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RESUMO

Estudos sobre o desenvolvimento dos adipdcitos t€ém se tornado importante, devido ao
fato da diferenciagdo deste tipo celular estar associado a diversas doengas cronicas e/ou
degenerativas, tais como hipertensao, diabetes, doencas cardiovasculares e cancer, as quais
possuem vinculo com a obesidade, devido, em parte, a expansdo do tecido adiposo. A
vitamina D tem demonstrado relagdo com a obesidade e, portanto, estudar suas bases
moleculares, vias metabdlicas e interacdo com tecidos, como o tecido adiposo, € necessario
para auxiliar futuramente as agdes praticas e clinicas do controle das doencas que acometem
grande parte da populagdo. Assim, o presente estudo objetiva estudar essas interagdes in vitro
utilizando pré adipdcitos humanos SGBS para a avaliagcdo da expressao dos genes VDR, GR e
PPARy. Para este estudo foram feitas trés repeticdes bioldgicas independentes e separado por
tempo de tratamento (4 horas, 12 horas, 24 horas, 4 dias, 8 dias e 12 dias) e pré-adipdcitos as
células do tempo 0 hora. Em todos os tempos avaliados as células foram divididas em dois
grupos: controle (etanol) e tratado (1,25(OH)>D3). Realizou-se extracdo de RNA total com
posterior analise de expressdo génica via RT-qPCR. Ao se comparar a expressao relativa dos
genes alvo com o pré-adipocito nao tratado (Oh), para ambos os grupos e tempos, o gene GR
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p<0,001) para o grupo tratado com
vitamina D nos tempos 12 e 24h, 4, 8 e 12 dias, e para o grupo controle os tempos 12 e 24h, 4
e 8 dias. Encontrou-se diferenca significativa para o gene PPARy no grupo tratado para os
tempos 8 e 12 dias, resultado semelhante ao grupo controle, quando comparados com o pré-
adipocito (Oh). A expressdo basal do gene VDR ndo apresentou diferenga estatisticamente
significativa quando comparado com o pré-adipocito. No entanto, no que tangue o fold
change, o gene VDR foi o Uinico a apresentar uma expressdo estatisticamente diferente do
tempo Oh, tendo uma expressao negativa de 2,87 (p<0,05) no tempo 4 dias. Os valores de fold
change encontrados nos adipdcitos em fase tardia de maturacio (4, 8 e 12 dias) ndo foram
estatisticamente diferentes dos adipocitos em fase inicial de maturagdo, nos genes de interesse
do estudo. A vitamina D modula a adipogénese por meio da ativagdo do seu receptor VDR e
varios estudos tém sido realizados para investigar os mecanismos moleculares subjacentes aos
efeitos da vitamina D nesse processo. O estudo da variagdo na expressdao génica em tempos
diferentes de cultura celular mostra a acdo desta vitamina durante a maturagao da célula, até
sua fase final, onde possui respostas fisioldgicas de um adipocito maduro. A ag¢do da vitamina
D3 na expressao do gene VDR na sua fase final de maturagdo €, ainda, desconhecida, deixando
uma janela de oportunidade para novos estudos, uma vez que pesquisas com adipdcitos
humanos do tipo SGBS vem se tornando mais frequentes nos ultimos anos.

Palavras-chave: Células SGBS. Adipogénese. Vitamina D3. Gene VDR. Gene GR. Gene
PPARYy.



ABSTRACT

Studies on the development of adipocytes have become important due to the fact that
differentiation of this cell type is associated with several chronic and or degenerative diseases
such as hypertension, diabetes, cardiovascular disease and cancer, which have link with
obesity due in part to the expansion of adipose tissue. Vitamin D has shown relationship with
obesity and their molecular bases, pathways and interaction with tissues, such as adipose
tissue, therewise studies are necessary to support future clinical practices and actions to
control of diseases that affecs large populations. This research aims to study these interactions
in vitro using SGBS human adipocytes to assess the expression of VDR, GR and PPARy
genes. For this study, three independent biological replicates were made separate at treatment
times (4 hours, 12 hours, 24 hours, 4 days , 8 days and 12 days) and pre- adipocyte cells from
time 0 hour. At all times the cells were evaluated divided into two groups: control (ethanol)
and treated (1,25(OH).D3). Total RNA extraction with subsequent analysis of gene expression
by RT-qPCR were performed. When comparing the relative expression of target genes with
untreated pre-adipocyte (Oh) for both groups and times, the GR gene showed a statistically
significant difference ( p < 0.001 ) for the group treated with vitamin D in 12 hours, 24 hours,
and, 4, 8 and 12 days for the control group and the times 12 and 24 hours, 4 and 8 days. There
was significant difference for PPARy gene in the group treated at times 8 and 12 days, similar
to the control group results, when compared with the pre-adipocyte (Oh). The basal expression
of the VDR gene showed no statistically significant difference when compared with the pre-
adipocyte. However, for the fold change, the VDR gene was the only to show expression
statistically different at time Oh having a negative expression of 2.87 (p <0.05) at time 4 days.
The values of fold change found in adipocytes in the late stage of maturation (4, 8 and 12
days) were not statistically different from adipocytes in early stage of maturation in the genes
of interest in the study. Vitamin D modulates adipogenesis through activation of its VDR and
several studies have been conducted to investigate the molecular mechanisms underlying the
effects of vitamin D in this process. The study of variation in gene expression in different cell
culture times shows the action of this vitamin during cell maturation until its final phase,
which has physiological responses similar of mature adipocytes. The action of vitamin D3 in
the expression of the VDR gene in its final phase of maturation is still unknown, leaving a
window of opportunity for new studies, since research with human SGBS adipocytes is
becoming more frequent in recent years.

Keywords: SGBS cells. Adipogenesis. Vitamin D3. Gene VDR. Gene GR. Gene PPARY.
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1 INTRODUCAO

Estudos sobre o desenvolvimento dos adipdcitos t€ém se tornado importante, devido ao
fato da diferenciagdo deste tipo celular estar associada ao desenvolvimento de diversas
doengas cronicas e/ou degenerativas (NTAMBI & KIM, 2000; ROSEN & SPIEGELMAN,
2006; ALLOT et al., 2012). Dentre essas, devemos considerar as doengas e agravos nao
transmissiveis (DANTSs) que incluem hipertensdo, diabetes, doengas cardiovasculares e
cancer, as quais possuem vinculo com a obesidade, devido, em parte, a expansao do tecido
adiposo. Com um papel central no controle do equilibrio energético e da homeostase de
metabolitos, o tecido adiposo torna-se, portanto, um importante 6rgdo para o metabolismo
humano. Evidéncias sugerem que existe uma associagdo entre obesidade e deficiéncia de
vitamina D, em varias populacdes do mundo (WOOD, 2008; ABBOUD et al.,2013).

No Brasil, segundo a ultima Pesquisa de Orcamento Familiar (POF- 2008/2009),
divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o sobrepeso atinge
grande parte das criangas (30%), adolescentes (20%) e adultos (48% das mulheres e 50,1%
dos homens). No caso da obesidade, todas as faixas etdrias sdo atingidas com valores de
prevaléncias maiores que aqueles obtidos em pesquisas anteriores, sendo os valores para
adultos de 12,4% para homens e 16,9% para mulheres (IBGE, 2010). De acordo com o
mesmo estudo, divulgado em 2011 com enfoque sobre a dieta do brasileiro, observa-se que a
populacdo brasileira, aproximadamente 98%, também apresenta altos niveis de
hipovitaminose D (IBGE, 2011).

Oliveira et al. (2013) avaliaram 160 adolescentes brasileiros e obtiveram resultados
semelhantes ao da pesquisa realizada pelo IBGE. Dos participantes, 48,1% eram eutrdficos
(peso corporal adequado) e 51,9% apresentavam sobrepeso. Estes autores observaram, ainda,
uma prevaléncia de insuficiéncia de vitamina D em 70,6% dos adolescentes com eutrofia e
68,8% no grupo com sobrepeso, sendo, também, observado que a baixa ingestdo didria de
vitamina D também foi associada aos grupos estudados.

Estudos prévios tém demonstrado uma associacao inversa entre niveis de vitamina D e
o indice de massa corporal (IMC), circunferéncia da cintura e composi¢do corporal
(ARUNABH et al., 2003; BLUM et al., 2008; GU et al., 2009; DING et al., 2010; OU et al.,
2011; BELLIA et al., 2011; BINH et al., 2011). Algumas pesquisas indicam que a variagao

nos niveis séricos de vitamina D ¢ influenciada pela variagao da adiposidade corporal e nao
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somente pela variacdo do peso, necessitando de uma perda de peso acentuada para mensurar
mudangas nos niveis séricos desta vitamina (ARUNABH et al., 2003; BELLIA et al., 2011;
PICCOLO et al., 2013). Em um estudo recente foi observado que o aumento em 1kg/m? no
IMC estava associado com a diminuigdo de 1nmol/L de 25(OH)D; (LAGUNOVA et al.,
2011). Barchetta et al. (2013) demonstraram que os niveis séricos de vitamina D3 sdo
significativamente menores em individuos obesos acometidos ou nao de sindrome metabolica,
mesmo quando comparados com as variantes sexo, idade, IMC, circunferéncia da cintura e
massa de gordura corporal.

A vitamina D tem relagdo com a obesidade e, portanto, estudar suas bases
moleculares, vias metabdlicas e interacdo com tecidos, como o tecido adiposo, € necessario
para auxiliar futuramente as agdes praticas e clinicas do controle das doencas que acometem

grande parte da populagao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Vitamina D e Comorbidades Associadas a Obesidade

A vitamina D ¢ produzida na pele em resposta a radiagdo ultravioleta B (UV-B) e ¢
convertida no figado para 25-hidroxivitamina D3 (25(OH)D3), metabdlito usado na
quantificagdo sérica em exames bioquimicos. Nos rins, a 25(OH)Ds3 €, entdo, convertida pela
lo-hidroxilase para, assim, alcangar sua forma hormonal de 1,25-dihidroxivitaminaDs
(1,25(0OH)2D3), a qual atua como ligante para o fator de transcri¢do Receptor de Vitamina D
(VDR) (HOLICK, 2010; CARLBERG et al., 2013; BARCHETTA et al., 2013).

A fragdo hormonal desta vitamina ¢ lipofilica e sabe-se que em individuos obesos,
com alto percentual de gordura subcutinea, a vitamina D3 recém-sintetizada tem maior
probabilidade de ser absorvida pela camada de gordura do que nos individuos ndo-obesos,
devido ao fato de haver maior disponibilidade de tecido adiposo (ARUNABH et al., 2003).
Em um estudo com individuos obesos e ndo-obesos, para avaliar os niveis de vitamina D e a
resposta ap6s a radiagdo UV-B, foi observado que o aumento nos niveis de vitamina D3 foi
57% menor nos individuos obesos do que nos ndo-obesos. Ademais, observou-se que a
suplementagdao com 50.000 UI (unidades internacionais) via oral de vitamina D3 resultou em
um aumento sérico em ambos os grupos. Os resultados desse estudo implicam que a
obesidade estd associada com baixos niveis de vitamina D devido a adiposidade e,
consequentemente, elevada absor¢dao de vitamina D3 recém-sintetizada no tecido subcutaneo
(WORTSMANN et al., 2000).

Os niveis séricos de 25-hidroxivitamina D3 tidos como normais sdo aqueles >30
ng/mL, considerados como necessarios para maximizar os efeitos benéficos da vitamina D na
saude. Insuficiéncia de vitamina D ¢ constatada quando o individuo apresenta niveis entre
30ng/mL a 20ng/mL. Abaixo deste valor classifica-se como deficiéncia (BRASIL, 2010),
sendo que essa condicdo afeta mais de 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo (HOLICK,
2007). As consequéncias esqueléticas da hipovitaminose D como o raquitismo e osteomaldcia,
em criangas, a osteoporose e fraturas frequentes, em adultos, sdo amplamente conhecidas.
Entretanto, atualmente, novas patologias estao sendo relacionadas a insuficiéncia e deficiéncia
de vitamina D como obesidade, doencgas cardiacas, diabetes do tipo 1 e 2, e cancer

(CARLBERG et al., 2013).
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Andlises sobre o metabolismo e a identificagdo dos fatores de transcricdo e genes
envolvidos nas vias metabolicas da 1,25(OH),D; foram essenciais para que novos estudos se
desenvolvessem, a fim de esclarecer as agcdes moleculares deste secosterdide nas doengas que
afetam o metabolismo, melhorando, assim, o entendimento das fungdes do sistema endocrino
da vitamina D (CARLBERG & CAMPBELL 2013).

O excesso de adiposidade estd intimamente relacionado com a diabetes do tipo 2. Tais
comorbidades levam a respostas génicas que, combinadas ao ambiente ao qual o sujeito se
expoe, certamente vém contribuindo para o aumento de uma epidemia denominada de
“diabesity”, sigla em inglés que expressa a a¢do conjunta da obesidade e diabetes. Fatores
hereditarios sdo parcialmente responsaveis pelo desenvolvimento desta condi¢do. No entanto,
a ingestdo nutricional e atividade fisica sdo fatores chave na interagdo genética e sua
predisposicdo ao avango para a epidemia (PHILLIPS, 2013).

A explicagdo da relagdo vitamina D-obesidade-diabetes tipo 2 ndo estd totalmente
esclarecida. No entanto, devido a solubilidade lipidica e possivel elevada absor¢do tecidual
do metabdlito ativo, a hipovitaminose D pode ter uma conexdo com a progressdo da
obesidade e conseguinte desenvolvimento das desordens metabolicas. (TRAYHURN et al.,
2011).

Cheng et al. (2010) avaliaram a correlacdo da vitamina com o tecido adiposo. Mesmo
sendo o tecido adiposo subcutdneo o mais abrangente em volume e estoque lipidico no corpo
humano, a gordura visceral estd mais relacionada com os niveis baixos de vitamina D sérica,
mesmo se avaliados em pessoas com IMC nos niveis de eutrofia. A 1,25(OH)>D3 modula a
adipogénese através da ativagdo do seu receptor e com isso a deple¢do de vitamina D no
organismo pode levar a diferenciacdo excessiva de pré-adipdcitos para adipocitos (CHENG et

al., 2010).

2.2 Adipogénese

O contetido celular do tecido adiposo ¢ de, aproximadamente, 50% de adipdcitos,
sendo o restante constituido de fra¢des vasculares estromais de fibroblastos, células
endoteliais, macréfagos e pré-adipdcitos. Frente a um balango calérico positivo, ha o aumento
de estoque energético e ativacao de novas cé€lulas para estoque de energia, ocorrendo assim a

adipogénese dos pré-adipocitos (BAYS et al., 2008).
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A adipogénese tem seu inicio na vida pré-natal, desenvolvendo-se de acordo com o
ambiente vivenciado durante a gestagdo. Neste periodo, ha a formacao do tecido adiposo
marrom ¢ maturagcdo do tecido adiposo branco (PALOU et al., 2013). Fundamentava-se a
ideia de que o numero de adipdcitos humanos era fixado na infincia, predestinando, assim, a
obesidade ou eutrofia. Entretanto, atualmente, afirma-se que ndo ha somente uma hipertrofia
(aumento do volume lipidico intracelular) como também a hiperplasia (aumento no nimero de
células), como recrutamento e proliferacdo de pré-adipdcitos nos humanos adultos,
transformando-se em importante foco de estudo para os eventos de desordem metabolica
(BAYS etal., 2008).

As desordens metabdlicas sofrem influéncia dos fatores genéticos tanto quanto dos
ambientais. Atividade fisica e a ingestdo alimentar, quando praticados de forma saudavel, sao
o alicerce para a prevencdo de doengas relacionadas a obesidade. Em desequilibrio, tais
fatores afetam grupos génicos diferentes, como aqueles relacionados ao gasto de energia
(UCP, proteinas desacopladoras) e o grupo adipogénico (PPAR, receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma; VDR, receptor de vitamina D; e RXR, receptor X de retinoide)
(BAYS et al., 2008; BINH et al., 2011; PALOU et al., 2013).

Estudos tém sido realizados para investigar os mecanismos moleculares subjacentes
aos efeitos da vitamina D na adipogénese (SHI et al., 2002; BLUMBERG et al., 2006; KONG
& LI, 2006; BINH et al., 2011; OCHS-BALCOM et al., 2011). Dada a importancia do tecido
adiposo no desenvolvimento de doengas, o delineamento de eventos moleculares envolvendo
a regulacdo da vitamina D na adipogénese, vem se tornado necessario.

A cascata da adipogénese segue um programa amplamente definido. Para cada modelo
de estudo in vitro ha um periodo de diferenciacao que varia entre 4 a 12 dias. Modelos in vitro
de cultura celular de ratos desenvolvem os estagios sequenciais da adipogénese de 4-7 dias, e
modelos de cultura celular humana desenvolvem entre 8-12 dias. No inicio de sua expansao
mitética clonal, genes da familia C/EBPS ¢ C/EBP¢6 iniciam a cascata de expressdo para
diferenciagdo celular, induzindo a expressao dos genes C/EBPo ¢ PPARy. Tais genes sao
reguladores centrais da transcricdo na adipogénese, os quais ativam a expressdao de genes
especificos para esse processo. Subsequentemente, no estdgio final, as células sao
terminalmente diferenciadas em adipocitos maduros (KONG & LI, 2006; WOOD, 2008;
PHILLIPS, 2013).
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Concomitantemente a expressdo génica em cascata, descrita anteriormente, ha,
também, o aumento da expressio do gene VDR, durante a diferenciagdo, e essa
disponibilidade do produto do gene VDR possibilita a influéncia da vitamina D no processo de
diferenciagdo dos pré-adipéceitos em adipdcitos (WOOD, 2008).

Adipogénese ¢, portanto, um processo fisiolégico importante na qual sua fun¢do ou

disfung¢do pode prevenir ou promover doencas metabolicas.

2.3  Modelos de Adipocitos in vitro

Green & Meuth (1974) estdo entre os primeiros autores a citar a atividade in vitro da
linhagem celular 3T3, isolada de células nao-clonais de camundongos Swiss, as quais
demonstraram capacidade de diferenciagdo e maturagao celular semelhantes com as de um
adipocito humano, sendo estabelecido como o primeiro modelo de cultura celular para
adipogénese.

Em 2001, Wabitsch et al. (2001) apresentaram um novo modelo de estudo in vitro,
com uma linhagem celular derivada de tecido adiposo humano, as células do tipo SGBS.

A linhagem celular SGBS ¢ derivada do tecido adiposo subcutdneo branco de uma
paciente com Sindrome Simpson-Golabi-Behmel, uma desordem rara caracterizada pelo
supercrescimento celular pré e pods-natal. A linhagem, quando estabelecida, exibe alta
capacidade para estudo da diferenciacdo adiposa, resistindo até a 50* geragdo, o que a difere
de culturas primarias obtidas de amostras de tecido adiposo humano sem a sindrome, pois
essa possui expansdo clonal limitada. A linhagem também possui potencial na maturagao da
célula adiposa, a qual ¢ bioquimica e fisiologicamente similar aos adipdcitos humanos. A
morfologia das SGBS ¢ do tipo fibroblasto e foi comparada com células estromais obtidas de
amostra de tecido adiposo de criancas saudaveis tendo como resultado o mesmo padrdo de
crescimento, morfologia e fisiologia (WABITSCH et al., 2001; FISCHER-POSOVSKZY et
al., 2008).

O cultivo celular com adicdo de meio de cultura especifico para inducdao da
diferenciagdo promove o desenvolvimento e maturacao da célula em até 20 dias. Sendo assim,
denomina-se pré-adipécito as células cultivadas em meio de proliferagdo celular para
expansao mitotica clonal. Células em fase primaria de maturacdo sdo aquelas que estdao sob

influéncia do meio de diferenciagdo por até 96 horas e, adipocitos maduros, aqueles que
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assemelham-se bioquimica e fisiologicamente a adip6citos maduros. Isto ocorre entre 12 ¢ 20
dias apds a inducdo da diferenciagdo. Durante o periodo de maturacao, a maioria das células
acumulam lipideos e, ao final, apresentam morfologia tipica de células maduras, como os
vacuolos no citoplasma preenchidos com lipideos (WABITSCH et al., 2001).

A linhagem SGBS sdo amplamente usadas em pesquisas relacionadas a obesidade e
seus eventos moleculares, como a avaliagdo da expressdo de genes relacionados a inflamagao
do tecido adiposo (KEUPER et al., 2011), modulacao de fitoquimicos no perfil da expressao
de genes responsaveis pela inflamacao do tecido (ZAGOTTA et al., 2013) e micro arranjos
relacionados a cascata adipogénica, sob a influéncia de um agente externo ou ndo
(LAHNALAMPI et al., 2010; GEIGER et al., 2011)

Multiplas opgdes de linhagens celulares estao disponiveis para pesquisa no campo
da adipogénese (Tabela 1). Entretanto, como exemplificado anteriormente, a linhagem celular
SGBS ¢ uma ferramenta pratica e eficaz para estudos in vitro e, portanto, para esta pesquisa
optou-se por esta linhagem celular, a qual foi doada pelo Prof.° Dr. Carsten Carlberg da

University of Eastern Finland, Kuopio, Finlandia.

Tabela 1: Linhagens celulares usadas para o estudo da adipogénese.

Linhagem celular Espécie Origem
Totipotentes
Células tronco embriondrias camundongo blastocitos de camundongos
Multipotentes
10T1/2 camundongo embrido de camundongos
3T3-F442A camundongo embrido de camundongos Swiss (células 3T3)
Unipotentes
hMSC imortalizada humano
3T3-L1 camundongo embrido de ratos Swiss
Obl17 camundongo gorduraepididimal de ratos ob/ob
TA1 camundongo subclone de 10T1/2 tratado com 5-azacitidina
Lisa-2 humano liposarcoma

Linhagem celular
WAT de todos os depositos de recém-nascidos e
Primaria rato adultos
WAT de todos os depositos de recém-nascidos e
Primaria camundongo adultos
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WAT de todos os depositos de recém-nascidos e
Primaria humano adultos

camundongo, rato ¢
Células tronco adultas humano medula dssea

SGBS humano Subcutdneo WAT de uma crianga com SGBS

hMSC = Célula tronco mesenquimal
WAT = Tecido adiposo branco

Fonte: Adaptado de Fischer-Posovskzy et al. 2008.

2.4 Genes de Interesse

2.4.1 VDR

As respostas bioldgicas ao hormoénio 1,25(OH).D3 sdo mediadas pelo receptor da
vitamina D (VDR). O receptor ¢ originalmente identificado como uma proteina associada a
cromatina, que se liga a este metabolito ativo. Ao chegar a célula alvo, a 1,25(OH)2Ds se
dissocia da sua proteina ligante, normalmente albumina, e entra no nucleo da célula,
interagindo com o produto do gene VDR. O VDR ¢ um fator de transcricdo que gera sinais de
transducdo complexos ao formar um heterodimero com o receptor X de retindide (RXR). O
ligante heterodimero VDR-RXR ¢ capaz de reconhecer os elementos responssiveis a vitamina
D (VDREs) na sequéncia de DNA, responsavel por regular genes ativados, portanto, pela
vitamina D (WHITFIELD et al., 2005; HAUSSLER et al., 2011).

Estudos dessas agdes moleculares podem nortear o entendimento dos efeitos alvo do
VDR na fisiologia. Parte deste arranjo de efeitos especificos e sensibilidade sdo determinados
pelo estado de epigenética intrinseca e expressao compartilhada de co-fatores, e complexos de
modificagdo de histonas. Recentemente a vitamina D3 demonstrou efeitos na proliferagao
celular e diferenciacdo em uma variedade de tecidos (YANG et al., 2012). Por exemplo, o
VDR ¢ importante na diferenciacdo de células tronco mesenquimais para células dsseas e
adipdcitos. Estes estudos permitem uma ampla compreensao da interacao da 1,25(OH).Ds e o
controle da fisiologia do corpo humano em geral (CARLBERG & CAMPBELL, 2012).

Na cascata de ativacdo da adipogénese, outros ativos metabdlicos envolvem os genes,
porém a vitamina D destaca-se como um dos metabdlitos chave para a compreensdo e

modulagdo desta via. A via pela qual a 1,25(OH)>D3 conduz a diferenciacao total do pré-
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adipocito ndo esta totalmente elucidada, contudo, evidéncias sugerem que a ativacao de genes
primarios (como o VDR, genes da familia PPAR e da familia C/EBP) e suas respostas em

cascata compdem o cerne desta complexa via.

24.2 GR

O gene GR (receptor de glucocorticoide) também denominado na literatura como
NR3CI (GEELEN et al., 2013; MOREIRA et al., 2013) ¢ um fator de transcri¢ao ligante-
dependente que pertence a super familia dos receptores nucleares hormonais. As duas
principais vias moleculares pelas quais o GR controla a transcricdo sdo: i) a dimerizacdo e
ligagdo direta a elementos positivos ou negativos da resposta a glucocorticoéides (GRE) e ii) a
acdo dos monomeros GR que influenciam indiretamente a transcricdo de genes por meio de
interagdes proteina-proteina com outros fatores de transcri¢do (por exemplo VDR-RXR)
(SILVERMAN & STERNBERG, 2012).

Devido a interagdo dos glucocorticoides com a enzima responsavel pela conversao da
vitamina D a sua forma ativa, a alteracdo na transcri¢ao dessa enzima, acabam por, definirem
novos mecanismos de cooperacdo funcional dos genes GR, C/EBPf ¢ VDR na regulacao do
catabolismo da 1,25(0OH):D3 (DHAWAN& CHRISTAKOS, 2010).

Da familia dos hormdnios esteroides, o glucocorticoide desempenha uma acgao critica e
complexa sobre o metabolismo de triglicerideos (TG). Durante o jejum, tanto curto quanto
prolongado, os niveis de glucocorticoides na circulagdo aumentam, estimulando a lip6lise dos
adipocitos e, entdo, o TG ¢ hidrolisado a 4cido graxo (AG) e glicerol. Acidos graxos livres
(AGL) sao mobilizados para o musculo esquelético e para o figado para serem oxidados e
usados como energia, enquanto o glicerol se transforma em substrato para gluconeogénese
hepéatica. O mecanismo oposto, de estoque dos acidos graxos livres, também ¢ mediado pelos
glucocorticoides, demonstrando provaveis efeitos tanto para a lipogénese quanto para a
lipolise, dependendo da necessidade de depdsito da gordura (WANG et al., 2012)

Esta rede de sintese e degradagao do triglicerideo estd intrinsicamente ligada ao gene
GR. A homeostase dos triglicerideos armazenados nos adipocitos esta ligada a agdo da via de
mecanismos que o gene GR desencadeia apos ativagdo e, portanto, abre caminhos para novos
questionamentos no campo da interacao nutriente versus doenca, podendo este gene participar

ativamente da captacao de triglicérides do adipdcito (YU et al., 2010).
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O gene GR e seus ligantes do cortisol estdo presentes como fatores centrais da

regulagao e controle dos eventos da adipogénese em humanos (LAHNALAMPI et al., 2010).

2.4.3 PPARy

O receptor nuclear PPPARy ¢ requerido para a formagdo do tecido adiposo e ¢
também alvo para drogas de sensibilizagdo a insulina, usadas no tratamento de doencas
envolvidas na sindrome metabolica, como a diabetes (LEHRKE & LAZAR, 2005). O PPARy
atua como um ativador transcricional de varios genes especificos nos adipdcitos envolvidos
na sintese, direcionamento e estocagem de lipideos, sendo uma das chaves para a manutencgao,
funcdo e regulagcdo da diferenciacdo dos adipécitos (FARMER, 2006). O PPARy se liga a
elementos de respostas formando heterodimeros associados com a maioria das indugdes
génicas relacionadas ao metabolismo de lipideos e glicose (NIELSEN et al., 2008).

Estudos in vivo demonstraram que a forma ativa da vitamina D3 exerce uma agao de
sensibilizacdo a insulina pelo aumento da expressio dos receptores de insulina
nos tecidos periféricos e facilita o transporte de glicose mediado pela insulina (NAZARIAN et
al., 2011; RYU et al., 2013). Além disso, a vitamina D3 regula diretamente o metabolismo de
AGL, agindo sobre o PPARy e melhorando a resisténcia a insulina induzida por AGL.
Portanto, a deficiéncia de vitamina D pode agravar o grau de resisténcia a insulina, por meio
de um maior fluxo de AGL na corrente sanguinea (ZHOU et al., 2008).

Rosen et al. (2002) demonstraram dois modelos do papel dos genes C/EBPo. ¢ PPARy
na adipogénese. No primeiro modelo os genes PPARy e C/EBPa induzem a expressao um do
outro ¢ podem agir independentemente na promog¢do da diferenciacdo de adipocitos; ja no
segundo apresenta um modelo alternativo onde o gene PPARy ¢ o regulador direto da
adipogénese, enquanto o gene C/EBPa possui papel central na manuten¢do da expressdo do

gene PPARYy e na promocgao da sensibilidade a insulina.

2.5  Justificativa para o Desenvolvimento do Estudo

A interagdo da vitamina D3 na via adipogénica ainda ndo estd totalmente esclarecida.

As vias moleculares sdo pecas chaves para o entendimento da via adipogénica, e auxiliam no

futuro desenvolvimento de novas terapias. Estudos com o objetivo de esclarecer as vias
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moleculares da adipogénese sdo de interesse de saude publica, auxiliando no desenvolvimento
de novos caminhos da nutri¢do ¢ medicina personalizadas. Com isso, o presente estudo visa
entender essas interagdes in vitro utilizando-se pré adipocitos humanos SGBS para a

avaliag¢do da expressdo dos genes VDR, GR ¢ PPARYy.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

- Determinar os efeitos da vitamina D (1,25(OH),D3) na expressao dos genes PPARYy,

VDR e GR em pré-adipocitos, fase primaria de maturacao do adipocito e em adipdcitos SGBS.

3.2 Especificos

- Avaliar a expressao dos genes PPARy, VDR ¢ GR em células SGBS submetidas ao
tratamento com 1,25(OH),D3 nos tempos 0, 4, 12 ¢ 24 horas e nos tempos 4, 8 e 12 dias.

- Avaliar a expressao dos genes PPARy, VDR e GR em células SGBS nao tratadas com
1,25(0OH)2D3 nos tempos 0, 4, 12 e 24 horas e nos tempos 4, 8 e 12 dias.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Delineamento Experimental

Para este estudo foram feitas trés repeti¢des bioldgicas independentes. Os frascos de
cultura foram designados para o experimento ap6s atingirem 90% de confluéncia. Os frascos
foram separados por tempo de tratamento (4 horas, 12 horas, 24 horas, 4 dias, 8 dias e 12
dias) e os pré-adipocitos considerados as células do tempo 0 hora. Em todos os tempos
avaliados as células foram divididas em dois grupos: controle (tratados com etanol) e tratados
(tratados com 1,25(OH).D3).

Apo6s cada tempo de tratamento das células, realizou-se a extragdo de RNA total e,

posteriormente, RT-qPCR para andlises de expressao génica.

4.2 Cultura de Células

Pré-adipocitos humanos da linhagem celular SGBS foram cultivados em placas de
cultura de 9cm?® (TPP), em estufa com controle de umidade a 95% ¢ concentragdo de CO; a
5%. As placas foram tratadas com uma solugdo de adesdo contendo gelatina a 0,05% e
fibronectina (Sigma Aldrich). Para o crescimento e proliferacdo celular utilizou-se meio de
cultura Dulbecco’s modified Eagle’s/Nutrient Mix F12 (DMEM/F12) (Gibco, Paisley, UK),
suplementado com biotina (Sigma Aldrich, 8mg/L), d-pantotenato (Sigma Aldrich, 4mg/L),
Antibidtico-Antimicotico 100X (Gibco, 10ml/L) e 10% de FBS (soro bovino fetal, ndo
aquecido), referido como meio de crescimento.

Células confluentes foram tratadas com o meio de crescimento (denominado meio
OF), sem a adi¢ao de FBS, para estabiliza¢do do crescimento celular. Passadas 24 horas, as
células foram tratadas com meio de diferenciagdo, denominado Quickdiff, composto por
DMEM/F12, transferrina humana (Sigma Aldrich, 0,01mg/ml), insulina (Sigma Aldrich,
20nM), cortisol (0,1uM), T3 (Sigma Aldrich, 200 nM), IBMX (Sigma Aldrich, 500 uM) e
rosiglitazona (Sigma Aldrich, 100 nM). Apds 96 horas, o meio de cultura foi trocado por
outro capaz de manter a diferenciagdo, denominado 3FC, composto por DMEM/F12,

trasnferrina humana (0,01 mg/ml), insulina (20 nM) e cortisol (0,1 uM). Realizou-se a troca
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do meio 3FC a cada 96 horas até a total diferenciacdo e amadurecimento dos adip6citos, os

quais ocorreram até o 12° dia de cultura.

4.3  Condi¢oes e Tempo de Tratamento com a 1,25(OH)2D3

Células com 90% de confluéncia receberam tratamento com 1,25(OH),D3; a 100nM,
enquanto o grupo controle foi tratado com etanol (0,001%), uma vez que esse foi o veiculo de
diluicdo da vitamina. A concentragdo da vitamina D para tratamento foi sugerida pelo
consultor do projeto, Prof. Carsten Carlberg, da University of Estern Finland, Kuopio,
Finlandia, com base em experiéncias anteriores obtidas em seu Laboratério. A 1,25(OH)2D3
foi adicionada a cada troca de meio.

De acordo com as sequéncias de eventos ocorridas no decorrer da adipogénese,
considerou-se pré-adipdcitos as células do tempo 0 hora; em fase primaria de diferenciagdo as
células dos tempos 4 horas, 12 horas, 24 horas; em fase final de maturacdo as células do

tempo 4 e 8 dias e adipdcito maduros as células do tempo 12 dias.

4.4  Analise da Expressao Génica

44.1 Extracdo de RNA

Realizou-se extragdes de RNA total nos diferentes tempos, de acordo com o protocolo,
para avaliacdo dos niveis de expressdo do mRNA dos genes alvo.

O RNA total das células foi isolado e purificado utilizando-se o kit RNeasy Mini Kit
(Qiagen), de acordo com protocolo do fornecedor. O RNA isolado foi quantificado no
NanoDrop (ThermoScientifc), sendo que a razao A260nm/280nm manteve-se entre 1,9 e 2,1,
e a integridade confirmada usando eletroforese (80V, 30mA, 30 minutos) em gel de agarose

0,4%.

4.4.2 Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado a partir de 1 pg do RNA total extraido. O volume final da
reacdo foi de 20 pL, composto por 10% de tampao de reagdo (200 mM Tris-HCI (pH 8.4),
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500 mMKCI — Invitrogen), 1,5 mM de MgCI2 (Invitrogen), 0,5 mM de dNTPs (Invitrogen),
80 pmol de Oligo dT12-18 (Invitrogen), 100 pmol de RandomPrimers (Invitrogen), 10
unidades da enzima SuperScript III (Invitrogen) e 2 unidades da enzima RNaseOut
(Invitrogen). Inicialmente, uma mistura constituida apenas por RNA, Oligo dT12-18,
RandomPrimers e dNTPs foi submetida a uma pré-incubagdo de 10 minutos a 65° C em
termociclador Veriti (AppliedBiosystems), seguido de choque térmico em gelo. Uma segunda
mistura contendo os demais constituintes foi preparada e adicionada a mistura inicial,
totalizando 20 uL. Em seguida, a mistura final obtida foi submetida ao seguinte programa de
reacdo em termociclador Veriti: 2 minutos a 25° C, 45 minutos a 50° C e 15 minutos a 70° C.
Para minimizar variagdes de desempenho da transcriptase reversa trés reagdes distintas
de sintese de cDNA foram realizadas para cada experimento, cujos produtos foram
incorporados para obtengdo de uma Unica mistura referente a cada amostra em sua respectiva
condi¢do de cultivo, como descrito por Pfaffl (2004) e Bustin et al. (2005). Os cDNAs
sintetizados também foram quantificados por espectrofotometria, € a concentracdo final

ajustada para 50 ng/pL.
4.4.3 RT-PCR

A reagdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (RT-qPCR) foi utilizada
para avaliar a expressao relativa dos genes de interesse. O gene RPLP( (proteina ribossomal

P0) foi usado como gene constitutivo (Tabela 2).

Tabela 2: Sequéncias dos primers dos genes alvos e constitutivos

Gene Foward Reverse
VDR® 5’AGATGACCCTTCTGTGACCC 3' [5’AGCTTCTTCAGTCCCACCTG 3°
GRY 5’GGAACTTACACCTGGATGAC 3' |5°GTAACTCAGAGGAAACATACAG 3

PPARG"
RPLPO™

5S’CGACCAAGTAACTCTCCTCA 3° | S’GTTCCGTGACAATCTGTCTG 3’
S’AGATGCAGCAGATCCGCAT 3° S’GTGGTGATACCTAAAGCCTG ¥’

Fonte: *‘WABITSCH et al., 2001; (LAHNALAMPI et al., 2010; CHOLICK, 2012.

Os dados da RT-qPCR (reagdo em cadeia da polimerase quantitativa) foram

normalizados por meio da avaliagdo da razdo do Ciclo Threshold (Ct) entre os genes de

interesse € o gene constitutivo, que foi amplificado em conjunto.
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Os dados referentes a expressao génica foram obtidos pelo emprego da técnica de PCR
em tempo real, com a utilizagdo do sistema CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad). Para tal, foi utilizado o kit SsoAdvancedTM SYBR® Green Supermix
(Bio-Rad — cat. N° 1725260), seguindo recomendacdes do fabricante, para um volume final
de 10 pL, utilizando 5 pmol de cada oligonucleotideo iniciador e 250 ng de cDNA molde.

A mistura de reagdo foi submetida ao seguinte programa de amplificagdo: 50° C por 2
minutos; 95° C por 5 minutos; 40 repeticdes de ciclos de 15 segundos a 95° C (desnaturacao),
15 segundos a 60° C (anelamento) e 30 segundos a 72°C (extensdo). Todas as reagdes foram
realizadas em triplicatas técnicas.

A especificidade da amplificagdo foi avaliada para cada amostra assegurando que
apenas o produto de interesse fosse amplificado em cada reagdo, por meio da curva de fusao
(melting curve), variando-se a temperatura de 50° C a 98° C em 0,5° C/2 segundos. Os dados

foram analisados pelo CFX Manager™ software (Bio-Rad).

4.5 Analise estatistica

Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo (SD). As RT-qPCR foram
realizadas em trés repetigdes bioldgicas, e, por esse motivo, para a identificagdo de outliers
realizou-se o teste de Grubbs (GRUBBS, 1969).

A expressdo basal dos genes foi calculada por meio da formula 2-“Y e usou-se a
formula 2-44CY (Pffafl, 2002) para o célculo da expressdo relativa do gene de interesse em
funcdo do gene constitutivo, onde 0 AACt é 0 ACt(ratamento) - ACt(veiculo), sendo que o ACt € o
Ct(gene alvo) - CtrrLPo). A 1azdo da expressdo relativa (fold change) foi feita dividindo-se o 2~
(A4ACY do grupo tratado com vitamina D pelo 2 *4Y do grupo controle com o etanol, para cada
tempo.

Para anélise de diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, os resultados
do fold change foram transformados em log(2) e, posteriormente, analisados por meio do teste
t de Student para uma amostra, para todos os genes de interesse e tempos estudados.

Para validac¢do do constitutivo utilizado aplicou-se a Analise de Variancia (ANOVA)
com os valores dos Ciclos Threshold (Ct) obtidos de cada amplificagdo. Ja para analise de
diferencas entre os tempos e tratamentos com o tempo Oh, para cada gene de interesse,

aplicou-se a ANOVA, seguido por Dunnet, quando necessario. Seguiu-se a analise com o
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teste F, a fim de verificar diferencas estatisticamente significativas entre a fase inicial de
maturacao (4 horas, 12 horas e 24 horas) e a fase tardia de maturagdo (4 dias, 8 dias e 12
dias).

Meédias foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p foi

menor que 0,05. A anélise estatistica foi realizada através do sofiware R.
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5 RESULTADOS

A expressao relativa em fun¢do do gene constitutivo foi obtida para avaliar a variacao
da expressdo basal entre os tempos analisados (4h, 12h, 24h, 4 dias, 8 dias e 12 dias), e cada
grupo (controle e tratado), com os pré-adipocitos. O gene constitutivo RPLP( apresentou
pouca variancia entre os tempos pesquisados, mostrando-se um constitutivo ideal para as
analises no presente estudo (p=0,9973).

O gene VDR nao apresentou mudangas estatisticamente significativas entre a
expressao relativa das células tratadas com vitamina D3 (VD) e tratadas com etanol,

pertencentes a cada tempo estudado, quando comparadas ao tempo 0 hora (Figura 1).

Figura 1 - Expressao relativa do gene VDR em relagdo ao gene constitutivo, nos grupos

tratado e controle, para cada tempo avaliado.
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A RT-qPCR do RNAm das células SGBS foi realizada para determinar a expressao relativa dos genes alvos em
relacdo ao constitutivo RPLP0. As colunas representam a média de trés repeticdes bioldgicas e as barras indicam
o desvio padrao. As significancias foram determinadas através da Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Dunnet entre grupos, para todos os tempos, e o pré-adipocito nio diferenciado. VD = vitamina Ds3; EtOH

= Etanol.

Os resultados de expressdo relativa para o gene GR apresentaram uma diferenca
significativa (p<0,05) para o grupo controle, nos tempos 12 horas, 24 horas, 4 dias, 8 dias e 12

dias e, também para o grupo tratado, nos tempos 12 horas, 24 horas, 4 dias e 8 dias, quando
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comparados com o tempo 0 hora (pré-adipdcito) (Figura 2).

Figura 2 - Expressao relativa do gene GR em relagdo ao gene constitutivo, dos grupos

tratado e controle para cada tempo avaliado.
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A qPCR do RNAm das células SGBS foi realizada para determinar a expressdo relativa dos genes alvos em
relacdo ao constitutivo RPLP(. As colunas representam a média de trés repeti¢des bioldgicas e as barras indicam
o desvio padrdo. As significancias foram determinadas através da Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Dunnet entre grupos, para todos os tempos, e o pré-adipdceito ndo diferenciado (Oh) (* p<0,05; **p<0,01;

*#*p<0,001). VD = vitamina D3; EtOH = Etanol.

O gene PPARYy, assim como o gene GR, apresentou uma diferenca significativa em sua
expressdo relativa, quando comparado com os pré adipocitos ndo tratados (Oh). Porém, os
resultados encontrados somente nos tempos 8 dias e 12 dias de diferenciacdo, em ambos os
grupos, demonstraram uma possivel alteragdo de expressdo do PPARy na fase tardia de

maturacao dos adipocitos (Figura 3).
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Figura 3 - Expressao relativa do gene PPARy em relagdo ao gene constitutivo, dos grupos

tratados e controle, para cada tempo avaliado.
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A qPCR do RNAm das células SGBS foi realizada para determinar a expressdo relativa dos genes alvos em
relacdoao constitutivo RPLP(. As colunas representam a média de trés repeticdes biologicas e as barras indicam
o desvio padrdo. As significancias foram determinadas através da Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Dunnet entre grupos, para todos os tempos, e o pré-adipdcito ndo diferenciado (0h) (* p<0,05; **p<0,01;

***p<0,001). VD = vitamina D3; EtOH = Etanol.

A Figura 4 apresenta o fold change dos genes de interesse, nos diferentes tempos
analisados, em células SGBS. O fold change foi obtido da razdo da expressdo relativa dos
genes alvos (VDR, GR e PPARy) entre os grupos (tratado e controle) a fim de avaliar se o
grupo tratado com a vitamina D obteve uma expressdo estatisticamente diferente do grupo
controle (EtOH). Calculou-se o fold change seguido pelo teste ¢ de Student para uma amostra.
Os valores encontrados ndo foram significativos, com excecdo do gene VDR (Tabela 3).

Assim, foi observada uma expressao negativa de 2,87 vezes menor que a expressao em
c€lulas tratadas com vitamina D, para o gene VDR, no tempo 4 dias, retornando a uma
expressao basal no tempo 8 dias (fold change de 1,07) e, no tempo final (12 dias), novamente,
uma expressao negativa de menos 2,47 vezes, nas células tratadas com vitamina D. Apenas o
valor de fold change do tempo 4 dias para o gene VDR foi estatisticamente significativo

(p<0,05).



29

Figura 4 — Fold change dos genes alvos nos diferentes tempos analisados em células SGBS.
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As colunas representam as médias de trés repeti¢des biologicas e a barras os desvios padrdes. O Teste ¢ de
Student para uma amostra foi realizado para determinar as diferencas significativas entre os grupos analisados

para os tempos do estudo (*p<0.05).

Estudos pilotos demonstraram que a fase inicial de maturacdo dos adipdcitos
apresentava um padrdo de expressdo diferente da fase final de maturagdo, fato observado na
analise de fold change do gene VDR. Dessa forma procurou-se verificar se, por meio do teste
F entre os valores de fold change, se a fase inicial (4 horas, 12 horas e 24 horas) de maturagao
foi estatisticamente diferente da fase final (4 dias, 8 dias e 12 dias). Os valores de p
encontrados foram de 0,064 para o gene VDR, 0,631 para o gene GR e de 0,674 para o gene
PPARy. Assim, observa-se que os genes alvos do estudo ndo apresentaram diferencas quando
o padrao de expressao encontrado na fase inicial de maturagdo e na fase final de maturagao

dos adipocitos SGBS.
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Tabela 3 - Valores médios de foldchange das células SGBS em diferentes tempos.

VDR

Tempo Média
4h 1,222 + 0,585
12h 1,052 + 0,366
24h 1,595 + 1,290
4dias -2,873*  + 0,144
8dias 1,075 £+ 0,421
12dias 2474+ 0,302

Tempo Média
4h 1,540 + 0,439
12h 1,125 + 0,254
24h 1,040 + 0,038
4dias 1,365 <+ 0,326
8dias 1,119 <+ 0,153
12dias 1,033 + 0,020

PPARy

Tempo Média
4h 1,134  + 0,097
12h 1,138 + 0,500
24h 1,164 + 0,108
4dias 1,601 + 0,703
8dias 1,430 + 0,243
12dias 1,330 + 0,206

A gPCR do mRNA das células SGBS foi realizada para determinar a expressao relativa dos genes alvos em
relacdo ao constitutivo RPLP(. As significancias foram determinadas através do teste de ¢ de Student para uma
amostra, para todos os tempos (¥p<0,05).
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6 DISCUSSAO

A 1,25(0OH),D3; modula a adipogénese por meio da ativagdo do seu receptor VDR
(CHENG et al., 2012) e varios estudos tém sido realizados para investigar os mecanismos
moleculares subjacentes aos efeitos da vitamina D na adipogénese (SHI et al., 2002;
BLUMBERG et al., 2006; KONG & LI, 2006; BINH et al., 2011; OCHS-BALCOM et al.,
2011). Nimitphong et al. (2012) demonstraram que, embora a 1,25(OH)2D3 nao afete o
marcador primario da adipogénese, o gene C/EBPp, ela foi capaz de manter a expressao dos
genes C/EBPa e PPARy elevada durante a fase final de diferenciagcdo, quando o meio de
cultura celular para a diferenciacdo teve a adi¢do de 1,25(OH).Ds. Por isso, os autores
creditam a promocdao da diferenciagdo de pré-adipocitos humanos pela vitamina D, a
manutengdo de altos niveis de expressdo desses fatores de transcricdo chave para a
adipogénese, resultado também encontrado em nosso estudo com relagdo ao gene PPARYy.

Kong & Li (2006) observaram que o tratamento com 1,25(OH).D3 foi capaz de
estabilizar a expressao do VDR em células 3T3-L1 por, pelo menos, um dia adicional. Os
autores sugerem que a estabilizacdo do VDR pelo tratamento com vitamina D3 pode mediar os
efeitos na adipogénese. Esta constatacdo ¢ consistente com a hipotese de que qualquer
influéncia da vitamina D na adipogénese, provavelmente, seria exercida no inicio da transi¢cao
de pré-adipocito para adipocitos maduro onde o VDR estaria mais disponivel (LUONG &
NGUYEN, 2013).

No presente estudo, a avaliagdo da expressdo relativa do gene VDR nos tempos
avaliados ndo foi significativa em relagdo ao pré-adipdcito (Figura 1). No entanto, os
resultados do fold change sugerem que o gene VDR possa influenciar na fase tardia de
maturacao celular através da interagdo com outros genes e/ou fatores de transcri¢ao, uma vez
que apods 8 dias de diferenciag@o dos adipdcitos, o gene VDR apresentou uma expressao basal
positiva (1,07), sendo que o perfil de expressdo encontrado na literatura demonstra uma
regulagdao negativa do gene VDR apds 24 horas de diferenciacdo (Figura 4). Esse repentino
retorno aos niveis basais de expressao do gene VDR, ap6s 8 dias, apresenta-se como um dado
novo, frente as descobertas da modulacdo da adipogénese pela vitamina D.

A cascata de ativagdo que o gene VDR proporciona ¢ ampla e nem todos os sitios
genOmicos sao ainda conhecidos. No entanto, os principais sitios sdo: a ativacdo dos genes

CYP27B1 (TURUNEN et al., 2007) e CYP24 (VAISANEN et al., 2005), CCNC (gene ciclina
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C) (SINKKONEN et al., 2005) e da familia do gene /IGF (MATILAINEN et al., 2005).
Hikkinen et al (2011) trataram monocitos da linhagem THP-1 com 1,25(OH)2D3 por 4 horas e
encontraram mais de 2.300 sitios gendmicos expressos apos a ativacdo do VDR, concluindo
que a maioria destes genes encontrados, por meio da analise de micro arranjo, sdo genes alvos
primarios do VDR, sendo que a maioria (64%) dos genes alvos da 1,25(OH)>D3 tinham
expressdo positiva. Pouco se sabe ainda se estes mesmos sitios gendmicos sdo ativados em
qualquer fase de maturagdo celular, sob a presenga do ligante do VDR. Assim sendo, ainda
nao ¢ completamente conhecido se a expressao positiva em um tempo tardio de diferenciagao
celular, como a encontrada no nosso estudo, para adipocitos, pode resultar em uma nova
cascata de ativacdo de sitios gendmicos, e, ainda, se os genes sdo os mesmos da cascata
inicial.

O gene GR (ou NR3CI) e seus ligantes do cortisol estdo presentes como fatores
centrais na regulacdo e controle dos eventos da adipogénese em humanos. Lahnalampi et al.
(2010), em estudos com células SGBS, apresentaram resultados de fold change negativos para
o gene GR em toda a fase de diferenciagdo celular. Os nossos resultados mostraram que, com
a presenca de vitamina D3, a expressao relativa do gene GR foi positiva em comparagdao com
o constitutivo, e foi diferente estatisticamente quando comparado com o pré-adipocito (Figura
2).

Ja Nimitiphong et al. (2012), ap6s cultivo de adipocitos SGBS e tratamento com
1,25(0OH)2D3, observaram uma expressao positiva do gene PPARy nas células tratadas no
tempo inicial de maturagdo celular. Lahnalampi et al. (2010) cultivaram a linhagem celular
SGBS, porém sem associacdo a um tratamento, € observaram uma expressao positiva para o
gene PPARy nas células nao diferenciadas (pré-adipocitos) e uma expressdo negativa nos
adipdcitos maduros. Os resultados do presente estudo corroboram com ambos os estudos
citados acima, no que tange a expressdo do gene PPARy nos adipocitos em fase inicial de
maturacgdo celular. No entanto, com o tratamento da vitamina D3, os adipdcitos maduros (4
dias, 8 dias e 12 dias) apresentaram uma expressao relativa positiva do gene PPARy, quando
comparada com o tempo inicial de maturagao, representado no estudo pelos tempos 4 horas,
12 horas e 24 horas. Observa-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa no
padrao de expressdao do PPARYy entre a fase inicial e tardia de maturagdo. Estudos realizados

em células mesenquimais humanas, submetidas a diferenciacdo celular para adipdcito,
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mostrou expressao positiva do PPARy em todos os tempos de maturacdo celular (ULLAH et
al., 2013), o que esta de acordo com os resultados encontrados no presente estudo.

As respostas dos genes sdao reconhecidas pelos efeitos em cascata que os mesmos
promovem. A Figura 5 refere-se as intera¢des proteina-proteina, organizadas com a utilizagao
do banco de dados STRING (Versdo 9.1). Este banco de dados possibilita a constru¢ao de
uma rede de proteinas codificadas por um genoma especifico. Neste caso, foram utilizados os
genes de Homo sapiens com modificagcdes no padriao transcricional estudados no presente
trabalho. O banco de dados STRING considera apenas uma unica isoforma do gene em
questdo e apresenta um score de interagdo derivado de andlises estatisticas de co-ocorréncia,
da interagdo proposta ao banco de dados (VDR-PPARy-GR), baseado em artigos cientificos e
em outros bancos de dados. O valor maximo do score ¢ 1 (um), sendo que acima de 0,7 o

score ¢ de alta confianca (JENSEN et al., 2009; FRANCESCHINI et al., 2013).

Figura 5 — Rede de interacao entre VDR, PPARy, GR e outros genes.

NR3C1

Rede de interagdo entre as proteinas dos genes estudados, realizado através do banco de dados STRING.
PPARG, receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama; VDR, gene receptor de vitamina D; RXR,
receptor X de retindide; NCORI, receptor nuclear co-receptor; NCOAI receptor nuclear co-ativador 1; NR3CI
(GR) receptor de glucocorticoide; MEDI, complexo mediador de subunidade 1. A linha azul representa a ligago

entre os genes e a linha preta uma reagdo entre os genes. Fonte: STRING.
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Um estudo recente, realizado com células mesenquimais humanas, isoladas da crista
iliaca e submetidas a avaliagdes de micro arranjo ¢ PCR em tempo real, demonstra essa
interacdo entre os genes, separando-os por vias moleculares de atuacdo como metabolismo do
acido graxo, sinalizacdo celular, biossintese de 4acidos graxos ndo saturados, diabetes tipo 2,
entre outros (GEELEN et al., 2013). Estas inter correlagdes dos genes sdo responsaveis pelas
multiplas respostas bioldgicas que um Unico substrato pode causar na fisiologia dos tecidos
humanos. Como o caso da ligagdo do VDR com o seu heterodimero RXR, e conseguinte
ligacdo com o gene PPARy, ¢ bem descrita na literatura e apresentada no nosso trabalho
(WHITFIELD et al., 2005; DHAWAN & CHRISTAKOS, 2010; HAUSSLER et al., 2011)

Através da rede representada pela Figura 5 percebe-se a interacdo entre os genes de
interesse estudados por meio de outros receptores nucleares, configuragdo essa, de alta
confianca, uma vez que o score gerado pelo banco de dados foi de 0,999. A regulacao
transcripcional por receptores nucleares ¢ mediada pelo recrutamento dos genes co-ativadores
(NCOAI) e co-repressores (NCORI) os quais sdo ativados pelo hormdnio da tiredide T3, Este
hormonio faz parte do meio de cultura para diferenciacao celular da linhagem SGBS, e, em
humanos, regula a termogénese ¢ mantém a homeostase dos lipidios (ZHU et al., 2013). Estes
genes e receptores do glucocorticoide e hormoénios tireoideanos sdo modulados pelas
transcrigdes dos elementos responsiveis ao receptor de vitamina D (score de ligacdo entre
VDRE e GR de 0,997) e, portanto, se relacionam com a teia de ativagdo molecular da
1,25(OH)2D3 (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2008; MARSHALL et al., 2012). A expressao
relativa positiva do gene GR durante toda a fase de diferenciac¢do celular e suas diferengas
estatisticas entre os tempos finais de andlise com os pré-adipocitos, (Figura 2) podem
representar a interacao que os genes receptores de glucocorticoides possuem na diferenciagdao
e maturagao dos adipécitos.

A total intera¢do dos receptores nucleares co-repressores e co-ativadores ainda precisa
ser melhor esclarecida. Estudos apontam que hd uma interagcdo entre a expressdo destes
receptores com o receptor de vitamina D (VDR) na intengdo de regular os genes alvos que
medeiam as vias de proliferacao celular (BATTAGLIA et al., 2010). Na diferenciacao das
células adiposas de ratos, estes co-repressores regulam a agdo do PPARy (YU et al., 2005) e
dos dominios de interacdo distintos do reconhecimento dos receptores nucleares (SUTANTO
et al.,, 2007). Como exemplo, em c¢€lulas epiteliais de prdstata ndo malignas (RWPE-1),

cultivadas in vitro e tratadas com vitamina D3, a expressao aumentada do NCOR/ restringiu a
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sinalizagdo do PPARy, diminuindo a sensibilidade do VDR e seu heterodimero RXR
(BATTAGLIA et al., 2010).

Os genes VDR e PPARy possuem forte interagdo entre si (score 0,900), assim como o
heterodimero VDR-RXR e PPARYy (score 0.999). Assim sendo, as mudangas de expressao dos
genes em fases distintas de proliferagao celular levam a modificagdes em toda essa via de
interagdo. Uma diferenca na expressao do VDR no oitavo dia de cultura celular, como a obtida
no nosso estudo (Figura 4), pode interferir na expressao e transcri¢ao dos receptores nucleares

citados, assim como a diferenca da expressao relativa do gene PPARy (Figura 3).
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7 Conclusao

A 1,25(OH)2D3 possui um papel importante na via molecular da adipogénese,
atuando sobre genes que modulam a diferenciacdo. O estudo da variagdo na expressdo génica,
em diferentes tempos, em cultura celular, demonstra a agdo desta vitamina durante a
maturacao da célula, até sua fase final, onde possui respostas fisioldgicas de um adipdcito
maduro.

A acdo dos genes VDR e PPARy nas vias de proliferacdo celular, resposta de
sinalizacdo intracelular e outros processos de regulagdo, intensifica a constatagdo de que a
vitamina D3 modifica a expressdao dos genes das células alvos de estudo, como os adipdcitos,
seja na fase inicial ou final de maturagdo celular. A cascata iniciada por estes genes ¢
altamente interligada, tendo influéncia sobre genes de diferenciacdo celular, sintese de
lipidios, gasto energético e regularizagdo da insulina. A interven¢do da vitamina D; na
expressao génica em células SGBS na fase tardia de maturacao celular, via retorno da
expressao do gene VDR a niveis basais no oitavo dia de maturagdao celular, podera
desencadear estas e outras vias, que com estudos mais abrangentes de arranjos génicos
poderao ser esclarecidos.

As variagdes da expressao relativa do gene GR durante o periodo de diferenciacao
das células SGBS encontrados em nosso estudo, podem representar a interacdo que os genes
receptores de glucocorticoides possuem na diferenciacdo e maturacao dos adipdceitos, uma vez
que os fatores de transcri¢do modulados pela vitamina D3 atuam, também, nestes receptores
nucleares (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2008; MARSHALL et al., 2012). A interacdo dos
genes de interesse desse estudo representam uma fracao da grande e complexa rede molecular
envolvida na adipogénese. Alteragdo nos valores de expressao dos genes VDR, GR e PPARy
podem interferir na via da adipogénese por varios meios, j4 que micro € macronutrientes
atuam diretamente na expressao de genes, modulando suas respostas (RONTELTAP et al.,
2013). A vitamina D3, portanto, participa na rede da adipogénese por meio da modificagdo da
expressao de genes, como demonstrado pelos resultados encontrados neste estudo.

Pesquisas com adipdcitos humanos do tipo SGBS vem se tornando mais

frequentes nos ultimos anos. Na base de dados e peridodicos do NCBI (National Center for
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Biotechnology Information) estdo disponiveis cerca de 156 artigos publicados que
trabalharam com esta linhagem celular.

De acordo com os resultados encontrados no presente estudo a vitamina D3 possui
influéncia sobre a expressdo dos genes alvos estudados, durante todo o processo de
diferenciagdo celular. No entanto, mais estudos, incluindo micro arranjos, sdo necessarios
para abranger o entendimento destes resultados e, assim elucidar, a influéncia do gene VDR e

seu hormdnio promotor na adipogénese.
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