a modulacdo de outras vias de sinalizacdo, porém
0s resultados em conjunto demonstram uma tendéncia do AM-879 em reduzir o processo de

adipogénese [47].

Por fim, neste mesmo estudo foi verificado a relagdo do AM-879 com a fosforilagdo da

Ser273 pela CDKS5, observando que esse ligante reduz significativamente a fosforilacdo, assim
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como a Rosiglitazona, quando comparado a proteina na auséncia de ligante, indicando uma
possivel atuacdo na sensibilizacdo a insulina (Tabela 1) [47].

Tabela 1. Comparacéo dos efeitos do ligante ndo-agonista AM-879 em comparacao a agonista Rosiglitazona [47].

AM-879 Rosi
Menor afinidade Maior afinidade
Né&o-agonista Agonista
Né&o favorece coativadores Favorece coativadores
Né&o libera correpressor Reduz afinidade com correpressor
N&o induz adipogénese Induz adipogénese
Reduz fosforilacdo em 28 % Reduz fosforilacdo em 22 %

1.6. AM-879 e a via do horménio liberador de corticotropina (Crh)

Um estudo depositado em 2012 na plataforma online Pubchem identificou o AM-879 como
uma molécula que interage com a via do hormonio liberador de corticotropina (Crh ou Crf) e
seu receptor CrhR, a qual esté relacionada principalmente com a via do estresse (PubChem AID
651639 e CID 1209375). Essa familia de neuropeptideos foi primeiramente caracterizada em
1981, sendo identificada como um importante regulador da resposta endocrina ao estresse,
atuando na regulacdo da ingestdo alimentar e saciedade, motilidade gastrointestinal,

desenvolvimento vascular e fungdo cardiaca [48].

A atuacdo dessas moléculas ocorre através de seus receptores, que pertencem a classe B de
receptores acoplados a proteina G, chamados de CrfR1 e CrfR2, sendo produzidos por genes
distintos com diversas variantes de splicing. O Crh é encontrado principalmente no nicleo
paraventricular do hipotalamo, no ndcleo central da amidala e em outras regides do sistema
nervoso central, além da tecidos periféricos como pele e glandula adrenal. Além de seus
receptores, esse hormonio sofre regulacdo através da Crf-BP (proteina ligadora de Crf/Crh), a
qual pode formar um dimero com essa molécula e modular sua atividade enddcrina, inativando-
a [48, 49].

Estudos ja mostraram a direta relagdo entre a atuagdo do Crh e neuropeptideo Y (Npy) no
hipotdlamo, juntamente com a leptina e grelina, participando principalmente dos mecanismos
de controle da saciedade e ingestdo alimentar. Nesse contexto, ja foi descrito que o Npy atua
aumentando a ingesta e reduzindo gasto energético [50, 51], enquanto que o Crh tem funcGes

opostas [51, 52]. Alem disso, a atuacdo da leptina, através do seu receptor hipotalamico,
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consiste em reduzir a sintese e/ou secrecdo de Npy e aumentar a sintese e/ou secre¢do de Crh,
modulando o balanco energético de reducdo da ingestdo alimentar e aumento do gasto

energético [51].

Como forma de comprovar tal relagdo, estudos realizados em camundongos ob/ob
deficientes para leptina demonstraram um aumento nos niveis de Npy no hipotalamo, enquanto
que os niveis de Crh ndo se alteraram [53]. Ainda nesse contexto, a grelina também possui um
importante papel por atuar diretamente na ativacao do Npy hipotalamico, aumentando a ingesta
alimentar [54], indicando que essas 4 moléculas atuam em cooperagcdo Nnos processos de
consumo alimentar e gasto energético, sendo uma via alternativa de atuacdo do AM-879 (Figura
4).

\ T
< o U .

Figura 4. Esquema das vias de atuagdo do AM-879: CRH e PPARY, com os principais 6rgios envolvidos e analisados, sendo
eles: hipotalamo, figado, tecido adiposo marrom (BAT) e branco (WAT).

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

De acordo com as proje¢des mundiais, 0 aumento na incidéncia de diabetes juntamente com
a obesidade, traz uma responsabilidade cada vez mais forte para a pesquisa de farmacos mais

especificos e que tenham menores efeitos colaterais, ndo favorecendo o aumento de gordura



) enpem l‘!’ N/
N\ a ,
h Centro Nacional de Pesquisa . ;‘ IB ’ )8

em Energia e Materiais (‘\'
[ ORGANIZAGAO SOCIAL DO MGTI | LMNBID detiocigncias
UNICAMP

Instituto de Biologia

corporal. Nesse contexto, ja se sabe a importancia ¢ relagao do receptor nuclear PPARY ¢ sua

fosforilagdo no residuo da Ser273 com a obesidade e sensibilizag&o a insulina.

Diante disso, o0 modelo de estudo proposto poderd auxiliar na definicdo das bases
fisiologicas e moleculares dessa fosforilagdo, visto que os trabalhos ja existentes foram
realizados in vitro, enquanto que este se trata de um modelo in vivo, podendo os dados de ambos
serem comparados, a fim de se verificar se 0 que é visto na célula ocorre no organismo como

um todo.

Além disso, estudos in vitro da interagdo PPARy-AM-879 mostraram que este ligante ndo
causa um aumento na diferenciacdo de adipdcitos ou acimulo de lipidios, assim como néo ativa
o PPARY e reduz sua fosforilagdo na Ser273, indicando uma possivel sensibiliza¢ao a insulina
[47]. Buscou-se, in vivo, analisar seus efeitos no que se refere a fisiologia do animal, ou seja,
analisando os efeitos do possivel blogueio da fosforilagcdo da Ser273 e sua atuagdo como nao

agonista de PPARY, comparando-0 ao efeito ja bem estabelecido em literatura da Rosiglitazona.
Assim, os objetivos desse trabalho foram:

1- Desenvolvimento, estabelecimento e caracterizacdo da linhagem de camundongos

knockin com a mutagdo pontual PPARy S273A, através do sistema CRISPR/Cas9;

2- Investigar os efeitos de diferentes doses do ligante AM-879 (dose escolhidas baseado
em [55] e nos ensaios de afinidade de [47]) em camundongos alimentados com dieta

hiperlipidica e comparar os dados com os animais knockin S273A obtidos via CRISPR/Cas9;

3- Avaliar parametros como ingestdo alimentar, peso corpdreo, niveis séricos de insulina,
adiponectina, cortisol, triglicérides hepéatico e os efeitos na sensibilidade a insulina do
camundongo tratado com veiculo, AM-879 em duas doses (40 e 100 mg/kg/dia) e
Rosiglitazona, além de comparar os niveis de expressao de genes regulados pela fosforilacdo
através de g-RT-PCR no tecido adiposo branco, assim como genes-alvo do PPARy e genes

relacionados a via do Crh no hipotalamo.

3. METODOS

3.1. Mutacdo S273A através da metodologia CRISPR/Cas9

O sistema CRISPR/Cas9 é baseado em um mecanismo de defesa adaptativo em Bactérias e
Archaea contra a invasdo de virus e plasmideos, no qual usa-se CRISPR (repeticOes

palindrdmicas curtas agrupadas e regularmente espagadas) e proteinas nucleases Cas



) cnPem
h Centro Nacional de Pesquisa

Y

29

L \‘ l B
Laboratario Macional

em Energia e Materiais (‘\’
ULNBID deBiocincis '"smm de Biologia
UNICAMP

(associadas a CRISPR) [56]. Essas repeticOes estdo interespagadas por sequéncias curtas
derivadas do DNA exdgeno alvo, chamadas de protospacers, constituindo o RNA CRISPR
(crRNA). Apos duas décadas de estudo, o sistema CRISPR/Cas9 foi otimizado para fins de
edicdo especifica do genoma e é fundamentado no uso de um RNA guia (SgRNA) que direciona
a endonuclease Cas9 para o locus alvo de modificacdo [57]. O sgRNA contém uma sequéncia
alvo de 20 nucleotideos complementar a sequéncia do locus alvo e um RNA transativador
auxiliar (tracrRNA), o qual participa do enderecamento da Cas9 para o sitio alvo de

modificagdo, que deve ser precedido de uma sequéncia 5’-NGG PAM [58].

No DNA alvo, a Cas9, por ser uma nuclease, gera uma quebra na dupla fita de DNA (DSB),
a qual pode ser reparada pelo mecanismo ndo-homélogo (NHEJ), ou pelo mecanismo de
homologia (HDR). Na auséncia de um DNA homologo ao locus alvo (DNA molde), a via NHEJ
é ativada e pode ocasionar insercdes e/ou delecBes. Estas, por sua vez, podem resultar em
mudanga do codon de leitura do ribossomo e/ou na criagdo de um codon de parada prematuro,
resultando em um knockout génico. Por outro lado, na presenca de um DNA molde, o
mecanismo HDR € ativado e, como apresenta maior fidelidade, permite que a edicdo do genoma
seja feita da forma desejada, inserindo, por exemplo, mutacGes especificas (knockin) ou genes
reporteres (Figura 5) [58].
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Figura 5. Esquema da quebra de dupla fita de DNA (DSB) promovida pela Cas9 e direcionada pelo sgRNA e 0s mecanismos

de reparo por ndo-homologia (NHEJ) ou por homologia (HDR) que podem ser ativados (Adaptado de [58]).

3.1.1. Desenho das sequéncias alvo e clonagem no vetor px330

A ferramenta de analise MIT CRISPR Design Tool (http://tools.genome-engineering.org) é

utilizada para identificar e classificar os sitios alvos mais adequados e computacionalmente
predizer os sitios off-target de cada sequéncia alvo. Se a sequéncia alvo de 20 nucleotideos nao

iniciar com uma base guanidina, a eficiéncia de transcricdo do promotor U6 pode ser reduzida.


http://tools.genome-engineering.org/
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Nesse caso, uma guanidina é adicionada na primeira posicdo da porcdo 5, formando uma
sequéncia alvo de 21 bases [58].

Para a construcéo do sgRNA, dois oligonucleotideos (oligo) — desenhados previamente-
que correspondem a fita de DNA superior e a fita inferior da sequéncia alvo, foram anelados
através de incubacdo de 1 puL do oligo superior a 100 uM, 1 pL do oligo inferior a 100 pM, 1
uL de tampao 10x da T4 DNA ligase buffer (New Englad Biolab - NEB), 0,5 uL de T4 PNK
(NEB) ¢ 6,5 uL de agua, nas seguintes condicdes: incubacéo a 37 °C por 30 min, 95 °C por 5
min, reducgdo para 25 °C a 0,1°C/segundo, 25 °C por 5 min. Para clonagem do oligo anelado no
vetor px330, o vetor foi digerido previamente com a enzima de restricdo Bbsl (NEB) e
desfosforilado com a enzima fosfatase alcalina. O vetor purificado (100 ng) foi entdo ligado ao
oligo anelado, utilizando 50 ng do vetor (0,43 pL), 1 uL do oligo anelado, 1 pL de tampao da
T4 DNA ligase, 0,5 uL de T4 DNA ligase (NEB) e 7,07 pL de agua. A reacdo de ligacdo é
incubada em banho-maria a 16 °C por 16 h.

Apbs esse processo, o oligo anelado ao vetor foi transformado em bactérias DHS5a
quimiocompetentes, utilizando 10 pL da reacdo de ligacdo e ~50 pL de bactéria, realizando-se
também uma placa controle somente com o vetor px330. A transformacéo foi realizada através
de choque térmico, em que o oligo anelado ao vetor e a bactéria ficaram em contato por 25
minutos no gelo, depois 1 minuto a 42°C seguido por 1 minuto no gelo. Foi adicionado 300 pL
de meio SOC (rico em glicose) ao eppendorf para coloca-lo no shaker a 37°C por 1 hora. Ap6s
esse tempo, centrifugou-se a 5000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente, 0 excesso de
meio SOC foi retirado e plagueou-se em meio LB so6lido contendo 100 pg/mL de ampicilina,

mantendo overnight a 37 °C.

Realizou-se entdo pré-indculo de 10 coldnias e, posteriormente, PCR de colénia liquida,
utilizando tampédo PCR 1X, 1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTP, 0,5 mM dos primer F
(promotor U6) e R (sgRNA anti-sense), 0,5 U Taq Polimerase, &gua e DNA da bactéria
(controle negativo sem DNA). Utilizou-se o protocolo de 94 °C por 5 minutos, 35 ciclos de: 94
°C 1 minuto, 57 °C 1 minuto e 72 °C 30 segundos, seguido de 72 °C por 10 minutos e
finalizando & 4°C. Apo0s o término da reacdo, foi feito um gel de agarose 1 % para verificacdo

do resultado.

As colbnias positivas foram selecionadas para realizacdo da mini-prep com o objetivo
de purificar o DNA plasmidial. O produto obtido foi quantificado no equipamento Nanodrop

1000 (Thermo Scientific). Essas amostras foram enviadas para o sequenciamento de DNA para
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a confirmacdo da clonagem, utilizando 05 pL do primer U6 seq F
(GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTC), 1,5 pL do DNA plasmidial purificado, 4 uL de
agua, 3 pL de tampdo e 1 pL de Big Dye.

3.1.2. Transcrigao in vitro

Os RNAs guias foram gerados através de transcrigdo in vitro utilizando a enzima T7 RNA
polimerase (MEGAshortscript T7 kit, Life Technologies) e o produto de PCR T7-sgRNA como
molde. O mRNA da Cas9 foi gerado por transcri¢cdo in vitro utilizando o0 mMMESSAGE
MMACHINE T7 ULTRA kit (Life Technologies) e o produto de PCR T7-Cas9 como molde.

3.1.3. Geragao da linhagem murina contendo a mutacio PPARy S273A

A linhagem murina com a mutagdo S273A no PPARy foi gerada no Laboratério de
Modificacdo do Genoma (LMG/LNBio) em colaboracdo com a pesquisadora Dra. Angela
Saito. Em resumo, foram realizadas microinjecdes em pré-nucleo de embrido a 0,5 dia pos-
coito (dpc) de uma mistura contendo o mRNA da Cas9 (100 ng/uL), o RNA guia (50 ng/ul) e
0 oligo doador (100 ng/uL). Para reduzir a frequéncia do mecanismo de reparo da célula pela
via NHEJ (Non homologous end joining), os embrides microinjetados foram incubados em
meio KSOM suplementado com 50 uM de SCR7 (um inibidor da T4 DNA ligase que participa
da via NHEJ), por cerca de 16 horas em estufa, mantida a 37 °C e 5% CO>. Por fim, os embrides
no estagio de duas células foram transferidos para o Utero de fémeas pseudogravidas para que

continuassem o processo de gestacao.
3.1.4. Genotipagem dos camundongos

Os camundongos originados da microinjecdo pro-nuclear dos componentes do sistema
CRISPR/Cas9 ou dos cruzamentos subsequentes foram genotipados através de extracdo de
DNA genémico (gDNA) da cauda do animal utilizando um tampao de lise composto por: 100
mM Tris HCI pH 8, 200 mM NacCl, 0,2 % SDS, 5mM EDTA pH 8, 100 pug/mL Proteinase K e
agua, sendo 500 pL deste para cada cauda, incubando por overnight a 55 °C 600 rpm. Apos
esse processo, utilizou-se isopropanol para precipitar o DNA e etanol para lava-lo, com

posterior quantificacdo no Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).

Foi realizada PCR para amplificar as regides de insercdo utilizando a enzima PfU DNA
Polymerase, da Cellco Biotec do Brasil (S&o Carlos, SP- Brasil), seguindo instrucfes do
fabricante e utilizando os primers desenhados previamente para genotipagem: 5°-
TCAGGTTTGGGCGGATGCCA-3’ (Forward) e 5-TGTGCCCACTTTGGACCTGGG-3’
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(Reverse). O fragmento amplificado foi purificado com kit de purificacdo de PCR- Wizard ®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega- Madison, WI- USA). Em seguida, as amostras
foram quantificadas no Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) e submetidas ao ensaio da enzima
de restricdo Scal-High Fidelity, da New England Biolabs Inc. (NEB- Ipswich, MA- USA), a

qual foi inserida no oligo doador, seguindo instrucdes do fabricante.

Apds o screening inicial dos animais, a confirmacéo do genotipo de cada um foi realizada
por meio de sequenciamento da regido mutada. Os animais foram utilizados a partir da 32

geracdo e de ninhadas com 5-6 animais.
3.1.5. Anadlise off-targets

Em virtude do sistema CRISPR/Cas9 poder ocasionar mutacdes indesejadas, avaliamos
possiveis off-targets que pudessem afetar o fendtipo dos camundongos, baseado na andlise

realizada pela ferramenta CRISPOR (http://crispor.tefor.net/), a qual detectou dois genes

principais onde poderiam ocorrer mutagdes (Figura 6).
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Figura 6. Analise via CRISPOR de possiveis off-targets (destaque em vermelho).

Para isso, foram desenhados primers especificos para os genes Sash3 (Forward:
AGGCACACAGCCCCAAGTCC e Reverse: TCAGGCAAGGCACCTCAGGC) e Gm14921
(Forward: CCTTGGCCGGAGGCTAAGCA e Reverse:
GAGGCTTTCTGCTCCTCAGAAATTG). As amostras de DNA gendmico utilizada para a
genotipagem foi utilizada como template e sequenciadas para anélise de mutagoes.


http://crispor.tefor.net/crispor.py?batchId=37bXf9IEIWufaujxA6q2
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3.2.  Camundongos C57BI/6J

Para o tratamento com o ligante AM-879, foram utilizados camundongos machos C57BL/6J
obtidos do biotério do Laboratério de Modificacdo do Genoma (LMG) do LNBio, de 6 semanas
de idade e sendo mantidos em Biotério a + 22°C com ciclos claro/escuro de 12 horas e livre
acesso a agua e comida. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA)/CNPEM, protocolos nimero 58 e 72. A dose do ligante AM-
879 foi escolhida com base nos ensaios in vitro de afinidade ao PPARy, uma vez que esta ¢ 10
vezes menor que da Rosiglitazona (controle positivo), sua dose seria maior. Além disso,
realizamos um estudo piloto in vivo, no qual observamos que a dose de 40mg/kg/dia se
assemelhou mais ao controle positivo no ITT ao promover uma melhora na sensibilidade a
insulina e ndo provocou alteragdes fisioldgicas nos animais alimentados com dieta normal.
Ainda, utilizamos também uma dose 25 vezes maior que da Rosiglitazona, uma vez que se trata

de um ligante novo com menor afinidade e possivel envolvimento em outra via.

Diante disso, os animais foram divididos nos seguintes grupos:

1- Dieta normal com administracéo de veiculo (Sucralose 20 % com 0,1 % Tween 80);

2- Dieta hiperlipidica com administracdo de veiculo (Sucralose 20 % com 0,1 % Tween
80);

3- Dieta hiperlipidica com administracao do ligante AM-879 na dose de 40 mg/kg/dia;
4- Dieta hiperlipidica com administracdo do ligante AM-879 na dose de 100 mg/kg/dia;
5- Dieta hiperlipidica com administracdo da Rosiglitazona na dose de 4 mg/kg/dia;

6- Camundongos knockin com dieta hiperlipidica e administracdo de veiculo (Sucralose
20 % com 0,1 % Tween 80).

3.2.1. Dieta hiperlipidica e inducéo de resisténcia a insulina

Com 6 semanas de idade, iniciou-se a administracdo de dieta hiperlipidica (high-fat diet-
HFD), ou de dieta normal, de acordo com a divisdo de cada grupo de animais. A dieta
hiperlipidica foi obtida da empresa PragSolucbes (Jau-Séo Paulo, Brasil), e a dieta padrao
utilizada foi a Nuvilab CR-1 (Nuvital, Quimtia), com composi¢des mostradas na Tabela 2. Para
inducdo de um quadro de obesidade, os camundongos foram alimentados com dieta
hiperlipidica por 18 semanas a partir da 6% semana de idade, sendo o tratamento feito nas duas
ultimas semanas de dieta (Figura 7).
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Tabela 2. Composigdo da dieta hiperlipidica administrada aos camundongos, obtida da empresa PragSolucdes e da dieta

padrao, Nuvilab CR-1 (Nuvital, Quimtia).

% Valor energético total (VET) Dieta hiperlipidica Dieta padrao
Carboidratos 20 60
Proteinas 20 22
Gordura 60 5
Total Kcal 5217,3 3880
HFD Dieta
(60% gordura) padrio
6 semanas 2 ¢ Glicemia
de idade 3 40U * Tecidos (coragio, figado,
; v‘\. 1T misculo gastrocnémio,
| ' (&) | 2 semanas LTI tecido adiposo branco e
| EJT nghl marrom, hipotalamo, rim)
16 semanas Histologia
PR — + Expressio génica
* Anilise metabdlitos no
C57Bl/6J plasma
e knockin v
AM-879, Rosi
ou veiculo
\ J\ J
Y [

Peso corporal e ingestdo alimentar semanais Peso corporal didrio

Ingestdo alimentar semanal

Figura 7. Desenho experimental do estudo, no qual os animais, com 6 semanas de idade, foram subdivididos em um grupo
alimentado com dieta normal ou com dieta hiperlipidica, por 16 semanas (com 22 semanas de idade). Nesse ponto, realizamos
o teste de sensibilidade a insulina (ITT), pré-tratamento. Na 222 semana de idade, os camundongos foram divididos de acordo
com cada tratamento, sendo eles veiculo, AM-879 ou Rosilgitazona), por 2 semanas, sendo repetido o ITT no 13° dia de
tratamento e a eutandsia na 24% semana de idade, onde foram coletados sangue, tecidos como coracdo, figado, tecido adiposo
branco e marrom e musculo gastrocnémico).

3.2.2. Tratamento oral voluntario com gelatina

Utilizamos uma metodologia baseada na ingestdo voluntaria do veiculo ou ligante para o
tratamento dos animais, de forma menos invasiva e estressante (Figura 8) [59]. Trata-se do uso
de uma gelatina composta por uma solugéo de sucralose 20 % (Linea®, EIC do Brasil Industria
e Comércio Alimentos S/A- Anapolis, GO), gelatina sem sabor comestivel e incolor 21 %
(Royal®) e esséncia de chocolate (Arcolor®, Arco Iris Brasil Indlstria e Comércio de Produtos

Alimenticios Ltda.- Sdo Lourenco, So Paulo-SP).
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Como descrito no artigo de Zhang, Lei 2011, para que os camundongos pudessem ingerir a
gelatina, foi realizado um treinamento de 4 dias, no qual os animais ficaram em jejum por 16
horas e foi feita a primeira apresentacdo da gelatina. Nos trés dias subsequentes, os animais
tinham livre acesso a comida e a gelatina era apresentada, sendo esta ingerida de forma rapida
pelos animais ao final do processo. Segundo o artigo, os animais permanecem condicionados a
ingestdo da gelatina, mesmo sem a apresentacdo da mesma, por 3 semanas [59], sendo que no
nosso caso o inicio do tratamento foi feito uma semana apds o treinamento. Vale ressaltar que
foi descrito que, diferentemente da sacarose, a sucralose ndo estimula a secrecdo de insulina,
nem altera a liberacdo de hormodnios gastricos, permitindo sua utilizacdo em estudos de

metabolismo.

Figura 8. Tratamento oral voluntéario dos camundongos C56BI/6J com gelatina, segundo descrito [59].
3.4. Analises fisiologicas, metabodlicas e moleculares

3.4.1. Medida de ingestéo alimentar e ganho de peso

O ganho de peso foi feito através da pesagem semanal dos animais e a medida de ingestdo
alimentar foi realizada através da pesagem da racdo disponibilizada aos camundongos
semanalmente. Além disso, durante o tratamento, os animais foram pesados diariamente e a

dieta a cada 2 dias.
3.4.2. Teste de tolerancia a insulina (ITT)

A insulina foi administrada via intraperitoneal na dose de 0,75 Ul/kg do animal apds um
jejum de 12 horas, seguido de uma hora de alimentagéo e as glicemias analisadas nos tempos
de 0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 minutos. A taxa de decaimento da glicose (KITT) foi calculada como
descrito previamente [60].
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3.4.3. Quantificacao dos niveis de insulina, adiponectina e corticosterona por ELISA

Os niveis de insulina e adiponectina foram medidos através de kits comerciais pelo método
de ELISA, utilizando-se o Ultrasensitive Mouse Insulin and Adiponectin Kits (Crystal Chem®)
e metodologia conforme descrita pelo fabricante. Os niveis de corticosterona foram mensurados
através do Corticosterone Competitive ELISA Kit (EIACORT- Thermo Fisher Scientific®),
seguindo instrucdes do fabricante.

3.4.4. Analise histoldgica de figado

No dia da eutanésia dos animais, coletou-se um I6bulo do figado em cassetes histologicos
e estes foram embebidos em solucdo de paraformaldeido 4 % por 24 horas a 4 °C para fixacao
dos tecidos. No dia seguinte, as amostras foram lavadas duas vezes de 10 minutos cada em PBS
1X e iniciou-se 0 processo de desidratacdo para inclusdo dos tecidos em parafina. Os cortes
histoldgicos foram realizados em microtomo (LEICA RM2255), na espessura de 5um e foram
feitos de forma seriada em 3 laminas, espagando em 100 pum cada corte, totalizando 3 laminas
com 3 cortes em cada por tecido. As laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE),
montadas e fotografadas no Microscépio Leica FS DM6. Em cada corte foram fotografados 5
campos em regides distintas no aumento de 20X, sendo analisadas pelo processo de
segmentacdo no software Fiji® (Weka segmentation) e quantificagdo com o Plugin
MorphoL.ibJ, realizando uma média entre 0s 5 campos e, posteriormente, uma média por ldamina

analisada.
3.4.5. Quantificacao dos niveis de triglicérides no figado

Para a extracdo dos lipideos do figado, utilizamos um protocolo estabelecido em literatura,
sendo os tecidos pesados e homogeneizados com um Polytron® (PT1200 E) em uma mistura
de cloroférmio:metanol:PBS, na proporc¢do 4:3:0,8 [55, 61]. Os lipideos estavam presentes na
parte organica da separacdo de fases, que consiste no liquido da porgéo inferior do eppendorf,
e foram dosados através do método enzimatico em Espectrofotdmetro utilizando-se os Kits
LaborLab Liquid Stable (LaborLab — SP/Brasil).

3.4.6. Analise histologica do tecido adiposo branco

No dia da eutanasia dos animais, coletou-se um pedaco do tecido adiposo branco
perigonadal em cassetes histoldgicos e estes foram embebidos em solucéo de paraformaldeido

4 % por 24 horas a 4 °C para fixacdo dos tecidos. No dia seguinte, as amostras foram lavadas
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duas vezes de 10 minutos cada em PBS 1X e iniciou-se 0 processo de desidratacdo para incluséo
dos tecidos em parafina. Os cortes histoldgicos foram realizados em microtomo (LEICA
RM2255), na espessura de 5 um e foram feitos de forma seriada em 3 laminas, espacando em
100um cada corte, totalizando 3 laminas com 3 cortes em cada por tecido. As laminas foram
coradas com Hematoxilina-Eosina (HE), montadas e fotografadas no Microscopio Leica FS
DM6. Em cada corte o tecido adiposo foi fotografado na versao panoramica na magnificacéo

de 10X, com o objetivo de capturar todo o tecido para analise.

Com o auxilio do Dr. Murilo Carvalho, desenvolvemos um comando Macro no software
Fiji® para a segmentacdo das imagens e identificacdo dos adipécitos (Item 5.4 dos Anexos), as
quais posteriormente foram submetidas a uma analise utilizando a ferramenta online Jupyter,
onde os adipdcitos foram quantificados em diversos parametros como area, perimetro e
circularidade, sendo divididos de acordo com cada tratamento. Para finalizar a analise, foi
desenvolvido um scritpt no software R-Studio para anélise dos dados finais e plotagem dos
gréficos, além da andlise estatistica pela metodologia ndo paramétrica bayesiana (logBFio)
através da biblioteca ‘ggstatsplot’ que utiliza o teste Wilcoxon rank sum (semelhante ao Mann-
Whiteney). Nesse caso, o script gera um grafico comparando os grupos desejados através do
fator bayesiano logBF1o, sendo que quanto maior esse valor, mais forte é a evidéncia a favor da
hipdtese alternativa, ou seja, ha diferencas relevantes entre os grupos. logBFio entre 3 e 20
revela uma diferenca positiva, entre 20 e 100 é forte e acima de 100 é extremamente forte [62,
63].

3.4.8. Expressado génica: g-RT-PCR

Para o ensaio, 0 RNA dos tecidos adiposo branco, marrom, figado e hipotalamo foi extraido
utilizando o reagente TRIzol™ (Invitrogen™), seguindo as instrugdes do fabricante. As
amostras foram homogeneizadas utilizando um Polytron® (PT1200 E), sempre em gelo, e
incubadas 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente foram centrifugadas por 10
minutos a 4 °C 12000g e o sobrenadante transferido para um novo tubo. Adicionamos 200 pL
de cloroférmio para cada 1 mL de TRIzol™, incubamos 5 minutos em temperatura ambiente e
centrifugamos por 10 minutos a 4 °C por 12000g. Nessa etapa ocorre a separacao das 3 fases,
sendo DNA, RNA e proteina, estando o RNA presente na fase aquosa e transferido para um
novo tubo, onde adicionou-se 500 pL de alcool isopropilico gelado para cada 1 mL de
TRIzol™, sendo invertidos 30X para precipitar o RNA, incubados por 10 minutos em
temperatura ambiente e centrifugados por 10 minutos a 4 °C 12000g. Descartou-se 0
sobrenadante e o precipitado foi lavado com alcool etilico 75 % (1mL para cada 1mL de
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TRIzol™, centrifugando 5 minutos a 4 °C em 75009, descartando o sobrenadante. Os tubos
com RNA foram deixados para secar de forma invertida em temperatura ambiente por 5 minutos
e adicionou-se 50 pL de &agua ultrapura para ressuspender, quantificando-os no

espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 (ThermoScientific).

Para producédo de cDNA, utilizamos o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription, da
Applied Biosystems™, utilizando 1 pg de RNA de cada amostra e seguindo instrucdes do
fabricante. Para a técnica de qPCR, foi utilizado o reagente SYBR™ Green Master Mix,
seguindo as indicacgdes do fabricante. As concentracdes de primers utilizadas foram obtidas
apos padronizacdo (Tabela 3) em um volume final de reacdo de 12 ul. As amplificagdes foram
conduzidas no termociclador ViiA™7 Real-Time PCR System (Applied Biosystemsé) com o
seguinte protocolo: 95 °C por 10 minutos, seguidos por 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e

60 °C por 1 minuto (coleta dos dados).

Analisamos o tecido adiposo branco perigonadal para genes Nr1d2, Txnip, Lep, Cfd, Cd36,
Gdf3, Ppmla, Ucpl, Pdk4, PPARy e Fabp4, o hipotdlamo para os genes Npy, Crh, e Ucpl
também no tecido adiposo marrom. Os genes de referéncia utilizados foram Rpl27 e 36b4
(Tabela 3):

Tabela 3. Lista de genes avaliados, com respectivas sequéncias de primers Forward e Reverse, a referéncia utilizada no
PubMed, concentragdo otimizada, percentual de eficiéncia e R2.

Gene Sequéncia primers Referéncia Concentracéao % R?
(FeR) otimizada | eficiéncia
Rpl27 (proteina | CTGGCCTTGCGCTTCAA NM_011289.3 500nM 96,3 0,99
ribossomal L27)- | TCATGCCCACAAGGTACTCTGT
gene de referéncia
36b4 (fosfoproteina | GAGGAATCAGATGAGGATATGGGA NM_007475.5 300nM 99,6 0,99
ribossomal)- gene | AAGCAGGCTGACTTGGTTGC
de referéncia
Txnip (regulado | TATGTACGCCCCTGAGTTCC NM_001009935.2 300nM 104,99 | 0,99
pela fosforilacdo) | GCTCACTGCACGTTGTTGTT
Nrld2 (regulado | ATGTCACGAGATGCTGTTCG NM_011584.4 500nM 104,9 0,99
pela fosforilacdo) | TGGTCTTCATTGCACTTTGC
Lep (Leptina) GAGACCCCTGTGTCGGTTC NM_008493.3 500nM 98,3 0,98
CTGCGTGTGTGAAATGTCATTG
Cfd (Adipsina) AATCTGCGCACGTACCATGA NM_001291915.2 500nM 95,4 0,99
AACCACACCTTCGACTGCAT
Gdf3 AACTTCTGCCACCGTCATCA NM_008108.5 300nM 100 0,99
ATCAGAGCCTGCATGAAAGC
Ppmla TGAAATGGAGGACGCACACA NM_008910.3 600nM 100 0,99
CTCACAGCAGTATTTGGCAACC
Npy TCGTGTGTTTGGGCATTCTG NM_023456.3 500nM 97,9 0,99
(Neuropeptideo Y) | TGAAATCAGTGTCTCAGGGCTG
Ucpl TGTTCATTGGGCAGCCTACA NM_009463 300nM 98,5 0,98
ACAAGCTTTCTGTGGTGGCT
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Crh (hormonio AGATGTACAGGGAGAGAGCCTA
Iibesrador de | TCCTTGGGGCCACATTTTCT NM_205769.3 500nM 96 ) 097
corticotropina)
Pdk4 AGCCTATGTGCAAACCCAGA NM_013743.2 300nM 97,4 0,99
AACATTTCACCCAAGCCTCG
Fabp4 AAAGAAGTGGGAGTGGGCTT NM_024406.3 300nM 99,5 0,99
CACGCCCAGTTTGAAGGAAA
CD36 GCTGTGTTTGGAGGCATTCT NM_001159555.1 600nM 97,3 0,99
TGCCACGTCATCTGGGTTTT
PPARy AGGGCGATCTTGACAGGAAA NM _001127330.2 500nM 99,2 0,99
TCGAAACTGGCACCCTTGAA

3.4.9. Western Blotting

Para verificar o estado de fosforilagao do PPARY, realizamos a técnica de Western Blotting,
separando as proteinas por tamanho através do gel SDS-PAGE, transferindo-as para uma
membrana de nitrocelulose (Amersham™ Protran® Premium Western blotting membranes,
nitrocelulose, pore size 0.45 pum) e identificando-as com anticorpos especificos. As proteinas
foram extraidas do tecido adiposo branco dos animais, utilizando um tampdo composto por
EDTA 0,5 M pH8, Tris 1 M pH7,5, fluoreto de sodio, ortovanadato de sddio, triton X-100 10%,
PMSF (inibidor de serina protease), Cip 25X (coquetel inibidor de proteinas) e &gua,
incubando-as uma hora em gelo ap6s maceragdo do tecido com Polytron® (PT1200 E), sendo
posteriormente centrifugadas e feita a coleta do sobrenadante. A quantificacao das proteinas foi
feita utilizando a metodologia colorimétrica Pierce™ 660 nm Protein Assay Reagent (Thermo
Scientific ™),

Apo6s a corrida em gel SDS 10 %, as amostras foram transferidas para a membrana de
celulose pelo método de transferéncia Umida, por uma hora e bloqueadas com solu¢do de BSA
5% em TBS-T (1,37 M NaCl, 0,027M KCI e 0,25 M Tris com 0,05 % Tween-20 pH7,4) por
uma hora a temperatura ambiente para evitar reaces inespecificas. A incubagdo com o
anticorpo primario, diluido em BSA 2 % com 0,02 % azida de sodio, foi realizada de acordo
com cada anticorpo, seguindo instrucdes do fabricante. Utilizamos 0s seguintes anticorpos
primarios: anti-PPARy (diluicdo 1:1000, Anti-PPARy Antibody (E-8): sc-7273- Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), anti-fosfoserina PPARy (diluicdo 1:400, BS-4888R, Bioss) e anti-
vinculina (diluicdo 1:1000, ab18058- Abcam). As membranas foram incubadas overnight a 4
°C sob agitacéo, sendo lavadas no dia seguinte, por 3 vezes, durante 20 minutos com solugéo
de TBS-T.

Em seguida, as membranas foram incubadas por uma hora e meia sob agitacdo em
temperatura ambiente com o respectivo anticorpo secundario na diluicdo 1:5000: anti-rabbit
IgG para os primarios anti-PPARy e anti-vinculina (A0545, Sigma-Aldrich) e anti-mouse 1gG
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(401253, Calbiochem®). Novamente as membranas foram lavadas trés vezes durante 20
minutos cada em solugdo de TBS-T, sendo reveladas através da reacdo de peroxidase utilizando
o kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent®-GE.

A quantificacdo das bandas foi realizada pelo método de densitometria utilizando o software
Fiji/lmageJ®.

3.4.10. Anélise estatistica

Os resultados serdo expressos como média + erro padrdo da média e analisados por Multiple
Comparison one-way ANOVA com post-test Dunnett ou two-way ANOVA com post-test
Sidak ou teste t ndo paramétrico (Mann-Whitney), sendo P<0.05 tomado como critério de
significancia minimo, sendo *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 e ****P < (0,0001.

4. RESULTADOS

4.1. Estabelecimento da linhagem S273A

4.1.1. Analise do gene PPARY para desenho da estratégia de producao do knockin

Para a proposicdo deste projeto, fizemos uma extensa analise do gene que expressa 0
PPARy. A Ser273 mutada durante este projeto localiza-se ao final do éxon 5 do gene Nrlc3
(PPARY), de acordo com andlises realizadas em banco de dados de genoma (Gene Bank e
Pubmed Gene). Nesta analise verificamos introns e éxons, localizacdo cromossomal, variantes
de splicing alternativo entre outras caracteristicas. Foi também identificada na sequéncia do
cDNA (NCBI CCDS), a posicao e sequéncia correta do codon que recebera a mutacao.

Em seguida, utilizando da ferramenta online MIT CRISPR Design Tool, uma sequéncia
alvo de 20 bases que compde 0 RNA guia foi escolhida através da busca de um fragmento de

123 pb do gene que continha a regido a ser mutada (SgRNA, http://crispr.mit.edu/). Dentre as

22 possiveis sequéncias alvo, foi escolhida uma sequéncia gerada pelo software que
apresentasse alto score, devido a menor quantidade de possiveis off-targets no genoma murino
que pudessem ocasionar pareamento incorreto (sequéncia escolhida Guide #1:
AAGGCGAGGGCGATCTTGACAGG, com qualidade de score 91, que apresentou 48 off-
targets, sendo que apenas 4 ocorreriam dentro de genes).

Ap0s a determinacdo de sequéncia do RNA guia, identificamos a sequéncia NGG necessaria
para a atividade da enzima Cas9, iniciamos as analises de sequéncia para definicdo dos bragcos
de homologia, desenho do oligo doador contendo a mutagdo S273A (TCA > GCA), e inser¢éo
de um sitio da enzima de restricdo Scal (AGTTCT > AGTACT) no intron 5. Esta inser¢éo
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ocorreu, pois a regido de analise do éxon ndo apresentava uma sequéncia capaz de ser
modificada para um sitio enzimatico sem gerar mutacdo na sequéncia de aminoacidos do PPAR.
Além disso, inserimos trés mutagdes silenciosas na sequéncia alvo para evitar a clivagem do

oligo doador pelo sistema CRISPR/Cas9 (Figura 9).

5’ AAGGCGAGGECGATCTTCACAGGAAAGACAACGGACAAATCAGTTAGTTCT 3’
5’ AAAGCCAAGGCGAGGGCAAT L TT2ACAGGAAAGACAACGGACAARGCAGTTAGTACTCTTCTG... 3'
$273A Scal

Oligo
doador

Figura 9. Desenho do sgRNA, oligo doador e mutag@es especificas: em azul, mutacdes silenciosas na sequéncia alvo do oligo
doador para evitar sua clivagem pela Cas9; em laranja, a sequéncia PAM (NGG) reconhecida pela Cas9; em vermelho, a
mutagdo na Ser273 para Alanina e, em verde, mutacéo para inser¢do de sitio da enzima de restricao Scal.

O sgRNA foi clonado em vetor px330 e as coldnias positivas foram utilizadas para extracao
do DNA plasmidial, o qual foi utilizado como molde para transcri¢do in vitro sgRNA PPARy
S273A. O mesmo procedimento foi realizado para transcri¢cdo in vitro do mRNA Cas9.
Obtivemos 619 ng/pL de mRNA Cas9 e 726,4 ng/uL de sgRNA PPARy S273A, os quais foram

utilizados para a microinjecdo descrita na metodologia.
4.1.2. Obtencéo dos Fundadores

Obtivemos diversas ninhadas no decorrer de 2018 e 2019, sendo feita a extracdo do DNA
gendmico a partir da cauda dos animais e ensaios para averiguar a presenga ou auséncia da
mutacdo desejada. Com o ensaio da T7 endonuclease, é possivel saber se hd pareamento
incorreto de bases, o que pode ser um indicio de que algum tipo de mutacéo ocorreu naquele
gene, indicado por mais de uma banda presente no gel, exemplificado pelos machos 1 e 3 do

gel abaixo (Figura 10).
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Figura 10. Gel de agarose 1% do ensaio T7 endonuclease | da primeira ninhada de camundongos apds injecéo. C- indica o
controle negativo da reagdo, no qual a enzima ndo deve clivar, e C+ o controle positivo, o qual deve ser clivado pela T7. Sinais

positivos indicam reagdo com a enzima, e negativos sem a enzima.

Adicionalmente, foi realizado o ensaio com a enzima de restricdo Scal, no qual a presenca
de mais de uma banda no gel indica a inser¢do do sitio da enzima e, possivelmente, inser¢do da
mutacédo desejada. Por fim, para a confirmacédo exata de que obtivemos a mutacéo, as amostras
foram sequenciadas e comparadas a sequéncia selvagem da regido de interesse do PPARY.
Dentre todos os animais oriundos das microinjec@es, conseguimos um macho com a mutacédo
em heterozigose, que € possivel de distinguir devido a sobreposicao de picos no eletroferograma
(Figura 11), no qual podemos observar a sobreposi¢cdo da base timina -T (vermelho) com

guanina -G (preto), correspondente a mutagdo de interesse (S273A).

Ainda no eletroferograma, conseguimos garantir que a recombinacdo homdloga ocorreu de
forma completa devido a presenca das mutacdes silenciosas no sgRNA, em destaque em preto,
as quais estavam presentes no oligo doador desenhado. Diante disso, montamos um casal com
esse macho, denominado Fundador, e fémea selvagem, com o objetivo de obter mais animais

heterozigotos, na geracéo F1, para prosseguir com a geracao da linhagem em homozigose.
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Figura 11. Eletroferograma da sequéncia genotipada, sendo o primeiro de um camundongo C57BI/6J selvagem
(WT) para comparagao da sequéncia e do macho com a mutacdo em heterozigose (4A), nas fitas Forward (F) e
Reverse (R), sendo em destaque de preto o SgRNA e nas setas as mutagdes na Ser273 e sitio da enzima de restri¢do
Scal, respectivamente.

4.1.3. Geracao F1- obtencdo de heterozigotos

Do casal formado, obtivemos 9 camundongos, 6 fémeas e 3 machos, sendo que desses, 4
animais com a mutacdo em heterozigose foram encontrados. As mutac¢fes foram confirmadas
pelo sequenciamento e ensaio de digestdo com a enzima de restri¢do (Figura 12). Através da
eletroforese em gel de agarose dos produtos de digestdo observamos a mutacdo presente no
Fundador (macho 4A) e também na geracdo F1 (fémeas 2 e 3, machos 2 e 3). A partir desses
animais, foram montados dois casais, um com a fémea 2 e macho 2, e outro com a fémea 3 e

macho 3, com objetivo de obter os camundongos com a mutacdo em homozigose.
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Figura 12. (A) Eletroferograma dos camundongos mutados, das fitas Forward e Reverse, das duas fémeas e dos dois machos.
(B) Ensaio da enzima de restri¢cdo Scal, com destaque para o Fundador macho 4A e os camundongos da geracdo F1 com a
mutacdo, sendo as setas em rosa as clivagens pela enzima, nos tamanhos de ~400 e 200 pares de base.

4.1.4. Geracao F2- obtencao de homozigotos

A partir desse ponto, o objetivo foi o0 cruzamento dos camundongos heterozigotos para gerar
os homozigotos (geracdo F2). Além disso, utilizamos os camundongos selvagens obtidos desses

cruzamentos para a montagem de casais do grupo selvagem.

Obtivemos dois casais de heterozigotos (Casal 2 e 3), sendo que a primeira ninhada de cada
um deles foi de 9 e 7 animais, respectivamente. Do casal 2, com 9 camundongos obtivemos 5
fémeas, duas com a mutacdo em homozigose, duas em heterozigose, e uma selvagem; e 4

machos, dois homozigotos e dois heterozigotos.

Na Figura 13A, é possivel ver a diferenca dos eletroferogramas, sendo que no homozigoto
encontramos somente um pico na regido da Ser273, correspondente a G, mudando a Serina por
Alanina (GCA); o heterozigoto com 2 picos sobrepostos (G/T), e o selvagem com um pico
correspondente & T (TCA). Ja na Figura 13B, o ensaio com a enzima de restricdo mostra 3
bandas nos heterozigotos, duas bandas no homozigoto e somente uma banda no selvagem, que

era o esperado.
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Figura 13. (A) Eletroferograma demonstrativo de animais com a mutacdo em homozigose, heterozigose e selvagem, com as
setas pretas indicando a regido da Ser273 e o sitio da enzima de restri¢do, respectivamente. (B) Ensaio com a enzima de restrigdo
Scal mostrando 3 bandas no camundongo heterozigoto, duas bandas no homozigoto e uma banda no selvagem, com as setas
vermelhas indicando as bandas de 400 e 200 pb resultantes da clivagem.

4.1.5. Expanséo da linhagem S273A

Para expanséo da linhagem, montamos 5 casais homozigotos, denominados PPARy1.1, 1.2,
1.3, 1.4 e 1.5, dos quais as caudas foram coletadas com 3 semanas de idade para confirmar a
presenca da mutagdo na Ser273. A Figura 14 demonstra a arvore genealdgica do fundador 4A,
mostrando os heterozigotos na geracdo F1 e somente os homozigotos na geracdo F2, casais a

partir dos quais obteremos os animais a serem utilizados no projeto.

FO JFundador 4A| X ‘ OWT ‘

PPARy1.1 PPARy1.2 PPARy1.3 PPARy1.4 PPARy1.5

G2l er| [as|Hes| [a1x o] [oa]x | [Eel<Ior]

F2

Figura 14. Arvore genealdgica do fundador 4A, mostrando os heterozigotos na geracdo F1 e somente 0s homozigotos na
geracdo F2.
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4.1.6. Anélise off-targets

Em ambos os genes, para todos os animais, ndo observamos mutagdes nas regides
sequenciadas, principalmente préximo as regides demarcadas, onde ocorreria 0 pareamento

incorreto do RNA-guia e possiveis alteracGes nas sequéncias (Figura 15 e Figura 16).

1 10 20 30 a0 50 1) 70 80 0 100 110 120 130

1 |

Sash3 AGGCACACAGCCCCARGTCCARTCTTTGTTGCTCTGGCC-TCTTCTTCATGTCCATCAGCACTGGARGCTGACARAGTATGTCAC-TARGTGCCCCTTTCTGTARCCTAGGARRRCCAGGTCTGCCARCC
SAB3F TGCCATGASAGTCCTCGTC-TGACCATCHGCACKGGARGC TGACARASTATGTCACATARGTECCCCTTTCTGTARCCTAGGARARCCAGGTCTGCCARCC
CONSENSUS  44esvsssssssssssnssssssessssslllcalBaca. TCeTCETC, TGAaCCATCAGCACKGGARGC TGACAaAZTATGTCAC, TRARGTGCCCCTTTCTGTAACCTAGGARARCCAGGETCTGCCAACT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 I

Sash3 CAGTTTACARARGAGGARACTARGGTTCGGARTGTGGTCACTGAGCCTGTCACARARCTGTGARCTGCACCARGCTCATACCCAGTTCCACTGCACTGGGGGCTTGGCCTATGTTACCCCAGCARGGCTT
SA53F  CAGTTTACARARGAGGARACTARGGT TCGGARTGTGGTCACTGAGCCTGTCACARARCTGTGARCTGCACCARGCTCATACCCAGTTCCACTGCACTGGGGGCTTGGCCTATGTTACCCCAGCARGGCTT
Consensus CAGTTTACARAAGAGGARACTAAGGTTCGGARTGTGGTCACTGAGCCTGTCACARARCTGTGARCTGCACCAAGCTCATACCCAGTTCCACTGCACTGEGGGCTTGGCCTATGTTACCCCAGCARGGLTT

261 270 280 290 300 310 320 3230 340 350 360 370 380 390
1 1
Sash3 CTCﬂGﬂDCETl:I:l:HCHCTI:TTTl:TﬂCHEGEHEﬂl:ﬂl:ECTGEﬂﬂﬁﬂEGEDTl:ﬂECTTCTCEHﬂI:ﬂTCTCl:ﬂﬁRCTGCRGECTGEHCRGECECEGGECIﬁﬂﬁﬂﬂGﬂTEECECTGEDCTTIHCTGHGEHGEHE

SAS3F CTCAGACCCTCCCACACTCTTTCTACAGGGAGACACGCTGGARGAGGGCTCAGCTTCTCCARCATCTCCAGACTGCAGCCTGGACAGCCCCGGGCC §GAGAAGATGGCCCTGGCCTTRACTGAGCAGGAG
Consensus CTCAGACCCTCCCACACTCTTTCTACAGGGAGACACGCTGGARGAGGGCTCAGCTTCTCCARCATCTCCAGACTGCAGCCTGEACAGCCCCGGGCCJGAGAAGATGGCCCTGECCTTRACTGAGCAGGAG

391 400 410 420 430 440 450 a6 470 480 490 500 510 520

1 |

Sash3 GAGCGTGAGCCGCCATCTCTCAGCCGCCAGACATCARCAGGTGAGTAGGGGARGTGAGTEGACACCTGCCARATCTGGAGCATGTCACTGCCARAACCAGAC TGGGGCAGTGCCAGGGGCTTTTCTGGGA
SA53F GAGCGTGAGCCGCCATCTCTCAGCCGCCAGACATCARCAGETGAGTAGGEGARGTGAGTGEGACACCTGCCARATCTGGAGCATGTCACTGCCARAACCAGACTEGGGCAGTGCCAGGEGCTTTTCTRGGA
Consensus GAGCGTGAGCCGCCATCTCTCAGCCGCCAGACATCAACAGG TGAGTAGGEGARGTGAGTGGACACCTGCCARATCTGGAGCATGTCACTGCCARAACCAGAC TGGEGCAGTGCCAGGGGCTTTTCTGGGA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 |

Sash3 AAGGGTTGAARGAGAATCGTGGATTTGTCTTCTGCTTACTGGARCCGTCTCARCCCACTTCACATTARATCCTCATCACARCGTGATAGEACTAGTACTGTTATCCCCACTTTGT TGATGTGGARAACTG
SAD3F AAGGGTTGAARGAGAATCGTGGATTTGTCTTCTGCTTACTGGARCCGTCTCARCCCACTTCACATTARATCCTCATCACARCGTGATAGGACTAGTACTGTTATCCCCACTTTGTTGATGTGGARAACTG
Consensus AAGGGTTGAARGAGARTCGTGGATTTGTCTTCTGCTTACTGGAACCGTCTCARCCCACTTCACATTARATCCTCATCACARCETGATAGGACTAGTACTGTTATCCCCACTTTGTTGATGTGGARARCTG

651 1] 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 71 780

1 1

Sash3 AGGCTCARGGAAGTTAAGTGACTTTGCCARGTGACCCACTATTGAACTCGGATCTGCCTCACAGGAGCTTCCTCTTGTTATCTCAGGCCCTGAGAGECCCACGAGCAGAGGARGCACCTCATTGTCCCLT
SAS3F AGGCTCARGGAAGTTAAGTGACTTTGCCARGTGACCCACTATTGAACTCGGATCTGCCTCACAGGAGCTTCCTCTTGTTATCTCAGGCCCTGAGAGECCCACGAGCAGAGGARGCACCTCATTGTCCCLT
Consensus AGGCTCARGGARGTTAAGTGACTTTGCCARGTGACCCACTATTGARCTCGGATCTGCCTCACAGGAGCTTCCTCTTGTTATCTCAGGCCCTRAGAGRCCCACGAGCAGAGGARGCACCTCATTGTCCCCT

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

1 |

Sash3 TAARCCAGCCTGTCCTCAGTTGTCCARGGGARCETATGTGCTACGGCCTCCAGAGTETCTGAACCATCCCACCTCGARGTCCAGAGACARGAGTTTTCAGTTCTTARGAGECATGECTCCTGEGCCCAAGA
SA53F TAARCCAGCCTGTCCTCAGTTGTCCARGGGARCGTATGTGCTACGGCCTCCAGAGTGTCTGAACCATCCCACCTCGARGTCCAGAGACARGAGT TTTCAGT TCTTARGAGGECATGCTCCTGGGCCCAAGA
Consensus TAARCCAGCCTGTCCTCAGTTGTCCARGGGAACGTATGTGCTACGECCTCCAGAGTGTCTGARCCATCCCACCTCGARGTCCAGAGACARGAGT TTTCAGTTCTTAAGAGGCATGCTCCTGGGCCCAAGA

911 920 930 940 950 960 970 979
1

1
Sash3 GCTTATGGCGCCACTGAACATCTAGAAGT TCAGGEGGCTAGCCTGAGGTGCCTTGCCTGA
SAD3F GCTTATGGCGCCACTGARCATCTAGARGTTCAGGG-CTAGCCTGTCYSKYYSKKKCKKSTRYRYAKRAR
Consensus GCTTATGGCGCCACTGAACATCTAGAAGTTCAGGG, CTAGCCTGacgsgecskgclkga, cuvrnenen

Figura 15. Sequenciamento demonstrativo para o gene Sash3, em destaque para a regido de pareamento com o RNA-guia, para
analise de possiveis mutagoes.

1 10 20 30 40 50 1) 70 80 0 100 110 120 130

1 1

GH14921 CCTTGGCCGGAGGCTARGCAGTTGGTAGTGARGGATGCATTGCTGACAATCTTGAGTGAGTTGTCATATTTCTATCACCARCATEGGOGCATCAGCAGAAGCGGGGGAGATGATGACCCTTTCGTTCCCA
GH1F ACTGGATTCGCTGCTTGCGTGACA-TCTTGAGTGAGTTGTCATATTTCTATCACCARCATGGGGGCATCAGCAGARGCGGGEGAGATGATGACCCTTTCGTTCCCA
CONSENSUS  4.usvssssnssssssesssesssacabigaaachaTGCaTgecTGACA, TCTTGAGTGAGTTGTCATATTTCTATCACCARCATGGGGGCATCAGCAGARGT GEGEGAGATGATGACCCTTTCGTTCCCA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1- |
E6H14921 CCQRTTCAAGAGGGCCCTEGCCTTRTCCATGGTGGTGEAAGACTCCAGTAGACTCCATGARATACTCAGCACCAGCATCACCCGACTTGATGTTAGCTGGATCTTGCTCCAGGARGATGETGATGGECTCCC

GHIF CCHTTCARGAGGGCCCTGGCCTTRTCCATGGTGETGARGACTCCAGTAGACTCCATGARATACTCAGCACCAGCATCACCCGACTTGATGT TAGCTGGATCTTGCTCCAGGARGATGGTGATGGGCTCCT
Consensus  CCRTTCARGAGGECCCTGGCCTTRTCCATGGTGETGARGACTCCAGTAGACTCCATGARATACTCAGCACCAGCATCACCCGACTTGATGTTAGCTGGATCTTGCTCCAGGARGATGETGATGGGCTCCE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 |
GH14921 CATTGATGACAAGCGTCCCATTTTCAGCCTTGACTGTGCAGCTGARTTTGCCATEGGTGGAATCATACTGGAACATGTAGACCATGTAGTCGAGGTCARTGAAGGGEGTCATTGATGGCARCAATTTCTGA
GH1F CATTGATGACARGCGTCCCATTTTCAGCCTTGACTGTGCAGCTGARTTTECCATGGETGGARTCATACTGGAACATGTAGACCATGTAGTCGAGGTCARTGAAGGEGTCATTGATGGCARCARTTTCTGA
Consensus CATTGATGACARGCGTCCCATTTTCAGCCTTGACTGTGCAGCTGARTTTECCATGGGTGGARTCATACTGGAACATGTAGACCATGTAGTCGAGGTCARTGAAGGEGTCATTGATGGCARCARTTTCTGA
391 400 409
1 I
GH14921 GGAGC-AGAAAGCCTC
GH1F

GRAGAGARAARGCCTCARA
Consensus GrAGa,AaAARGCCTC. . .

Figura 16. Sequenciamento demonstrativo para o0 gene Gm14921, em destaque para a regido de pareamento com o RNA-guia,
para analise de possiveis mutagoes.

4.1.7. Caracterizacdo do modelo knockin

4.1.7-1. Caracterizacao fenotipica

Os animais foram observados desde o nascimento, apresentando um desenvolvimento

aparente normal, quando comparado aos animais wild-type (WT), além de comportamento
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aparente normal também. No desmame, observamos que o0s animais da linhagem knockin tem
maior peso corporal e séo hiperglicémicos, com hipoinsulinemia, quando comparado aos
animais WT (Figura 17).
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Figura 17. Caracterizagdo animais WT e KI (oriundos da metodologia CRISPR/Cas9) no desmame, com 3 semanas de idade,
com (A) peso corporal, (B) glicemia e (C) insulina plasmatica; n > 15 por grupo. Andlise estatistica por teste t ndo paramétrico
(Mann-Whitney), com *p < 0,05 e **p< 0,01.

Como demonstrado na analise expressao génica, os animais C57BI/6J sao similares aos WT
provenientes do CRISPR/Cas9, motivo pelo qual a linhagem C57 foi utilizada como controle
NOS NOssos experimentos. Esses animais foram entdo alimentados durante 16 semanas, a partir
da 62 semana de idade, com dieta hiperlipidica 60 % e tratados durante duas semanas com a
gelatina veiculo, como descrito na metodologia. No periodo de 16 semanas de dieta
hiperlipidica, observamos que os animais Kl ganham menos peso do que os C57BI/6J,
consumindo a mesma quantidade de dieta (Figura 18A-C), porém ap0s as 2 semanas de
tratamento com gelatina veiculo, ndo observamos alteragdes no ganho de peso e no consumo

de dieta, que se mantiveram semelhantes ao grupo controle (Figura 18D e E).
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Figura 18. (A) Peso corporal absoluto dos animais a partir no desmame, a partir da 62 semana de idade e semanalmente apds
16 semanas de dieta hiperlipidica. (B) Percentual de ganho de peso e (C) consumo durante as 16 semanas de dieta hiperlipidica
nos animais C57BI/6J e KI. (D) Percentual de ganho de peso e (B) consumo de dieta por dia por camundongo durante as duas
semanas de tratamento nos grupos C57BI/6J e K1 alimentados com dieta hiperlipidica por 16 semanas; n>5 por grupo. Anélise
estatistica por teste t ndo paramétrico (Mann-Whitney).

Com relacgdo a sensibilidade a insulina, apesar de ndo observarmos diferenca no grafico do
ITT, houve um aumento na taxa de decaimento da glicose (KITT), assim como uma reducao
dos niveis plasmaticos de insulina e aumento nos niveis de adiponectina na linhagem KiI,
indicativos de melhora da sensibilidade a insulina nesses animais, como esperado devido a

auséncia da fosforilacdo na Ser273 (Figura 19).
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Figura 19. (A) Teste de resisténcia a insulina nos grupos C57BI/6J e Kl alimentados com dieta hiperlipidica por 16 semanas e
tratados com gelatina veiculo por mais duas semanas, com respectiva area abaixo da curva dos graficos de % ITT. (B) Taxa de
decaimento da glicose (KITT). (C) Glicemia, (D) niveis plasméticos de insulina e (E) adiponectina no estado alimentado; n >
5 por grupo. Analise estatistica por teste t ndo paramétrico (Mann-Whitney), com *p < 0,05 e **p<0,01.

Na linhagem KI, observamos um aumento no peso do tecido adiposo branco, assim como
uma reducdo no figado e no tecido adiposo marrom, com relagdo ao controle. Ndo houve

alteracdo no peso do rim, coracdo e musculo gastrocnémico (Figura 20).

¥ ® (57 veiculo

3
S 2.0
0 1.51 e
-81-8 Lol 'y e - v Kl veiculo
o ‘5 ' L '%
3 £ 0.5
IS +
gg 02 T ‘$
SE 9. 8
S © 0.1 ’v ’¥
@ © v
&
E 0.0 T T T T T T

A o o A o

S 72 & X
&2 < <& Q & o
& &L ‘09,((\\(’
&
o
é\‘
&

Figura 20. Peso do figado, tecido adiposo branco (WAT), rim, coragdo, musculo gastrocnémico e tecido adiposo marrom
(BAT) em relagdo ao comprimento da tibia de cada animal C57BI/6J ou Kl ap6s 16 semanas de dieta hiperlipidica e mais duas
semanas de tratamento com gelatina veiculo; n > 5 por grupo. Andlise estatistica por teste t ndo paramétrico (Mann-Whitney),
com *p < 0,05; ***p < 0,001.
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Analisamos o figado com maiores detalhes em virtude da reducdo observada no peso desse
0rgdo, e, apesar de observarmos um aumento na esteatose nos animais Kl, h4 uma reducéo dos
triglicérides hepaticos nesse mesmo grupo (Figura 21), indicando alteracdes nas vias lipidicas

desse 6rgao
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Figura 21. (A) Histologia hepética e (B) respectivo grafico de percentual de acimulo de lipideos (esteatose), (C) niveis
hepaticos de triglicérides dos animais C57BI/6J e KI alimentados com dieta hiperlipidica por 16 semanas e mais duas semanas
de tratamento com gelatina veiculo; n > 5 por grupo. Analise estatistica por teste t ndo paramétrico (Mann-Whitney), com *p
< 0,05 e ***p < 0,001.

4.1.7-2. Andlise de expressdo génica

Um primeiro dado interessante que obtivemos foi com relacdo a expressdo génica do
PPARY, a qual se mostrou quase inexistente na linhagem knockin, tanto com dieta normal,
guanto HFD, em ambos os tecidos analisados (WAT e figado). Além disso, nos animais
C57BI/6J, a dieta hiperlipidica promoveu uma reducdo significativa na expressdo desse receptor
nuclear (Figura 22), sugerindo que o cenario de obesidade in vivo promove alteracdes na via do
PPARY.
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Figura 22. Expressido génica de PPARy em tecido adiposo branco (WAT) e figado comparando animais C57B1/6J ¢ linhagem
knockin alimentados com dieta normal ou hiperlipidica (HFD) por 16 semanas. Andlise estatistica Multiple Comparisons One-
way ANOVA, com *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001; n > 5 por grupo.

Além disso, verificamos a similaridade dos animais C57BI/6J com os animais selvagens
(WT) obtidos via CRISPR, uma vez que os experimentos com dieta hiperlipidica, descritos a

seguir foram realizados em camundongos C57 como controle.

Observamos, no tecido adiposo branco, que nossos alvos principais de expressdo génica,
tanto genes regulados pela fosforilacdo (Nrld2, Txnip e Gdf3), quanto genes regulados pela
ativacdo de PPARy (Adipsin, Ucpl e Fabp4), ndo foram alterados em termos de expressdo na
comparagao entre os camundongos C57 e WT, ambos alimentados com dieta padréo (normal)
(Figura 23).
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Figura 23. Expressdo relativa normalizada de diferentes genes no tecido adiposo branco (WAT) de animais C57BI/6J e WT
provenientes de CRISPR/Cas9, alimentados com dieta normal por 16 semanas; n > 5 por grupo. Analise estatistica por teste t
ndo paramétrico (Mann-Whitney).

Além disso, comparamos a expressdo dos genes regulados pela fosforilagdo nos animais
C57 e KI alimentados com dieta hiperlipidica (Figura 24), observando um aumento na
expressao de Gdf3 em contraste a uma reducdo de Nrld2 e Ppmla. Esses resultados sugerem,
como esperado, uma alteracdo no padréo de fosforilacdo nos animais knockin alimentados com
dieta hiperlipidica, uma vez que nesses animais ha um bloqueio da ocorréncia da fosforilagéo,

que seria induzida pela dieta.

2.0
Em C57 veiculo

1.5 B Kl veiculo

*kkk

*kkk

Expresséo relativa
normalizada

Nrld2 TXnip Gdf3 Ppmla

Figura 24. Expressdo de diferentes genes regulados pela fosforilagdo no tecido adiposo branco comparando animais C57BI/6J
e Kl alimentados com dieta hiperlipidica por 16 semanas e mais duas semanas de tratamento com gelatina veiculo. Analise
estatistica por teste t ndo paramétrico (Mann-Whitney), com *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001; n > 5 por
grupo.

Com relag@o aos genes relacionados a via do PPARy e metabolismo de lipideos avaliados
no tecido adiposo branco e marrom, observamos que a linhagem KI possui menor expressao de

Pdk4, Fabp4 e Cd36, em contraste com um aumento na expressdo de Ucpl em ambos o0s
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tecidos, indicando que o bloqueio da fosforilagdo afeta vias desse receptor nuclear, como vias
relacionadas a termogénese e metabolismo de lipideos (Figura 25).

>
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normalizada
Expressio relativa
normalizada
L]
1

Lep Cfd Pdk4  Fabp4 Cd36 Ucp? (WAT)
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Figura 25. Expresséo génica nos animais C57BI/6J e Kl ap6s 16 semanas de dieta hiperlipidica e mais duas semanas de
tratamento com gelatina veiculo. (A) Expressao relativa normalizada de genes-alvo do PPARy: Lep (leptina), Cfd (adipsina),
Pdk4 (quinase piruvato desidrogenase 4) e Fabp4 (proteina ligadora de 4cidos graxos). (B) Expressdo relativa normalizada de
Ucpl (proteina desacopladora) no tecido adiposo branco (WAT) e marrom (BAT); n>5 por grupo. Anélise estatistica por teste
t ndo paramétrico (Mann Whitney), com *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001.

4.1.7-3. Analise de expressdo proteica

Na avaliacdo da expressdo de proteinas por western blotting, observamos um aumento na
fosforilacdo da Ser273 nos animais alimentados com dieta hiperlipidica quando comparados a
dieta normal, resultado ja esperado de acordo com a literatura [22]. Além disso, uma taxa dessa
fosforilacdo semelhante entre os animais C57 e knockin em dieta normal foi observada, dado
que a fosforilacdo € causada em condi¢cdo de obesidade. Houve também uma reducdo dessa
fosforilagcdo nos animais KI HFD quando comparado aos C57 HFD (Figura 26B), indicando a

ndo ocorréncia da fosforilacdo na linhagem knockin.

Com relacdo a expressdao PPARy, observamos uma reducéo significativa nos animais C57
HFD e KI dieta normal quando comparado aos grupos C57 dieta normal e KI HFD (Figura
26C), sugerindo que a dieta hiperlipidica, assim como a linhagem knockin em condicdes
normais, interferem de alguma forma na expressdo proteica desse receptor. Além disso, a
expressao proteica de PPARy ndo ¢ condizente com a expressio génica desse receptor,

indicando a ocorréncia de modificacdes epigenéticas ou pos-traducionais a serem elucidadas.
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Figura 26. Western Blotting do tecido adiposo branco (WAT) de animais C57BI/6J e Kl alimentados com dieta normal ou
hiperlipidica por 16 semanas. (A) Figura representativa da expressao proteica de PPARy e Ser273 fosforilada, com duplicatas
por grupo, utilizando a Vinculina como controle interno. Densitometria das bandas de Ser273 fosforilada normalizada pela
vinculina comparando os grupos (B) C57BI/6J alimentados com dieta normal e HFD, Kl alimentados com dieta normal e HFD.
(C) Densitometria das bandas de PPARy normalizada pela vinculina comparando os 4 grupos; n > 3 por grupo. Analise
estatistica por Multiple Comparison One-way ANOVA, com *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001.

Nessas analises, a normalizacao foi realizada somente pela expresséo de vinculina, pois com
a diferenca observada na expressdo do PPARYy, o resultado com a normalizagdo pelo receptor
seria divergente ao esperado para esses animais, principalmente no grupo Kl alimentado com

dieta normal, que possui baixa fosforilagdo e baixa expressao de PPARYy (Figura 27).
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Figura 27. Densitometria normalizada das bandas de Ser273 por vinculina e PPARY, nos grupos (A) C57 dieta normal e HFD,
(B) C57 e Kl dieta normal e (C) C57 e KI HFD; n > 3 por grupo. Analise estatistica por teste t ndo paramétrico (Mann-Whitney),
com *p < 0,05.
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4.2. Efeitos de diferentes doses do ligante AM-879 em camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica

4.2.1- Analises fisiologicas

Durante o tratamento, os animais foram pesados diariamente e a dieta a cada dois dias. Ao
final do tratamento, observamos que somente a Rosiglitazona promoveu ganho de peso quando
comparado ao veiculo, efeito ja esperado desse ligante (Figura 28A). Com relagdo ao consumo
de dieta, o tratamento com AM-879 na maior dose, de 100 mg/kg/dia, promoveu uma redugéo
significativa no consumo alimentar, sugerindo uma possivel atuacdo na via do CRH e leptina
(Figura 28B).
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e s e 5 ¢ . m AM-879 40mgikg/dia
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Figura 28. (A) Percentual de ganho de peso e (B) consumo de dieta por dia por camundongo durante as duas semanas de
tratamento nos diferentes grupos alimentados com dieta hiperlipidica e respectivos tratamentos por duas semanas; n > 5 por
grupo. Analise estatistica Multiple Comparison One-way ANOVA, com *p < 0,05.

Com relacdo ao peso dos 6rgaos no dia da eutandsia, padronizados pelo comprimento da
tibia, observamos uma reducdo no peso do figado com ambas as doses do ligante AM-879
(Figura 29A), o qual se assemelha ao observado na linhagem KI. Além disso, a Rosiglitazona
aumentou o peso do tecido adiposo marrom (BAT), enquanto que nos demais grupos houve
reducdo desse 6rgdo, assim como nos animais knockin. Nao observamos diferencas com relacéo
ao peso do coracdo, rim e musculo gastrocnémico (Figura 29B e C). Esses resultados sugerem
gue pode existir uma atuacdo no AM-879 na termogénese devido a alteracdo no BAT, assim
como em vias hepéticas de sensibilidade & insulina e esteatose por conta da redugédo no peso do
figado. Porém, este tratamento n&o interfere em vias de toxicidade renal, alteragdes cardiacas e

musculares.
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Figura 29. Peso do (A) figado e tecido adiposo branco (WAT), (B) rim e coragdo e (C) musculo gastrocnémico e tecido adiposo
marrom (BAT) em relagdo ao comprimento da tibia de cada animal apds 16 semanas de dieta hiperlipidica e respectivo
tratamento por duas semanas; n > 5 por grupo. Anélise estatistica por Multiple Comparison One-way ANOVA, com *p < 0,05;
**

p <0,01.

4.2.2- Sensibilidade a insulina e hormonios séricos

No teste de resisténcia a insulina (ITT), observamos que o tratamento com o ligante AM-
879 na dose de 40 mg/kg/dia se assemelha aos camundongos knockin, apresentados
anteriormente, com uma tendéncia de melhora na sensibilidade & insulina e curva intermediria
a Rosiglitazona e ao veiculo, sem alteracdo na area abaixo da curva (AUC). Ainda, como ja
esperado, a Rosiglitazona promove uma melhora da sensibilidade, com uma reducéo na curva
do ITT e da respectiva AUC, assim como 0 AM-879 na dose de 100 mg/kg/dia (Figura 30A),

indicando também sensibilizacdo a insulina.

Com relacdo a taxa de decaimento da glicose (KITT), observamos aumento nos grupos
tratados com Rosiglitazona e AM-879 100 mg/kg/dia, evidenciando a melhora na sensibilidade
a insulina. Houve também uma tendéncia de melhora na sensibilidade no grupo tratado com
AM-879 na dose de 40 mg/kg/dia (com aumento de 53,4 % no KITT), porém sem ser

significativo devido a variagdo nos animais dentro do grupo (Figura 30B).
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Figura 30. (A) Teste de sensibilidade a insulina nos grupos alimentados com dieta hiperlipidica por 16 semanas e respectivos
tratamentos por 2 semanas, com respectiva area abaixo da curva dos graficos de %ITT. (B) Taxa de decaimento da glicose
(KITT); n>5 por grupo. Analise estatistica por Multiple Comparison One-way ANOVA e two-way ANOVA no caso do %ITT,

com *p < 0,05 e ***p < 0,001.

N&o observamos diferencas na glicemia no estado alimentado com nenhum dos tratamentos
(Figura 31A), enquanto que na insulina circulante, observamos uma redugdo significativa em
todos os grupos quando comparamos ao veiculo (Figura 31B), sugerindo mais uma evidéncia

de sensibilizacdo a insulina.
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Figura 31. (A) Glicemia e (B) niveis plasmaticos de insulina no estado alimentado dos animais submetidos a dieta hiperlipidica
por 16 semanas e com seus respectivos tratamentos por mais duas semanas; n > 5 por grupo. Analise estatistica por Multiple
Comparison One-way ANOVA, com *p < 0,05.

Observamos um aumento nos niveis plasmaticos de adiponectina nos grupos tratados com
Rosiglitazona e com a maior dose de AM-879 (Figura 32), corroborando com a melhora da

sensibilidade a insulina nos animais desses grupos, assim como na linhagem KI.
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Figura 32. Niveis plasméticos de adiponectina dos animais alimentados com dieta hiperlipidica por 16 semanas e respectivos
tratamentos por mais duas semanas; n > 3 por grupo. Andlise estatistica por Multiple Comparison One-way ANOVA, com *p
<0,05e**p<0,01.

4.2.3- Analises morfométricas a partir de histoquimica e triglicérides hepatico

Através da histologia, observamos um aumento significativo na esteatose hepatica no grupo
tratado com Rosiglitazona quando comparado ao veiculo, enquanto as doses do AM-879 nao

apresentaram alteracdo com relagdo ao veiculo nesta analise (Figura 33A e B).

Analisamos também os niveis de triglicérides hepatico, observando uma redugdo com a
maior dose do ligante AM-879 (Figura 33C), assim como foi observado nos animais Ki,
sugerindo possiveis alteracGes em vias hepéticas a serem investigadas, além de evidenciar que

0 AM-879 protege o figado do aumento da esteatose.
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Figura 33. (A) Histologia hepética e (B) respectivo grafico de percentual de acimulo de lipideos (esteatose), (C) niveis
hepaticos de triglicérides dos animais alimentados com dieta hiperlipidica por 16 semanas e seus respectivos tratamentos por
(r)nglls duas semanas; n > 4 por grupo. Analise estatistica por Multiple comparison One-way ANOVA, com *p < 0,05 e **p <

Ainda na analise histoldgica, avaliamos o tecido adiposo branco (WAT- Figura 34), no qual
foi feito um estudo mais aprofundado com relacdo aos efeitos dos tratamentos no tamanho e
quantidade de adipdcitos (hipertrofia e hiperplasia, respectivamente), analisando os 5 grupos
simultaneamente (incluindo os knockin). A Tabela 4 mostra os dados referentes & area e
perimetro de cada um dos grupos, sendo possivel identificar um aumento na area e perimetro
das células nos animais knockin, e reducéo no tratamento com Rosiglitazona. Ambas as doses
do AM-879 apresentaram aumento nestes parametros, porém menos discrepante. Os dados
também mostram os quartis e intervalos de quartis, utilizados para determinar e excluir o0s
outliers, além do n em cada tratamento, que ndo foi considerado, uma vez que 0s cortes

histoldgicos diferiram em tamanho para a anélise.
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Figura 34. Andlise histoldgica do tecido adiposo branco (WAT) dos animais alimentados com dieta hiperlipidica por 16
semanas e seus respectivos tratamentos por mais duas semanas. Os tecidos foram incluidos em parafina e os cortes realizados
na espessura de 5 um.

Tabela 4. Dados com relagdo a area e perimetro dos adipdcitos em cada grupo apos 16 semanas de dieta hiperlipidica e seus
respectivos tratamentos por mais 2 semanas, com o n (nimero de células-adipdcitos), média, primeiro e terceiro quartis e
interquartil, sendo esse ultimo utilizado como referéncia para remocéo dos outliers (2*IQR).

Variavel Grupo n Média Q1 Q3 IQR BF10
(vs.
vehicle)
Area (um? Veiculo 85495 | 3603,6 | 9659 | 5460,9 | 4495 -
Rosiglitazona 4 45535 | 3100,2 | 792,5 4717 | 39245 | 404.53
mg/kg/dia
AM-879 40 mg/kg/dia | 66492 | 3805,9 996 5798,7 | 4802,7 | 68.07
AM-879 100 18981 | 3833,6 | 1218,9 | 5659,6 | 4440,7 | 36.93
mg/kg/dia
Knockin 20997 | 4201,3 | 1823,1 | 5921,3 | 4098,3 | 301.89
Perimetro Veiculo 85495 | 278,9 168,6 367,9 199,4 -
(um) Rosiglitazona 4 45535 | 254,1 150,1 | 337,6 187,5 | 517.05
mg/kg/dia
AM-879 40 mg/kg/dia | 66492 | 283,6 169,2 | 378,3 209,1 17
AM-879 100 18981 | 278,8 181,5 | 358,2 176,7 -4.7
mg/kg/dia
Knockin 20997 | 339,1 | 2251 | 433,6 208,5 0

Esses resultados se confirmaram nos graficos violino abaixo, nos quais a estatistica foi

definida pelos valores de logBF10, sendo que quanto maior esse valor, maior e mais forte € a

diferenga entre 0os grupos comparados. Foi possivel identificar maiores area e perimetro no

grupo knockin (em vermelho), com logBF10>300 em ambos, sugerindo forte diferenca entre os

grupos comparados (veiculo vs. Knockin). Com relacdo ao AM-879 (em azul e roxo),

observamos também esse aumento, porém com logBF10<<70, indicando diferenca entre os



' C
Jeveem (@ o g @B

) - ] 61
em Energia e Materiais Laboratério Nacional J s "‘\’
LINBID deBiocincias instituto'de Blologls ®

UNICAMP

grupos analisados, porém essa diferenca é menor e menos significativa. Ja4 com a Rosiglitazona
(em verde), houve uma reducdo na &rea e perimetro dos adipécitos, com logBF10>400,
indicando também forte diferenca entre os grupos (Figura 35 e Figura 36).

In favor of alternative: loge(BF4o) = Inf, rézai'chy =0.71
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Figura 35. Area, em um2, dos adipécitos, identificando a média e o n amostral de cada um dos grupos apés 16 semanas de
dieta hiperlipidica e seus respectivos tratamentos por mais 2 semanas.
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In favor of alternative: loge(BFip) = Inf, réﬁ'chy =0.71
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Figura 36. Perimetro, em um, dos adipdcitos, identificando a média e o n amostral de cada um dos grupos apés 16 semanas de
dieta hiperlipidica e seus respectivos tratamentos por mais 2 semanas.

Além disso, avaliamos a densidade de células por area e por perimetro de adipdcito,
identificando uma maior densidade de adipdcitos menores (<2500 pm? e <250 pum) no grupo
tratado com Rosiglitazona, enquanto que nos animais knockin a maior densidade foi de
adipdcitos maiores (entre 2500 e 5000 um? 400 e 600 pm) (Figura 37 e Figura 38). Esses
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resultados corroboram com aqueles descritos anteriormente de aparente hipertrofia de
adipocitos na linhagem knockin.
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Figura 37. Andlise da densidade de células em cada area de adipdcito dos animais apds 16 semanas de dieta hiperlipidica e
seus respectivos tratamentos por mais 2 semanas.
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Figura 38. Analise da densidade de células em cada perimetro de adipdcito dos animais apds 16 semanas de dieta hiperlipidica
e seus respectivos tratamentos por mais 2 semanas.

4.2.4- Analise de expressao génica

No WAT foi avaliada a expressdo de diversos genes, dentre eles alguns ja descritos como
regulados diretamente pela fosforilagdo. Observamos que a dose de 100 mg/kg/dia do AM-879
promove uma reducao na expressao de Nrld2 e de Txnip, genes ja descritos como regulados
pela fosforilacdo. Além disso, observamos que 0 AM-879 na dose de 40 mg/kg/dia ndo afeta a
expressao de Gdf3, que foi descrito como um possivel alvo na sensibilizacdo a insulina através
da modulacdo da Ser273 [39]. O tratamento com Rosiglitazona reduziu significativamente a
expressdo de Gdf3, com relagdo ao veiculo, enquanto no grupo tratado com 100 mg de AM-

879, hd um aumento na expressdo desse gene (Figura 39).

Ainda, avaliamos a expressao da fosfatase Ppmla, a qual também foi descrita como um
alvo na DT2 devido a sua agéo de desfosforilar a Ser273 do PPARy [64]. Observamos que a
Rosiglitazona, assim como 0 AM-879 na maior dose tem uma reducédo na expressao desse gene

guando comparado ao veiculo, assim como foi observado na linhagem Kl (Figura 39).
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Figura 39. Expressdo relativa normalizada dos animais alimentados por 16 semanas com dieta hiperlipidica e seus respectivos
tratamentos por mais duas semanas, de genes regulados pela fosforilacdo da Ser273 (Nrld2, Txnip e Gdf3) e da fosfatase
Ppm1la responsavel por defosforilar esse residuo; n > 5 por grupo. Andlise estatistica por Multiple Comparison One-way
ANOVA, com *p < 0,05; **p < 0,01 e ****p < 0,0001.

Com relacéo aos genes envolvidos na via do PPARy e metabolismo de lipideos, observamos
que as diferentes doses do ligante AM-879 promovem diferentes efeitos na expresséo da leptina
(Lep), sendo que a dose menor de 40 mg/kg/dia leva a um aumento na expressédo, enquanto que
a dose maior reduz sua expressdo, indicando efeitos no balango energético, o qual ndo foi
mensurado no trabalho. Além disso, ambas as doses promovem um aumento na expressao da
Cfd (ou adipsina), com relacdo ao grupo tratado com veiculo, a qual esta relacionada a uma
melhora na funcdo da célula beta pancreatica. Além disso, a Rosiglitazona promoveu um
aumento na expressdo de Pdk4, indicando ativagdo do PPARY, uma vez que se trata de um

agonista do receptor (Figura 40A).

Em todos os grupos houve um aumento na expresséo de Fabp4, indicando um aumento no
transporte de acidos graxos livres para organelas e oxidacdo dos mesmos [65]. Somente com 0
tratamento com 100 mg/kg/dia de AM-8709 houve reducéo na expressao de CD36, assim como
foi observado na linhagem KI, sugerindo melhora nas complicagdes metabdlicas relacionadas
a obesidade, uma vez que a transducao de sinal desencadeada por essa molécula pode levar a

essas complicacdes [66] (Figura 40A).

Avaliamos também a expressao de Ucpl, tanto no tecido adiposo marrom (BAT), quanto
no branco (WAT), sendo que nesse ultimo as diferentes doses do ligante AM-879 tém efeitos
opostos, com reducdo na expressao de Ucpl com a menor dose e aumento da expressao com a

maior dose. No BAT, observamos um aumento na expressdo de Ucpl somente com a dose de
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100 mg/kg/dia do AM-879 (Figura 40B), resultados semelhantes aos animais knockin. O
aumento observado na expressdo de Ucpl em ambos os tecidos sugere envolvimento nas vias

de termogénese e balanco energético, as quais ndo foram investigadas a fundo nesse trabalho.
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Figura 40. Expressdo génica nos animais alimentados com dieta hiperlipidica por 16 semanas e seus respectivos tratamentos
por mais duas semanas. (A) Expressao relativa normalizada de genes envolvidos na via do PPARy e metabolismo de lipideos
no tecido adiposo branco (WAT): Lep (leptina), Cfd (adipsina), Pdk4 (quinase piruvato desidrogenase 4) e Fabp4 (proteina
ligadora de &cidos graxos). (B) Expresséo relativa normalizada de Ucpl (proteina desacopladora) no WAT e BAT; n > 5 por
grupo. Andlise estatistica por teste t e Multiple Comparison One-way ANOVA, com *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 e
****p < 0,0001.

Com relacdo aos genes avaliados no hipotalamo, observamos que o AM-879 na dose de 40
mg/kg/dia aumentou a expressao do hormonio liberador de corticotropina (Crh), enquanto que
0s niveis de expressao de neuropeptideo y (Npy) apresentaram-se reduzidos no grupo tratado
com a maior dose do ligante AM-879, confirmando o envolvimento desse ligante na via do
CRH, principalmente com a menor dose. A Rogilitazona ndo alterou a expressao de nenhum

dos genes avaliados no hipotalamo (Figura 41).
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Figura 41. Expresséo relativa normalizada de genes hipotaldmicos nos animais alimentados com dieta hiperlipidica por16
semanas e seus respectivos tratamentos por mais 2 semanas: Npy (neuropeptideo Y) e Crh (hormonio liberador de
corticotropina); n > 5 por grupo. Andlise estatistica por teste t e One-way ANOVA, com *p < 0,05.

Uma vez houve alteracdo na expressao de Crh, avaliamos os niveis circulantes do horménio
cortisol, porém em nenhum dos grupos houve alteragdo nesses niveis quando comparamos em

relacdo ao veiculo (Figura 42).
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Figura 42. Niveis plasméticos do hormdnio corticosterona nos diferentes grupos de animais alimentados com dieta
hiperlipidica; n>5 por grupo.

5. DISCUSSAO

Segundo dados da OMS e IDF, obesidade e diabetes tem atingindo proporcdes cada vez
maiores ao redor do mundo, com um aumento no nimero de individuos acometidos com as
doencas e no numero de mortes. Diante disso, a busca por tratamentos mais eficazes, além de

melhora na qualidade de vida, tem sido intensificada. Nesse cenario, o receptor nuclear PPARy
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exerce um importante papel, uma vez que seus genes-alvo estdo diretamente relacionados com

o0 processo de diferenciacéo de adipdcitos e sensibilizagdo a insulina [67].

A constante busca por ligantes cujo alvo seja o PPARY acontece desde a década de 80,
quando foram descobertas as Tiazolidineidionas (TZDs) [68], as quais sdo conhecidas por
reverter o quadro de resisténcia a insulina através de sua alta afinidade por esse receptor, a qual
foi descoberta em 1995 [69]. Porém, o elevado nimero de pacientes com efeitos colaterais
devido ao uso desses medicamentos, como ganho de peso, retencdo de fluidos, perda dssea e

falha cardiaca, fez com que fossem retirados do mercado [70].

Posteriormente atribuiu-se que esses efeitos colaterais eram resultado da ativacdo direta do
PPARY, ou seja, as TZDs eram responsaveis por promover a transcrigdo de genes-alvo desse
receptor, induzindo efeitos relacionados ao processo de adipogénese e metabolismo de lipideos
[71]. Além disso, acreditava-se que a sensibilizag&o a insulina também estava relacionada com
a ativacdo desse receptor, porém em 2010 detectou-se que uma fosforilacdo no residuo da
Ser273 do PPARY, que seria a responsavel por desencadear o processo de resisténcia a insulina,
além de promover a desregulacdo de diversos genes, como Adipod, Lep e CD36. Nesse mesmo
estudo detectou-se que ligantes ja conhecidos, como Rosiglitazona e MRL-24, agonistas totais
de PPARY, promoviam um bloqueio dessa fosforilagdo e, consequentemente, sensibilizagéo a

insulina [22].

Com isso, novas hipoteses na busca por ligantes moduladores de PPARY emergiram, nas
quais busca-se pelo blogueio da fosforilacdo na Ser273 resultando na sensibilizacdo a insulina,
assim como a ndo ativacao do receptor, com agonistas parciais ou ndo-agonistas, a fim de evitar
efeitos colaterais promovidos pelo agonismo dos ligantes. Assim, em 2013, um ligante néo-
agonista de PPARy foi identificado, o AM-879 [45], o qual, em estudo posterior, foi
identificado como uma molécula promissora no tratamento da obesidade e diabetes, uma vez
que reduz a fosforilacdo e ndo induz o processo de adipogénese [47]. Além dessa via, estudos
demonstraram que esse ligante também atua na via do hormonio liberador de corticotropina
(Crh), atuando em processos endocrinos como ingestdo alimentar e gasto energético, mas
também na via do estresse (PubChem AID 651639 e CID 1209375) [48].

Esse trabalho foi desenvolvido no contexto descrito acima, tendo como objetivo investigar
os efeitos do ndo-agonista AM-879 em modelo animal de obesidade, partindo de trés doses
distintas iniciais, as quais foram determinadas baseando-se na afinidade do ligante pelo PPARY,

a qual é 10 vezes menor gque da Rosiglitazona. A menor dessas doses, de 10 mg/kg/dia, foi
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excluida no projeto piloto, uma vez que ndo promoveu alteracGes significativas nos parametros
analisados, mantendo-se as duas doses maiores de 40 e 100 mg/kg/dia, e a Rosiglitazona foi
utilizada como controle positivo do estudo proposto. Adicionalmente, desenvolvemos uma
linhagem de camundongos knockin com uma mutacdo pontual na serina 273 para alanina,
impedindo a ocorréncia dessa fosforilacdo, a qual foi caracterizada e utilizada para comparar
com os dados obtidos com os ligantes.

Antes da utilizacdo dessa nova linhagem de animais, fizemos sua caracterizacdo através da
genotipagem (sequenciamento e ensaio de enzima de restricdo), além da caracterizagdo
fenotipica, avaliacdo da expressao génica e de proteinas. No desmame, os animais K1 tem maior
peso corporal e sdo hiperglicémicos, porém apresentam baixos niveis de insulina circulante,
indicando alteracdes no metabolismo da glicose, com elevada glicemia devido a baixa insulina
circulante ou o organismo nédo respondendo adequadamente ao hormonio. Essa hiperglicemia
também pode estar relacionada com alteracfes nas vias hepaticas de producdo/captacdo de

glicose (gliconeogénese) ou degradacao da mesma [72].

Além disso, ap6s 16 semanas de dieta hiperlipidica, observamos que, quando comparados
aos animais C57BI/6J controle, hd uma melhora da sensibilidade a insulina na linhagem KiI,
com aumento no KITT, reducdo da insulina circulante e aumento da adiponectina no plasma,
como ja esperado devido ao bloqueio da fosforilacdo [39]. Porém, foi observado aumento na
esteatose hepatica e aumento no tamanho dos adip6citos, o qual pode estar relacionado a
hipertrofia de WAT e inducéo de obesidade visceral. Esses efeitos adversos observados nos
animais K1 podem estar relacionados ao fato do sitio de ligagdo a ligantes do PPARy estar livre
para o acoplamento de moléculas enddgenas que ativem esse receptor, como acidos graxos
livres, promovendo a transcrigdo de seus genes-alvo, como aqueles relacionados ao processo

de adipogénese e metabolismo de lipideos [9, 10, 29].

Com relacdo a expressdo génica, avaliamos dois dos genes descritos por Choi em 2010
como sendo regulados pela fosforilagdo: Nrld2 e Txnip [22], observando uma reducéo,
principalmente do primeiro alvo, nos animais knockin, indicando atuagdo no bloqueio da
fosforilagdo. Além disso, também observamos aumento na expressdo de Gdf3 e redugdo na
expressao de Ppmla nos animais KI, os quais foram descritos em 2020 como também sendo
regulados pela fosforilagdo [39, 64], sugerindo que a mutacdo foi efetiva em bloquear a
ocorréncia dessa modificacdo pos-traducional. Por fim, demonstramos que a expressdo de
diversos genes no tecido adiposo branco € igual nos animais C57 e WT (oriundos da

microinjec¢éo), justificando a utilizacdo do primeiro grupo como controle.
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Na expressao de proteinas, destacamos inicialmente uma varia¢do na expressao do PPARy
entre 0s grupos, com uma redugéo significativa nos animais C57 HFD e Kl dieta normal, motivo
pelo qual ndo normalizamos a fosforilacdo da Ser273 pela expressdo desse receptor, somente
pelo controle interno. Pouco se discute na literatura a respeito da expressio de PPARy em
virtude da dieta hiperlipidica e sua relagdo com a fosforilacdo, porém ja foi observado tanto
reducdo [73], quanto aumento [74, 75] da expressdo em condi¢Oes de HFD. Quando se trata da
fosforilacdo da Ser273, como esperado observamos um aumento devido a HFD, assim como
uma reducdo nos animais knockin, que se manteve semelhante ao grupo C57 dieta normal, no

qual néo se espera que ocorra fosforilagéo [22, 39].

J& na expressao génica observamos uma reducdo na expressao de PPARy nos animais C57
HFD, assim como em ambos o0s grupos de knockin, sendo que nesses Gltimos a expressao foi
extremamente reduzida. Alguns artigos ja relataram a influéncia epigenética na expressdo de
alguns genes, dentre eles o PPARYy, principalmente por metilagdo, pela influéncia da dieta
hiperlipidica e do tempo de administracdo nos animais, sendo que, dependendo do tempo de
HFD, o gene desse receptor pode ser mais metilado ou desmetilado, resultando na reducéo ou
aumento de sua expressdo. Um dos estudos demonstra que a administracdo da dieta
hiperlipidica por 12 semanas poderia resultar no aumento da expressao de PPARy, assim como
de seus genes alvo, como Cd36, Fabp e VIdIr, envolvidos na captacdo e armazenamento de

lipideos, devido a uma desmetilacdo do DNA [76].

Por outro lado, também ja foi reportado que 16 semanas de administracdo de HFD causou
uma reducdo na expressdo de PPARy em virtude de uma hipermetilacdo [77], resultado
semelhante ao observado no nosso trabalho. Ndo foram encontrados na literatura estudos que
relacionem a fosforilagdo da Ser273 com reduzida expressdo génica de PPARy, porém esta
poderia estar relacionada a modificacdes epigenéticas no DNA ou a processos de inibi¢do de

degradacéo proteica, principalmente por ubiquitinacdo [78, 79].

Para avaliar os efeitos do ndo-agonista de PPARYy, animais C57BI/6J foram alimentados
com a dieta hiperlipidica e subdivididos nos respectivos grupos de tratamento: veiculo, AM-
879 40 e 100 mg/kg/dia, e Rosiglitazona, comparando os resultados com os animais KI.
Diferentemente da administracdo da Rosiglitazona, que tem como um de seus efeitos o0 ganho
de peso, causado pelo aumento da expressdo de genes relacionados a adipogénese [55], a
administracdo do AM-879 nas 2 doses administradas e os animais knockin ndo apresentaram

esse aumento de massa corporal. Interessantemente, somente a administragdo da dose maior do
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ligante levou a uma reducdo no consumo de dieta, o qual foi investigado nos experimentos

posteriores do trabalho, podendo estar relacionado a termogénese e balanco energetico.

Diversos 6rgdos foram dissecados no dia da eutanésia dos animais e sendo observado um
aumento no tecido adiposo branco (WAT) dos animais knockin em comparagao ao veiculo. Este
resultado pode estar relacionado a um maior recrutamento de coativadores pelo PPARYy,
promovendo uma ativacdo maior desse receptor e, consequentemente, ativando a transcricéo de
genes-alvo relacionados ao processo de adipogénese. Apesar de termos observado uma reducéo
na expressdo de Pdk4, um gene indicador da ativagdo do PPARy [80], um trabalho do nosso
grupo publicado em 2020 identificou que a auséncia da fosforilagdo altera o recrutamento de

correguladores, aumentando associacao de coativadores e dissociacdo de correpressores [37].

A reducdo no peso do figado em ambas as doses de AM-879 e também nos animais knockin
poderia estar relacionado a reducgdo dos niveis hepéticos de triglicérides [81], o qual foi avaliado
e confirmado quando maceramos e extraimos os lipideos do figado para quantificar o perfil
lipidico no 6rgdo. Adicionalmente, verificamos que todos os tratamentos promoveram alteracao
no peso do tecido adiposo marrom (BAT), sendo que somente a Rosiglitazona promoveu um
aumento e, nos demais tratamentos, houve reducgdo de BAT. Esse efeito da Rosiglitazona j& foi
descrito em outro trabalho que o relacionou a um aumento na lipogénese nesse tecido, com um
aumento na sintese de triacilglicerol resultado da elevada disponibilidade de glicerol-3-fosfato,
devido ao aumento da atividade das enzimas PEPCK e glicerol quinase, além da hipertrofia e
hiperplasia desse tecido [82]. Isso indica que 0s outros tratamentos e 0 animal knockin estariam

bloqueando esta via.

A reducéo no BAT observada nos animais KI e em ambos os tratamentos com AM-879 se
assemelha aos efeitos observados com o ligante GQ-16. Este agonista parcial de PPARy
apresentou efeitos positivos na sensibilidade a insulina, inclusive com reducdo nesse tecido e
aumento na expressao de Ucpl, os quais estdo relacionados a ativacdo de BAT na exposi¢do ao

frio e termogénese [55, 83].

Com relagdo a sensibilidade a insulina, observamos resultados significativos no tratamento
com Rosiglitazona, efeito ja esperado de acordo com o que temos descrito em literatura [84].
Ja com 0 AM-879, o efeito na melhora da sensibilidade foi observado somente com a dose
maior de 100 mg/kg/dia, com reducdo em 3 pontos da curva do % glicémico, assim como
reducdo na respectiva area abaixo da curva e aumento do KITT. Essa diferenca na resposta com

as diferentes doses possivelmente esta relacionada ao fato de que, apesar de promover uma
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reducdo na fosforilacdo da Ser273 do PPARY, assim como a Rosiglitazona, esse ligante nao-
agonista possui uma afinidade menor ao receptor (Kd 4,5+ 0,6 vs 0,4 £ 0,1) [47], interagindo
menos com o PPARY na menor dose €, como ja foi descrito, por possuir atuacdo em outra via,

do horménio liberador de corticotropina (Crh).

Os animais knockin também apresentaram uma melhora na sensibilidade a insulinano ITT,
também com um aumento no KITT, efeito ja esperado devido a mutacdo que impede a
ocorréncia da fosforilacdo na Ser273. Um trabalho publicado em 2020 também com animais
com essa mutagdo também obteve uma significativa melhora na sensibilidade a insulina, porém
com dose diferente de insulina utilizada no teste (2 U/kg no artigo vs 0,75 U/kg no nosso
trabalho) e o tempo avaliado, uma vez que fizemos o ITT curto (0-24 minutos) e no artigo foi
feito o ITT longo (0-120 minutos) [39]. Além disso, ndo observamos alteracfes na glicemia no
estado alimentado em nenhum dos grupos, apesar de ja ter sido descrita uma reducdo de
glicemia no tratamento com Rosiglitazona, porém, no trabalho reportado foi utilizada uma dose
maior de 20 mg/kg/dia de ligante, o tempo de tratamento foi de 8 semanas e outro modelo

animal foi utilizado, a linhagem db/db [85].

Os niveis circulantes de insulina também foram mensurados e em todos os grupos houve
reducdo quando comparamos ao veiculo controle. Essa alteracdo j& era esperada no grupo
tratado com Rosiglitazona, devido aos efeitos ja conhecidos desse ligante na sensibilidade a
insulina. Entretanto, neste estudo observa-se um efeito benéfico do tratamento com AM-879 e
também nos animais knockin, visto que, como observamos melhora na sensibilidade a insulina
(exceto com a menor dose do ligante que ha uma tendéncia), a reducdo nos niveis circulantes
de insulina pode também ser um indicativo de sensibilidade ao hormonio [86, 87]. Além disso,
0 aumento nos niveis plasmaticos de adiponectina nesses mesmos grupos corrobora com a
melhora da sensibilidade a insulina, uma vez que esse hormonio é considerado um marcador

nesse processo [88, 89].

Em virtude da reducéo no peso do figado, analisamos também a esteatose por histologia e
os niveis de triglicérides. Com relagéo a histologia, observamos que a Rosiglitazona promove
um aumento significativo nesses lipideos, o qual ja é conhecido como um de seus efeitos devido
ao agonismo desse farmaco [55, 90]. Entretanto, trabalhos ja relataram melhora da esteatose
com o tratamento de Rosiglitazona, tanto em camundongos, quanto ratos [91, 92]. Nesses
camundongos ndo houve alteracdo nos niveis de triglicérides hepaticos, o que difere da

literatura, uma vez que é descrita a atuacdo desse ligante no aumento desses niveis de forma
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relevante [93, 94]. Por outro lado, somente um trabalho reportou a manutencdo desse perfil
quando comparado ao controle [95].

Nos animais knockin, apesar da reducdo no peso do figado, houve um aumento no acimulo
de lipideos (esteatose), o que pode estar relacionado a inibicao da fosforilacdo e consequente
recrutamento de coativadores, ativando o PPARYy e vias relacionadas a adipogénese [96, 97].
Ainda nesse grupo, observamos uma reducdo nos niveis de triglicerideos que poderia ser
considerado contraditério ao aumento da esteatose, porém ja foi descrito que a sintese desses
lipideos é estimulada por hiperinsulinemia e hiperglicemia, efeitos ndo observados nesses
camundongos, além do fato que a esteatose também pode ser desenvolvida devido ao aumento
na captacdo de lipideos pelo figado, que ndo necessariamente serdo metabolizados a
triglicerideos [81, 98]. Com relacdo ao AM-879, observamos que ambas as doses ndo
promovem alteracdo na esteatose hepatica, que se mantém semelhante ao veiculo, porém
somente a dose maior leva a uma reducéo nos niveis hepaticos de triglicerideos, sendo mais um
efeito positivo do tratamento com esse ligante [99]. Além disso, a reducdo nos niveis de
triglicérides hepatico nos animais knockin e com a maior dose do ligante AM-879 pode estar
relacionada ao aumento na adiponectina circulante, além de reducdo de CD36 e consequente
melhora na sensibilidade a insulina [100].

Também através da histologia, avaliamos o tecido adiposo branco (WAT) dos animais e
observamos uma reducdo na area e perimetro dos adipdcitos no grupo tratado com
Rosiglitazona, resultado ja observado na literatura em trabalhos anteriores [90, 101, 102], com
uma maior densidade de adipdcitos menores (area <2500 um? e perimetro <200 pm), podendo
indicar hiperplasia. Por outro lado, condizente com um aumento no WAT, observamos um
aumento na area e perimetro dos adipécitos (hipertrofia) dos animais knockin que poderia estar
relacionada a maior ativagdo do PPARy devido ao recrutamento de coativadores € ativacao de
vias envolvidas no processo de adipogénese [37]. O tratamento com AM-879 em ambas as

doses ndo alterou de forma significativa esses parametros dos adipécitos.

Uma vez que os ligantes utilizados nos tratamentos sdo conhecidos por bloguear a
fosforilagao na Ser273 do PPARY e nos camundongos knockin esse processo ndo deve ocorrer,
analisamos dois marcadores (Nr1d2 e Txnip), dentre os 17 genes descritos por Choi em 2010,
que sdo regulados por essa modificacdo pos traducional [22].Diferentemente do esperado, nos
animais tratados com Rosiglitazona ndo houve alteracdo na expressdo desses genes e
acreditamos que devido a dose utilizada [22], a qual também influenciou em pardmetros como

glicemia, niveis hepéticos de triglicerideos e peso do WAT. Com relacdo ao AM-879,
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observamos reducéo na expressao de Nr1d2 e Txnip somente na dose maior de 100 mg/kg/dia,
assim como nos animais knockin, em comparagéo ao grupo veiculo, um indicativo do bloqueio

da fosforilacao [47].

Ainda no contexto de genes regulados pela fosforilagdo, em 2020 foi publicado um trabalho
em que camundongos com uma mutacdo pontual na Ser273 do PPARy nédo desenvolveram
resisténcia a insulina quando submetidos a dieta hiperlipidica. Verificaram uma expressao
diferencial do gene Gdf3, uma proteina membro da familia do TGF-B, a qual tem expressao
reduzida no tecido adiposo branco dos animais mutantes, indicando um alvo promissor no
contexto de modulagdo da fosforilagdo do PPARY, diabetes e obesidade [39]. Avaliamos a
expressdo desse gene e observamos que a Rosiglitazona também promove uma reducdo
significativa desse gene, enquanto que a dose maior de AM-879 e nos animais knockin
promoveram um aumento em sua expressao, indicando que hd uma modulacdo na expressao

desse gene, porém ndo ocorreu da forma como descrita pelo artigo.

Essa divergéncia de resultados com relacdo aos animais knockin pode ser explicada devido
a atuagdo do PPARYy em promover a transcricdo de Gdf3, sendo visto que a inibicdo desse
receptor nuclear pelo antagonista GW-9662 impede seu recrutamento aos promotores do gene
Gdf3 [103, 104]. Uma vez que observamos um aumento do tecido adiposo que poderia estar
relacionado ao maior recrutamento de coativadores, levando a maior ativacdo de PPARy e
consequente aumento na transcricdo de Gdf3, que justificaria também o aumento na esteatose
[37, 105]. O aumento na expressao de Gdf3 no grupo tratado com a maior dose de AM-879 é
diferente do esperado, porém pode estar relacionado ao envolvimento desse ligante em outras
vias, como do CRH, tendo em vista que camundongos Gdf3”- consomem mais dieta quando
comparados ao selvagem como um mecanismo compensatorio a elevada taxa metabdlica basal
[106], no caso deste trabalho observamos uma redugdo no consumo da dieta e aumento na

expressdo desse gene.

Ainda em 2020 foi publicado outro possivel alvo promissor no contexto da fosforilagdo da
Ser273, que consiste na fosfatase PPM1A, responsavel por desfosforilar esse residuo. Foi visto
gue animais alimentados com dieta hiperlipidica, os quais possuem a Ser273 fosforilada, tem
menor expressdo dessa enzima, apresentando uma correlagdo negativa [64]. Nesse trabalho
observamos que em todos 0s grupos, exceto com a menor dose do ligante AM-879, ha uma
reducdo na expressdo de Ppmla, contradizendo essa correlagdo negativa. Porém, ndo foi

avaliado pelos pesquisadores do artigo a presenca de ligantes e sua influéncia na expressao da
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enzima, além de ter sido demonstrado que ela interage com o PPARY ¢, a presenga de um ligante

ou a mutacado, poderiam interferir nessa interagéo.

No tecido adiposo branco avaliamos a expressdo de alguns genes envolvidos na via do
PPARYy e metabolismo de lipideos, como o Pdk4 (quinase piruvato desidrogenase), o qual tem
sua expressao aumentada quando h ativacao do receptor [80]. Como esperado, a Rosiglitazona
promoveu um aumento na expressdo desse gene. O ligante AM-879, em ambas as doses, ndo
alterou essa expressdo, confirmando o agonismo e ndo-agonismo, respectivamente, desses
ligantes [22, 47]. A reducdo nos niveis de Pdk4 nos animais knockin pode estar relacionada a
gliceroneogénese, uma vez que esse gene codifica para uma enzima ativadora desse processo,
e ja foi visto que alguns agonistas seletivos desse receptor também reduzem a expressao de
Pdk4 [107, 108].

Ainda, observamos um aumento significativo na expresséo de Cfd (adipsina) no tratamento
com ambas as doses de AM-879, enquanto que nos animais knockin e no grupo tratado com
Rosiglitazona ndo observarmos alteracdo, apesar de artigos relatarem aumento na expressao
desse gene com uso de agonistas [109]. A adipsina, assim como a leptina, é um dos marcadores
de adipdcitos maduros, sendo liberada na circulagdo para manutencdo da homeostase [110],
além de estar diretamente relacionada com melhora da fun¢do de células  pancreaticas em

casos de obesidade e DT2 [111], porém esse 6rgdo nao foi avaliado nesse estudo.

Ainda nesse contexto, avaliamos também a expressdo da leptina (Lep), a qual se mostrou
aumentada com a menor dose do ligante AM-879 e reduzida com a maior dose. Esse aumento
com a dose de 40 mg/kg/dia pode estar relacionado ao aumento na expressdao de Crh no
hipotalamo, uma vez que ja foi descrita a interacao desses dois horménios em camundongos e
a relagdo do AM-879 com a via do Crh [51] (PubChem AID 651639 e CID 1209375). Com a
dose de 100 mg/kg/dia, observamos o efeito oposto, com reducdo na expressdo desse gene, 0
gue pode estar relacionado ao ndo-agonismo dessa molécula, que mostrou efeitos maiores na
via do PPARYy com essa dose, corroborando com o papel desse receptor na regulacéo do balango
adequado da secrecao de adipocinas [112].

Observamos também um aumento na expressdo de Fabp4 em todos os tratamentos com
ligantes e uma reducéo nos animais knockin. Entretanto, segundo a literatura, o papel biologico
dessa proteina ainda é pouco conhecido, uma vez que existem trabalhos que relatam resultados
divergentes com relacdo a sua funcdo. Trata-se de um marcador de adipdcitos maduros que é

descrito como estando relacionado ao desenvolvimento de obesidade, resisténcia a insulina e
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arterosclerose [113], possuindo sua expressdo e niveis plasmaticos elevados em pacientes
obesos e modelos animais de obesidade, além de estar relacionado ao acimulo de lipideos no
figado [114-116]. Por outro lado, ja foi relatada uma baixa expressdo de Fabp4 no tecido
adiposo de pacientes e camundongos obesos, o que poderia resultar em uma menor B-oxidacéo
de &cidos graxos, resultando no acimulo dessas moléculas e o extravasamento de lipideos para
outros tecidos [117]. Nesse cenario, 0 aumento da expressao tanto com AM-879, quanto com
Rosilitazona, poderia ser considerado um aspecto positivo no contexto de aumento da B-
oxidacéo e reducdo do acumulo de &cidos graxos, assim como a reducdo da sua expressdo nos
camundongos knockin e aumento do acimulo de &cidos graxos, resultando no aumento do WAT
observado. Entretanto, vale ressaltar que um aumento na expressdo de um gene pode nédo
significar um aumento na proteina, uma vez que existem processos intermediarios que

influenciam nessa transi¢cdo, como miRNAs e processamento de RNAs [118, 119].

Ainda com relacdo ao tecido adiposo, uma molécula que vém sendo estudada é o receptor
CD36, o qual tém sido relacionado ao acumulo de lipideos em macréfagos e resposta
inflamatoria, sendo considerado um candidato a regulacdo da apoptose e inflamacédo. Ja foi
relatado que essa molécula contribui para o desenvolvimento da obesidade induzida por dieta
hiperlipidica e resisténcia a insulina, além de estar relacionado com captacéo e oxidacdo de
acidos graxos, sendo um componente chave na via desses lipideos [120-123]. Com isso, a
reducdo em sua expressdo nos animais knockin e com a maior dose de AM-879 pode ser

considerado um efeito benéfico.

Vale mencionar que j& foi descrita a interacdo entre CD36 e FABP4, os quais atuam
importando &cidos graxos nos adipocitos e estimulando seu metabolismo, ocorrendo
principalmente em células tumorais para manutencdo do cancer [124-126]. Nesse caso, 0S
efeitos opostos de reducdo de Cd36 e aumento de Fabp4 no tratamento com a maior dose do
AM-879 ndo permitiram a interacdo entre as duas moléculas e consequente efeito no
metabolismo de lipideos.

Analisamos também a expressdo de Ucpl no tecido adiposo branco (WAT) e marrom
(BAT), sendo que no WAT a menor dose do ligante AM-879 promoveu uma reducgdo na
expressdo desse gene, engquanto a maior dose e nos animais knockin houve um aumento dessa
expressao. Além disso, nesses dois ultimos grupos também houve aumento na expressdo de

Ucpl no BAT, enquanto a Rosiglitazona néo alterou sua expressdo em nenhum dos tecidos.
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A UCP1 é uma proteina presente na membrana interna mitocondrial e tem como funcéo a
geracdo de calor ao dissipar energia do gradiente de protons da cadeia transportadora de
elétrons, caracterizando o processo de termogénese no BAT [127, 128]. No WAT, a expressdo
de Ucpl caracteriza o processo de Browning, o qual pode ser observado no tratamento com
agonistas de PPARy [55], porém esse efeito ndo foi observado na administragdo de
Rosilgitazona nesse trabalho. De forma mais relevante, 0 aumento na expressao desse gene no
WAT esta negativamente correlacionado aos niveis plasmaticos de insulina, glicose em jejum,
triglicérides e expressao de leptina, e positivamente correlacionado aos niveis de adiponectina
[129], resultados observados nesse trabalho nos animais knokcin e com a administragdo da
maior dose do ligante AM-879.

Ainda, a reducdo na expressao de Ucpl no WAT com 40mg/kg/dia de AM-879 pode estar
relacionada ao aumento na expressao de leptina, uma vez que foi reportado que o tratamento
com essa molécula afeta o tecido adiposo branco de forma UCP-1 dependente, reduzindo sua
expressao no WAT [130]. No BAT, o aumento de Ucpl nos animais knockin e com a dose de
100mg/kg/dia do ligante AM-879 poderia indicar um aumento de termogénese e gasto

energético [131], os quais ndo foram mensurados nesse trabalho.

Uma vez que ja foi descrita a relacdo do AM-879 com a via do hormonio liberador de
corticotropina (Crh), analisamos também dois genes relacionados a esse processo no
hipotalamo: o préprio Crh e o neuropeptideo Y (Npy),todos relacionados a producdo de leptina,
consumo de dieta e gasto energético [48, 51]. Observamos um aumento na expressdo de Crh
nos animais tratados com a dose de 40 mg/kg/dia de AM-879, condizente com 0 aumento na
expressao de leptina, uma vez que a leptina ativa Crh, promovendo uma reducdo no consumo
[51], a qual néo foi observada em nossos dados. Nos animais knockin observamos o mesmo
aumento na expressao de Crh e reducdo de Npy, porém sem aumento de Lep (Anexo 5.4). Um
trabalho publicado em 2011 [132] mostrou que o knockdown do neuropeptideo Y via RNAI
leva a um aumento na expressdo de Ucpl nos tecidos adiposo branco e marrom, os quais
observamos nesse estudo, com aumento do gasto energético e melhora da resposta termogénica
ao frio. Ainda, esse knockdown melhorou a homeostase glicémica e sensibilidade a insulina,

sendo essa Ultima vista no nosso trabalho.

Ainda com relacdo ao hipotalamo, observamos que a maior dose do AM-879 promoveu um
aumento na expressao de Npy, o qual pode estar relacionado a reducdo nos niveis de leptina
observados com esse tratamento, permitindo o aumento na expressao de Npy [51]. Ja foi visto

também que a via da insulina converge para uma downregulation do neuropeptideo Y, sendo
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que a reducdo nos niveis desse horménio nesse grupo também permitem o aumento na
expressdo de Npy [133]. Entretanto, entretanto ndo observamos efeitos relacionados a esse
aumento, uma vez que esse neuropeptideo esta envolvido no aumento da adipogénese, inibicdo
de lipolise, aumento de consumo de dieta e reducdo na ativacao de tecido adiposo marrom [133-
135]. Por fim, vale mencionar que ndo observamos alteragdes significativas no hormonio
corticosterona, o qual esta relacionado a via do CRH, o que justifica a auséncia de efeitos

fisioldgicos relacionados a via do estresse, apesar de alteracdes na expressao génica.

Em resumo, apresentamos a Tabela 5 que mostra resumidamente os efeitos observados nos
4 grupos analisados nesse projeto: AM-879 40 e 100 mg/kg/dia, Rosiglitazona e linhagem

knockin.

Tabela 5. Efeitos resumidos dos grupos alimentados com dieta hiperlipidica por 16 semanas e tratados com AM-879 em ambas
as doses, Rosiglitazona e linhagem knockin com veiculo.

AM-879 AM-879 _ -
) . Knockin Rosiglitazona
40mg/kg/dia 100mg/kg/dia
Peso corporal mantém mantém mantém aumenta
Consumo alimentar mantém reduz mantém mantém
Sensibilidade a insulina tendéncia a
melhora melhora melhora
(KITT) melhora
Insulina circulante reduz reduz reduz reduz
Adiponectina circulante mantém aumenta aumenta aumenta
Figado/ BAT reduz reduz reduz mantém/aumenta
WAT mantém mantém aumenta mantém
Peso :
o Musculo,
0rgaos _
rime mantém mantém mantém mantém
coracao
Esteatose hepatica mantém mantém aumenta aumenta
Triglicérides hepatico reduz reduz reduz mantém
Area e perimetro i
o leve aumento leve aumento | grande aumento grande reducdo
adipocitos
Genes regulados pela ] )
. mantem altera altera mantém
fosforilacéo
Genes via do CRH aumenta mantém - mantém
UCP1 WAT/BAT diminui/mantém aumenta aumenta mantém
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6. CONCLUSOES

Com relacdo a caracterizacdo da linhagem knockin, observamos uma hiperglicemia e
hipoinsulinemia, além de aumento no peso corporal imediatamente ap6s o desmame. Ainda,
apos administracdo de dieta hiperlipidica por 16 semanas e tratamento com gelatina veiculo por
mais duas semanas, houve uma melhora da sensibilidade a insulina com aumento do KITT,
reducdo dos niveis circulantes de insulina e aumento dos niveis plasmaticos de adiponectina,
além de aumento na esteatose hepética e reducdo dos niveis de triglicérides no figado. Os
animais dessa linhagem também possuem adipdcitos maiores (hipertréficos), com alteracdo na

expressdo dos genes regulados pela fosforilacdo e de genes da via do PPARY.

Com relacdo ao ndo-agonista AM-879, observamos que seus efeitos dependem da dose
utilizada, uma vez que ja foi demonstrada sua atuag@o na via do PPARYy e na via do hormoénio
liberador de corticotropina (CRH). Com a dose menor, a agéo do ligante prevalece na via do
CRH, alterando a expresséo de leptina, assim como a expresséo de Crh e Npy, com reducdo nos
niveis plasmaticos de insulina. Ja com a dose maior, sua agéo ¢ predominante na via do PPARy,
melhorando a sensibilidade a insulina, reduzindo consumo de dieta e os niveis plasmaticos de
insulina, além de alterar a expressdo de genes relacionados ao metabolismo de lipideos, sem

efeitos colaterais (Figura 43).
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Figura 43. Esquema do mecanismo de acdo do ligante AM-879 nas doses de 40mg/kg/dia e 100mg/kg/dia, atuando tanto na
via do PPARYy através do bloqueio da fosforilagdo na Ser273 e, também, na via do hormdnio liberador de corticotropina
(Crh).
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Abstract: Throughout the 20th and 21st centuries, the incidence of non-communicable diseases

/ ::‘l;c‘c:‘f:; {NCDs), also known as chronic diseases, has been increasing worldwide. Changes in dietary and
physical activity patterns, along with genetic conditions, are the main factors that modulate the

Gitative: Guerra, J.VS; Diss, bolism of individuals, leading to the development of NCDs. Obesity, diabetes, metabolic
MMG; Brithanay, A).V.C; Terra, assodated fatty liver disease (MAFLD), and cardiovascular diseases (CVDs) are classified in this

ALE; Garcia-Ardyalo, M ; Fgueira,
ACM Multifactorial Basis and
Therapeatic Strategies in
Metabolism-Relatod Divewwes.
Nutrieats 20214, 13, 2330, htgpw://
dodoeg/ 103390/ nul XE2R30

group of chronic diseases. Therefore, undenstanding the underlying molecular mechanisms of
these diseases keads us to develop more accurate and effective treatments to reduce or mitigate their
prevalence in the population. Given the global relevance of NCDs and ongoing research progress, this
article reviews the current understanding about NCDs and their related risk factors, with a focus on
obesity, diabetes, MAFLD, and CVDs, summarizing the knowledge about their pathophysiology and
highlighting the currently available and emerging therapeutic strategies, especially pharmacological
Academic Editor: Sebastiano Banni interventions. All of these diseases play an important role in the contamination by the SARS-CoV-2
virus, as well as in the progression and severity of the symptoms of the coronavirus disease 2019

Ruvwived: 26 furw 2021 (COVID-19). Therefore, we briefly explore the relationship between NCDs and COVID-19.
Accepted: 11 Auguse 2001
Publishad: 18 Asgust 2021 Keywords: NCDs; obesity; diabetes; MAFLLY; cardiovascular di ; metaboli
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“@File (label = "Input image:", style = "file") imagefile

open (imagefile) ;

filename=getTitle () ;

print (filename) ;

directory=File.directory;

print (directory) ;

StrIndl=indexOf (filename, ".tif");
ShortFileName=substring(filename, 0, StrIndl);

run ("8-bit") ;

run ("Duplicate...", " ");

run ("Non-local Means Denoising", "sigma=4 smoothing factor=1");
setAutoThreshold ("Default") ;

beep () ;

run ("Threshold...");

setThreshold (176, 255);

setOption ("BlackBackground", false);

waitForUser ("Do something, then click OK.");

run ("Convert to Mask");

run ("Morphological Filters", "operation=Opening element=Disk radius=3");
run ("Fill Holes (Binary/Gray)");

run ("Distance Transform Watershed", "distances=[Quasi-Euclidean (1,1.41)] output=[32
bits] normalize dynamic=10 connectivity=4");

run ("3-3-2 RGB") ;
run ("Kill Borders");
run ("3-3-2 RGB") ;

name=getTitle () ;
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selectWindow (name) ;
saveAs ("Tiff", directory+name+".tif");

print ("Saving final image... ");

run ("Analyze Regions", "area perimeter circularity convexity");

print ("Calculating...");
selectWindow (name+"-Morphometry") ;

”

saveAs ("Results", directory+ShortFileName+".csv")
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