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RESUMO

O sistema nervoso simpatico desempenha importante papel no sistema cardiovascular
e no metabolismo, sendo que os receptores adrenérgicos do subtipo B3 (Bs—AR) estdo
amplamente distribuidos em diferentes células, encontrando-se especialmente no tecido
cardiaco, musculatura lisa e tecido adiposo. Esses receptores estdo relacionados a
diversas agles fisiologicas, como relaxamento da musculatura lisa vascular e nédo
vascular, lipolise do tecido adiposo branco e termogénese do tecido adiposo marrom.
Por outro lado, a importancia dos Bz —AR no tecido adiposo perivascular (PVAT) e
regulacdo do tono vascular ndo é conhecida. O mirabegron (YM-178) é um agonista
Bs-AR seletivo, atualmente desenvolvido por Astellas Pharma Inc., e aprovado desde
2012 pelos EUA, para tratamento de bexiga hiperativa, considerando a acdo dos
receptores Bz-AR no relaxamento do musculo liso. Contudo ndo existe nenhum estudo
envolvendo o mirabegron nos parametros cardiometabdlicos plasmaticos e no
metabolismo do tecido adiposo e em modelos de obesidade. Objetivos: Analisar os
efeitos do tratamento de Mirabegron (Mira), um agonista B3-AR seletivo, por duas
semanas em parametros cardiometabolicos e reatividade vascular na presenca ou
auséncia de PVAT de camundongos obesos. Métodos: Camundongos C57BL/6J foram
divididos em grupos controle veiculo (CTR), controle tratado com Mira (CTR+MIRA),
obeso alimentado com dieta hiperlipidica (HFD 12 semanas) tratado com veiculo (OB)
e obeso tratado com Mira (OB+MIRA). Mira foi administrado por duas semanas
(10mg/kg) na forma de gavagem. Curvas concentracdo-resposta a acetilcolina (ACh
100pM a 30 uM) e serotonina (5HT 1nM a 30uM) foram realizadas em anéis de aorta
PVAT+, PVAT-. Foram medidos a temperatura corporal e gasto energético; bem como
pressdo arterial, frequéncia cardiaca e tolercancia ao esforco, além de analises
bioquimicas de perfil lipidico, glicemia de jejum, insulina sérica, Glicerol, AGL,
TBARS, leptina e TNF-a. Foram calculados o indice HOMA e o indice aterogénico. A
histologia hepética e dos depositos de tecido adiposo foi realizada pela coloracéo de
hematoxilina e eosina. Resultados: O tratamento com Mira (OB+ mira) por duas
semanas aumentou o gasto energético (17%) sem alterar a temperatura corporal,
reducdo do peso corporal (7%), gordura epididmal (25%), colesterol total (17%), LDL-
C (55%), indice aterogénico (45%), TBARS (20%), TNF-a (48%), Glicerol e AGL
(40%), insulina (67%), e indice HOMA (65%) quando comparados ao grupo OB. Os
niveis elevados de leptina (1000%) no grupo OB néo foram alterados pelo Mira. Como
esperado os depositos de lipidios hepéticos, do TAM e PVAT foram aumentado com a
dieta HFD e Mira reverteu parcialmente essa alteracdo, observados na histologia.
Observamos modificacdo nas goticulas lipidicas tecido adiposo inguinal dos grupos
CTR+MIRA e OB+MIRA. Anéis com PVAT+ apresentaram aumento na resposta
maxima (Emax) & SHT (%KCI) em anéis de aorta de OB+MIRA (109+10) comparado
aos outros grupos (CTR: 69+9; CTR+MIRA: 77+11; OB: 659). Conclusdo: Em
camundongos obesos, o tratamento com Mira por duas semanas resultou em
modificacdo dos tecidos adiposos marrom e inguinal, aumento do gasto energético,
melhora de importantes parametros bioquimicos como o perfil lipidico e glicémico,
aléem de reduzir o marcador de estresse oxidativo TBARS, sem contudo alterar a
tolerancia ao esforgo, pressdo arterial e frequéncia cardiaca. Entretanto, em anéis de
aorta PVAT+, o tratamento com Mira resultou em aumento da Emax para 5-HT.

Palavras chave: Mirabegron, obesidade, metabolismo, PVAT, termogénese, B3 —AR.
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ABSTRACT

Sympathetic nervous system plays an important role in the cardiovascular system and
metabolism. In particular, the B3 subtype adrenergic receptors (P3-AR) are widely
distributed in different cells, especially in cardiac tissue, smooth muscle and adipose
tissue. These receptors are related to several physiological actions, such as vascular and
non-vascular smooth muscle relaxation, lipolysis and thermogenesis. In addition, Bs-
AR participates in the increasing of the number of mitochondria at specific sites of
white adipose tissue, called browning of white adipose tissue. Finally, it is not known
whether these receptor subtypes may play a role in regulation of the perivascular
adipose tissue (PVAT) vasomotricity. Despite these important actions involving these
receptor population, studies involving selective 3-AR agonists on obesity state are
scarce. Mirabegron (YM-178) is a selective Pfs-AR agonist, currently developed by
Astellas Pharma Inc. and approved since 2012 by the USA for overactive bladder
treatment, considering the action of Bs-AR receptors on smooth muscle relaxation.
Intrestingly, there is no study involving the effects of mirabegron on cardiometabolic
parameters, adipose tissue metabolism in obesity models. Objectives: To examine the
effects of Mirabegron (Mira) treatment, for two weeks on cardiometabolic parameters
and vascular reactivity in the presence or in the absence of PVAT in obese mice.
Methods: C57BL / 6J mice were divided into vehicle control (CTR), Miratreated (CTR
+ MIRA), obese mice fed with hyperlipid diet (HFD 12 weeks) treated with vehicle
(OB) and obese treated with Mira (OB + MIRA). Mira was given for two weeks (10mg
/ kg) as a gavage. Concentration-response curves to Acetylcholine (ACh 100pM at
30uM) and serotonin (SHT InM at 30uM) were obtained in PVAT + aorta rings,
PVAT-. Body temperature and energy expenditure were measured as well as
biochemical parameters: lipid profile, fasting glycemia, serum insulin, glycerol, FFA,
TBARS, leptin and TNF-a. HOMA index and atherogenic index were calculated.
Hepatic and adipose tissue histology was performed by staining hematoxylin and eosin.
Results: Treatment with Mira for two weeks increased energy expenditure (17%),
without alteration in body temperature. Reduction is body weight (7%), epididymal fat
(25%), total cholesterol (17%), LDL-C (55%), atherogenic index (45%), TBARS %),
TNF-a (48%), Glycerol and AGL (40%), insulin (67%) and HOMA index (65%) was
seen in OB + MIRA when compared with OB group. The increase in leptin levels
(1000%) in OB group was not modified by Mira. In contrast, the increased lipid
deposits in hepatic, TAM and PVAT, observed in histology, was partially reversed by
Mira. We observed changes in lipid droplets in the inguinal adipose tissue of
CTR+MIRA and OB+MIRA groups. Rings with PVAT + showed an increase in the
Emax to 5HT (% KCI) in aortic rings of OB + MIRA (109 + 10) compared with the
other groups (CTR: 69 £ 9; 65 £ 9; CTR+MIRA: 77£11; OB: 659). Conclusion: In
obese mice, treatment with Mira for two weeks resulted in modification of brown and
inguinal adipose tissues, an increase in energy expenditure, improvement of
biochemical parameters such as lipid profile and glycemia, without any modification in
the tolerance to exercise effort, blood pressure and heart rate. On the other hand, in
PVAT + aortic rings, Mira treatment resulted in increased in Emax to 5SHT.

Key-words: Mirabegron, obesity, metabolism, PVAT, thermogenesis, 3 —AR.
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1. INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca crbnica, multifatorial, principalmente caracterizada
por hipertrofia dos adipdcitos, o que resulta em aumento do peso corporal e da
circunferéncia de cintura (SELBY et al., 1989; HAN et al., 1995). E comumente
acompanhada por um desequilibrio no metabolismo energético, glicémico e no perfil
lipidico. Esse desequilibrio resulta em diversas comorbidades, especialmente as
doencas cardiovasculares e o diabetes mellitus tipo 2 (VAN GAAL, 2006). A
Organizacdo Mundial da Sadde (WHO, 2016) alerta que a obesidade ja € um dos
maiores problemas de saude pablica mundial e, além disso, projeta que para o ano de
2025 cerca de 2,3 bilhdes de adultos estardo com sobrepeso e mais de 700 milhdes serdo
considerados obesos. As modificagfes nutricionais que vém ocorrendo ao longo das
ltimas décadas, onde tem sido cada vez maior a ingestdo de alimentos ricos em
acucares simples e gorduras (particularmente a saturada, de origem animal) em
conjunto com reducdo da pratica de atividades fisicas, resultam como uma de suas
consequéncias na epidemia mundial dessa doenca (MONTEIRO et al., 1995). Desse
modo, o estudo sobre o metabolismo dos diferentes depdsitos de tecido adiposo e de
possiveis ferramentas farmacologicas seguras para o tratamento da obesidade sdo de
grande interesse, uma vez que em parte significativa dos casos, o grau de alteracbes
metabdlicas advindas da obesidade impede uma eficiente intervencdo alimentar e de
atividades fisicas necessarias ao tratamento do individuo obeso (SHIRAGA et al., 2006;
PAULI et al., 2011). Considerando a complexidade de fatores envolvidos na génese e
consequéncias da obesidade, e a constante busca por formas de tratamento que
complementem a necessaria mudanca de habitos de vida, o presente estudo buscou
avaliar os efeitos do tratamento com Mirabegron (Mira) por duas semanas, um agonista
seletivo dos receptores Pz adrenérgicos, sobre o metabolismo lipidico, glicidico e
parametros cardiovasculares através da reatividade de aorta. Além disso, avaliamos 0s
efeitos do Mira sobre o tecido hepatico, adiposo marrom, subcutaneo inguinal e

perivascular de camundongos obesos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema nervoso simpatico

O sistema nervoso auténomo (SNA), também conhecido como sistema
neurovegetativo ou sistema nervoso visceral, € a parte do sistema nervoso que esta
relacionada ao controle das funcdes vegetativas frente as modificacdes do ambiente,
como a respiracao, circulagéo, controle de temperatura, digestéo e excrecdo. O SNA se
subdivide em sistema nervoso simpatico (SNS) e sistema nervoso parassimpatico
(SNP) (GUYTON, HALL, 2011).

O SNS desempenha importante papel no sistema cardiovascular e no
metabolismo através da liberacdo do neurotransmissor noradrenalina e do horménio
adrenalina. Essas catecolaminas ativam os receptores adrenérgicos localizados na
membrana celular, regulando assim os diversos 6rgdos e sistemas (AHLQUIST, 1948;
KIRSTEIN, INSEL, 2004). Os receptores adrenérgicos sdo classificados em o (a-AR)
e B (B-AR) e estes podem ser subdivididos predominantemente em oz € o2 € B1, B2 € B3
(LANDS et al., 1967, GRANNEMAN et al., 1993). Particularmente, os receptores B3
adrenérgicos (B3-AR) foram caracterizados ao final da década de 80, e sua clonagem
permitiu a elucidacao de alguns efeitos das catecolaminas ndo associadas a ativacdo dos
receptores 1 e B2 (EMORINE, et al., 1989). Os receptores Bz-AR estdo amplamente
distribuidos em diferentes células, encontrando-se especialmente no tecido cardiaco,
musculatura lisa e tecido adiposo (TROCHU et al., 1999; DAVIS et al., 2008). Séo
receptores acoplados a proteina Gs (estimulatéria), e sua ativacdo promove
cronotropismo positivo, relaxamento da musculatura lisa vascular e ndo vascular,
lipolise no tecido adiposo branco e termogénese no tecido adiposo marrom (EASON et
al., 1992; ROZEC et al., 2006; MUND, FRISHMAN, 2013).

2.2 Tecido adiposo branco

De modo a garantir a sobrevivéncia da espécie em situacdes de escassez de
nutrientes e reducdo da temperatura do meio ambiente, os mamiferos adquiriram a
capacidade de estocar as calorias advindas de nutrientes (lipidios, carboidratos e
proteinas) ndo utilizadas momentaneamente, para suprir as necessidades metabdlicas
posteriores (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). De modo especial, os lipidios podem


https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervoso
https://pt.wikipedia.org/wiki/Respira%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Circula%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Temperatura
https://pt.wikipedia.org/wiki/Digest%C3%A3o

20

ser armazenados em grandes quantidades pois ndo necessitam da agua como solvente,
uma vez que sdo hidrofébicos. Desse modo, permitem em um menor espago armazenar
uma quantidade maior de energia para o metabolismo oxidativo aerébio, tornando o
tecido adiposo o principal reservatério energético do organismo. (FONSECA-ALANIZ
etal., 2006; LEHNINGER et al., 2007).

As unidades celulares mais abundantes do tecido adiposo séo os adipocitos, 0s
quais possuem a funcdo principal de armazenamento de lipidios na forma de
triacilglicerol (TAG) em seu citoplasma. Os adipécitos podem armazenar maiores
quantidades de TAG (lipogénese) ou disponibilizar acidos graxos livres (AGL) para a
circulacdo sanguinea (lipolise) a partir principalmente de estimulos neurais, hormonais,
estado nutricional e atividade fisica (AHIMA, FLIER, 2000; LUO, LIU, 2016). O
tecido adiposo é também composto por pré-adipdcitos, fibroblastos, células do sistema
imune (especialmente macrdfagos), células do estroma vascular, matriz de tecido
conjuntivo, vasos sanguineos e tecido nervoso (AHIMA, FLIER, 2000; FERRANTE,
2007).

Existem diferentes tipos de dep6sitos de tecido adiposo no organismo e, embora
todos possuam a capacidade de realizar lipogénese e lipolise, suas caracteristicas
histologicas e funcionais variam bastante entre si. Alguns diferentes depositos de tecido
adiposo serdo apresentados para possibilitar a compreensdo do estudo (PENICAUD et
al., 2000).

2.2.1 Lipogénese e Lipodlise

Lipogénese é o processo onde ocorre a incorporacdo de TAG, a partir de 3
moléculas de AGL e uma de glicerol, ao adipdcito. Esse processo ocorre quando ha
aumento da disponibilidade de AGL e quilomicrons (vindos da absorcéo intestinal e
quebrados pela enzima lipase lipoproteica, a LPL, no endotélio dos capilares dos
adipocitos) na circulacdo sanguinea. A atividade da LPL é regulada de acordo com cada
tecido onde se encontra, sendo que no tecido adiposo, sua ativagdo permite a
distribuicdo de triglicérides para o 6rgao metabolicamente ativo em condic¢des pos-
prandiais (KERSTEN, 2014). Um dos principais estimulos para a lipogénese é o
aumento das concentragfes plasmaticas do hormdnio insulina, o qual é liberado pelo
pancreas apds aumento da glicemia resultante da alimentag&o. O glicerol 3-P e a acetil-

CoA necessarios para a formagdo do TAG provém do metabolismo da glicose, a qual
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entra no adipocito por difusdo facilitada através do carreador GLUT-4, estimulado pela
insulina (ASSIMACOPOQULOS-JANNET et al., 1995). Além disso, a insulina tem a
funcdo de estimular a LPL, enzimas lipogénicas, inibicdo da quebra de TAG
armazenado, e estimular a expressao de genes lipogénicos como o lipogenic gene sterol
regulatory element-binding protein 1 (SREBP1). Sendo assim, a acdo do horménio
insulina é essencial ao processo de lipogénese, tanto no tecido adiposo quanto no figado
(FERRE, FOUFELLE, 2007; TEMPLEMAN et al., 2017), (Figura 1).

O principal estoque de TAG no organismo encontra-se no TAB, sendo sua
principal localizacdo a regido subcutanea, a qual possui grande capacidade de expanséo
devido a elasticidade da pele. Porém, o TAB é também encontrado na regido
visceral/abdominal (TAV) e perivascular (BJORNTORP, 1996; LANTHIER,
LECLERCQ, 2014). Além disso, estoques de TAB podem ser formados em outros
6rgaos, como figado, musculo esquelético, musculo cardiaco e pancreas, sendo esses
estoques denominados de gordura ectdpica. O aumento excessivo da disponibilidade de
substratos energéticos circulantes é uma das principais causas do acimulo de gordura
ectopica, sendo esse um dos responsaveis pelas complicagdes da obesidade e
dislipidemias, como a resisténcia a insulina e disfun¢do mitocondrial (GOODPASTER,
WOLF, 2004; SHULMAN, 2014; ZACHAREWICZ et al., 2018).

Lipdlise é o processo denominado a quebra da molécula de TAG em AGL e
glicerol (FRAYN et al., 2003) (figura 1). Esse processo fisiologico é estimulado por
situacBes de demanda energética como no jejum, frio e exercicio fisico, sendo
fundamental a homeostase energética. Os AGL possuem importantes funcbes no
organismo, incluindo: a) substrato energético para a producéo de trifosfato de adenosina
(ATP) pelas mitocondrias; b) influéncia na agdo da insulina e no metabolismo
glicémico em alguns tecidos; e c) sdo substratos para a producdo de lipoproteinas no
figado (HAGENFELDT etal., 1972; ARNER, 2003; ZHENG et al., 2014).

Em seres humanos os principais mediadores da lipolise sdo as catecolaminas
noradrenalina e adrenalina (ARNER, 2005; LAFONTAN, LANGIN, 2009;
LAFONTAN, 2014). As catecolaminas influenciam a lipGlise atraves da ligacdo aos
subtipos de adrenoceptores o e 3, sendo ambos ligados a proteina G. No tecido adiposo,
a ativacdo dos P3-AR/Gs, ativara a enzima adenilato ciclase (AC), aumentando a
formacdo do segundo mensageiro monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), e
consequente ativagdo da proteina quinase A (PKA). A PKA, por sua vez, ira fosforilar

a lipase horménio sensivel (HSL), e essa promovera a quebra de TAG em &cidos graxos
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livres e glicerol (Figura 2). A via de sinalizacdo também ativara a proteina AQP7, a
qual sera responsavel pelo transporte do glicerol para fora do adipécito (MAEDA et al.,
2008). Ja a ativagdo dos receptores a-AR ligados a proteina Gi (inibitdria) inibird a
ativacdo da AC, inibindo a lipdlise (KOLDITZ, LANGIN, 2010; ZOUHAL et al.,
2013). O balan¢o na densidade dos receptores a ¢ p nos depositos de tecido adiposo
determinaré os efeitos locais das catecolaminas. Sabe-se que existe maior densidade de
receptores B-AR no tecido adiposo visceral (TAV) do que em outros, como no TAS,
assim essa regido é mais suscetivel a lipélise (BERMAN et al., 1998; MAURIEGE et
al., 1999; NGUYEN et al., 2014).
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Figura 1. Lipogénese e lipdlise em adipdcitos.

(A) Sob estimulos lipogénicos, a insulina se liga ao seu receptor localizado na superficie dos adipdcitos,
0 que causa a translocacao da proteina GLUT-4 para a membrana celular, permitindo a entrada de glicose
no adipdcito. A glicose intracelular é convertida em glicerol 3P. A insulina também ativa a enzima LPL
localizada na superficie da célula endotelial. A enzima LPL ativada promove a remocéo de &cidos graxos
livres das lipoproteinas quilomicron e VLDL, para que eles possam entrar no adipécito por
transportadores especificos como FABP, FAT e FATP. Os acidos graxos livres e glicerol 3-P serdo
esterificados em triglicérides. (B) Sob estimulos lipoliticos, as catecolaminas estimulam os receptores f3-
AR na superficie dos adipdcitos, o que resulta na ativagdo da enzima HSL e movimentagdo da proteina
AQP7 para a membrana celular. Além disso, os niveis de mMRNA de AQP7 sdo elevados em resposta a
reducdo da insulina plasmatica (MAEDA et al., 2008). GLUT-4: Transportador de glicose tipo 4; LPL:
Lipase lipoproteica; VLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade; FABP: Fatty acid-binding protein;
FAT: Fat acid transporter; FATP: Fatty-acid transport proteins; HSL.: Lipase sensivel a horménio; AQP7:
Aquaporina 7;
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Figura 2. Lipolise mediada por sinalizacio p3-AR . A interacdo das catecolaminas aos receptores fs-
AR leva & formagéo do segundo mensageiro, 0 AMPc, o qual fosforila a PKA, levando a estimulacéo da
HSL e quebra de TAG em AGL e glicerol, sendo essa uma das principais vias pelas quais as
catecolaminas estimulam a lipélise. AC: Adenilato ciclase; AMPc: monofosfato de adenosina ciclico;
PKA: proteina quinase A; TAG: triacilglicerol; AGL: &cidos graxos livres.

2.3 Tecido adiposo como érgdo endocrino

O TAB, além de ser um importante estoque energético, isolante térmico e
possuir a funcdo de reducdo de impactos, apresenta também importante funcéo
enddcrina, produzindo adipocinas que regulam o metabolismo energético, o processo
inflamatorio, a saciedade e a sensibilidade a insulina (BALISTRERI et al., 2010;
SMITH, KAHN, 2016; KURYZKO et al., 2016).

O primeiro horménio liberado pelo TAB a ser descoberto foi a leptina, em 1994,
sendo essa uma das principais adipocinas liberadas pelo tecido adiposo, especialmente
no TAS (TARTAGLIA et al., 1995; HUBE et al., 1996; CUIl et al., 2017). A liberacao
de leptina é diretamente proporcional a quantidade de tecido adiposo.
Consequentemente, 0s niveis dessa adipocina indicam o0s niveis das reservas
energéticas aos centros de controle da homeostase energética, inibindo a ingestéo
alimentar e aumentando o gasto calorico, aumentando a atividade do SNS e da oxidacéo
de &cidos graxos na musculatura esquelética (FREDERICH et al., 1995; CUI et al.,
2017).

As interleucinas pro-inflamatorias, TNF-a e a IL-6, liberadas principalmente

pelo TAV, estdo relacionadas ao sistema imune, desempenhando importante funcdo na
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inflamacdo induzida pela obesidade (PROENCA et al., 2014). Outras importantes
adipocinas liberadas pelo TAB sdo a adiponectina, visfatina, resistina, angiotensina 2,
apelina, dentre outras (AHIMA, 2006; GALIC et al., 2010; SMITIKA, MARESOVA,
2015).

O desequilibrio entre a producdo de adipocinas pelo TAB, especialmente o
aumento da liberacdo de adipocinas pré-inflamatorias no TAV, séo fatores chaves para
o0 desenvolvimento das comorbidades relacionadas a obesidade, como a inflamagéo
cronica de baixo grau e a resisténcia a insulina (SANYAL et al., 2017).

2.4 Obesidade e inflamagéo

Quando h& uma maior ingestdo calorica em detrimento ao gasto, o balanco
energético torna-se desequilibrado. Conforme ha um aumento no processo de
lipogénese em relagdo ao de lipdlise, o resultado é uma hipertrofia dos adipdcitos,
levando a uma expansdo dos depositos do TAB (ROSENBAUM, LEIBEL, 1998;
IITSUKA etal., 2016). O TAS tende a acumular mais lipidios em seus adipocitos, pois
possui uma menor populagido de receptores B-AR e maior expressao de receptores do
subtipo a, os quais sdo responsaveis por uma sinaliza¢do inibitéria da lipolise
(KERSHAW, FLYER, 2004). Além disso, 0 TAS possui uma maior sensibilidade a
insulina, tornando a via lipogénica mais eficiente nesses depoésitos. Contudo, a
hipertrofia dos adipocitos caracteristica da obesidade ocorre também no TAV,
especialmente em individuos do sexo masculino de meia idade (tendéncia a maiores
depositos de TAV relacionados a reducdo dos niveis do horménio testosterona, efeito
resultante do processo de envelhecimento) e mulheres ap6s a menopausa devido a perda
do efeito protetor do estrégeno, o qual é responsavel por favorecer o acimulo de
gordura na regido subcutanea (MONTAGUE et al., 1998; BLAAK, 2001; PINKAS et
al., 2016; MORETTI et al., 2017).

A hipertrofia dos adipdcitos resulta em uma compressdo mecanica dos vasos
sanguineos locais, especialmente no TAV (que é mais vascularizado e com menor
espaco para expansao) resultando em hipoxia. A redugdo da disponibilidade de
oxigénio levard o TAV a liberar uma série de citocinas e adipocinas inflamatorias como
IL-6, IFN-y, IL-1B, leptina, metaloproteinases de matriz (MMPs) e fatores de

angiogénese como o fator de crescimento vascular endotelial (vascular endothelial
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growth factor -VEGF) (CHEN et al., 2006; REVELO et al., 2014). A resposta mais
significante a hipoxia € desempenhada pelo fator induzido por hipdxia (hypoxic
inducible fator, o HIF-1), o qual funciona como um sensor para as baixas concentracfes
de oxigénio (WANG, SEMENZA, 1993). A ativacdo desses mediadores resulta em
disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo (aumento da oxidacdo de componentes
celulares por espécies reativas de oxigénio —EROs - e reducdo da defesa antioxidante)
local, apoptose e necrose, recrutamento de células imunes para a regido e expressiva
conversdo de macréfagos do tipo M2 (anti-inflamatérios) para M1 (pro-inflamatérios),
angiogeénese, liberacédo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias como o TNF-a, IL-
6, PAI-1 e resistina, diminuicdo da liberacdo de adipocinas anti-inflamatérias como a
adiponectina e aumento da expressdo de genes pré inflamatérios (BAYS et al., 2014).
Por esses efeitos, a obesidade é conhecida por causar uma inflamac&o sistémica cronica

de baixo grau (Figura 3).
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Figura 3. Inflamacéo crénica de baixo grau na obesidade. A hipertrofia dos adip6citos na obesidade
resulta em hipdxia e aumento da producéo de citocinas pro-inflamatdrias pelo TAB, infiltracdo de células
imunes e conversdo de macrdfagos do tipo M1 para M2. HIF-1: fator induzivel por hipéxia 1; IL-6:
interleucina 6; VEGF: fator de crescimento vascular endotelial; EROs: espécies reativas de oxigénio;
TNF-o: fator de necrose tumoral alfa; IL-1B: interleucina 1 beta; PAI-1: inibidor do ativador de
plasminogénio 1.

O aumento da producéo e liberagéo sisttmica do TNF-a pelo TAB resulta em
efeitos deletérios sobre a sinalizacdo da insulina em tecidos insulino-dependentes,
especialmente o masculo esquelético, que é o maior responsavel pela utilizacdo de
glicose no organismo. O TNF-a ativara a quinase c-Jun N-terminal (JNK) e o complexo

quinase IkB (IkK), além de aumentar a expressdo de citocinas supressoras da
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sinalizacdo 3 (SOCS3). Essas proteinas inibirdo a capacidade de sinalizacdo do receptor
de insulina atraves da fosforilacdo do receptor e do substrato do receptor de insulina
(IR e IRS-1) em sitios inibitorios de serina, de acdo inibitoria, resultando em reducédo
datranslocacéo de GLUT-4 e captacdo de glicose. Além disso, a ativacdo da IkK resulta
em dissociagdo do complexo IkB/NF-kB, permitindo que o fator de transcricdo NF-kB
migre para o nucleo celular, ativando genes para a a transcricdo de mais citocinas pro-
inflamatorias (Figura 4), caracterizando a resisténcia da acdo da insulina, a qual resulta
em hiperinsulinemia, e consequentemente DM2 (PAULI et al., 2011).
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Figura 4. Sinalizagdo de reducdo da sensibilidade a agdo da insulina na obesidade. As vias
inflamatdrias podem ser ativadas por citocinas, como 0 TNF-a. A agdo do TNF-a resulta em na ativagéo
das quinases IKK e JNK, as quais fosforilam o substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) em serina,
com efeito inibitorio na sinalizacdo e reducéo da translocagéo de GLUT-4 e captacdo de glicose. Além
disso, essas vias levam & producéo de outros mediadores inflamat6rios por meio da ativacdo do NF-kB
(PAULI etal., 2011). TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IKK: complexo quinase 1kB; JNK: proteina
quinase c-Jun N-terminal; GLUT-4: transportador de glicose tipo 4.
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O TAV é um dos depositos de tecido adiposo que se torna mais resistente a
insulina, como consequéncia do aumento da acdo do TNF- a. Além disso, 0 aumento
dos niveis de TNF-a resulta em aumento da ativacdo da HSL, via AMPc, além de
reduzir a funcdo e expressdo de proteinas de empacotamento de goticulas lipidicas,
como as perilipinas (acdo indireta por inibicdo do fator de transcricdo PPAR-y), 0 que
resulta em lipdlise e aumento de AGL na circulagdo (GUILHERME et al., 2008) como
exemplificado na Figura 5. O aumento de AGL na circulacdo favorecera sua captacao
e acumulo em outros tecidos, como os tecidos adiposo marrom, epicardico e
perivascular, masculo esquelético e figado, resultando em acUimulo de gordura

ectdpica, a qual contribuira para a resisténcia a insulina.

a Normal state b Chronic inflammatory state
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Figura 5. Aumento da lipolise via TNF-a. Além da ativagio da HSL via dependente de AMPc, o
aumento do TNF-a no estado inflamatorio cronico leva a uma redugdo da expressdo de proteinas que
mantém a estabilidade lipidica dentro dos adipécitos, como as perilipinas, resultando em aumento da
liberacdo de AGL na circulagdo (GUILHERME et al., 2008). TNF-a: fator de necrose tumoral alfa;
PPARYy: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma; FSP27: Proteina especifica de gorduras 27.

No caso do figado, o aumento da disponibilidade de AGL circulantes resulta em
piora do quadro relacionado a resisténcia a insulina como, por exemplo, reducéo de seu
clearance, ou seja, a depuracdo do hormonio (SVEDBERG et al., 1990). As taxas de
clearance da insulina sdo inversamente proporcionais aos niveis de acimulo de gordura
local (KOTRONEN et al., 2007). A resisténcia a insulina ocorre de forma seletiva no

figado, onde a via mais prejudicada é a da glicogénese e a gliconeogénese é aumentada


https://en.wikipedia.org/wiki/Peroxisome_proliferator-activated_receptor_gamma
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em pessoas com resisténcia a insulina (CUSI, 2012). Entretanto, o estado de
hiperinsulinemia resulta em aumento da expressdo de SREBP-1c, ampliando a
lipogénese em um processo denominado de novo lipogenesis, o qual em conjunto com
0 aumento da disponibilidade de AGL advindos da lip6lise do TAV, resultardo na
doenca denominada esteatose hepatica ndo alcodlica (NAFLD - non alcoholic fat liver
disease) (DONNELLY et al., 2005; BRUNT et al.,, 2015). A NAFLD tem como
consequéncia lipotoxicidade, disfuncdo mitocondrial, estresse de reticulo
endoplasmatico, estresse oxidativo, fibrose e aumento da liberacéo para a circulagdo de
lipoproteinas de muito baixa densidade ricas em TAG, como as VLDL (ADIELS et al.,
2008;WANG et al., 2011; RINELLA, 2015). Na circulacdo sanguinea, as moléculas
de VLDL se tornardo lipoproteinas de baixa densidade - LDL, o que resultard em um
processo de dislipidemia, aumentando o risco de acimulo de placas de gordura e
inflamacdo nas artérias, processo denominado aterosclerose (GINSBERG et al., 2005;
NEUSCHWANDER, 2017) (figura 6).
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Figura 6. Esteatose hepatica nao alcodlica e suas consequéncias. A disponibilidade aumentada de
AGL para a circulagdo leva a esteatose hepatica, resultando em aumento da insulinemia, glicemia,
alteragdo no perfil lipidico e consequentemente DM2 e doengas cardiovasculares. Adaptado de Cusi
(2012).
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2.4 Tecido Adiposo Marrom/Bege e receptores ps-adrenérgicos (p3-AR)

O tecido adiposo marrom (TAM) é descrito como essencial para roedores e
animais hibernantes. Até meados da ultima década, o TAM nos seres humanos era
considerado como fonte de calor apenas em recém nascidos, ja que nessa fase da vida
a funcdo de termogénese pelo mecanismo de tremores musculares ainda ndo esta
desenvolvido. Em seres humanos na fase adulta, 0 TAM era visto como praticamente
inexistente (ARNER, 2005; TOWNSEND, TSENG, 2014). Entretanto, estudos
recentes tém demonstrado a existéncia de quantidades significativas de TAM em
adultos, em regies como: ao redor do pescoco, clavicula e medula espinhal
(NEDERGAARD et al., 2007; CYPESS et al., 2009), e que esses depdsitos podem
contribuir funcionalmente para o metabolismo dos substratos energéticos e
termogénese (VIRTANEN et al., 2009; TOWNSEND, TSENG, 2014). O TAM
apresenta elevado numero de mitocondrias, possuindo abundante expressao da proteina
desacopladora da respiracdo mitocondrial UCP1 (uncoupling protein), cuja funcdo é
permitir a passagem de protons gerados na cadeia de transporte de elétrons do espaco
intermembranas para a matriz mitocondrial. Quando esses protons passam pela proteina
ATP sintase, ocorre a fosforilagdo oxidativa e a produgéo do ATP, entretanto, no TAM
h& grande desvio dessa passagem através da UCP1, resultando em aumento da
respiracdo mitocondrial e dissipacéo de energia na forma de calor (BOUILLAUD et al.,
1985; BORECKY et al., 2001; FEDORENKO et al., 2012).

Alguns estimulos, especialmente a exposicdo ao frio e queda da temperatura
corporal, promovem aumento da estimulacdo do SNS, aumentando a liberacdo de
catecolaminas, que por sua vez irdo interagir com os receptores adrenérgicos o1, o2, B1
e B3 presentes no TAM. A densidade dos B3-AR ¢€ significativamente e funcionalmente
maior do que a de receptores o ¢ 1 N0 TAM (BRONNIKOV et al., 1999; CANNON,
NEDERGAARD, 2004). Ao se ligar aos receptores B3-AR, as catecolaminas ativardo a
via estimulatéria AMPCc/PKA, resultando na ativacéo da HSL e hidrolise de triglicérides
estocados na regido do TAM, similar ao descrito para 0 TAB (ZHAO et al., 1994;
MORAK et al., 2012) . A PKA também levara ao aumento da captagéo de glicose por
esse tecido, fornecendo substratos para o metabolismo mitocondrial e producéo de calor
pelas UCPs (CHERNOGUBOVA et al., 2004) (Figura 7). Além disso, a ativacao da
PKA levard a sinalizagdo nuclear para aumento da expressdo proteica de UCP1
(ROBIDOUX et al., 2005; CHEN et al., 2013). A ligagdo das catecolaminas aos 02-AR,
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0s quais sdo ligados a proteina Gi, inibira a via de ativacdo da PKA, inibindo a
termogénese (CANNON, NADERGAARD, 2004).

Figura 7. Estimulacdo da termogénese induzida pela ligacdo da norepinefrina aos receptores fs-
AR nos adipdcitos do tecido adiposo marrom. Estimulos que resultam em ativagdo do SNS, como a
exposicao ao frio, resultardo na liberacao de NE, ativacdo do B3-AR, formacdo do segundo mensageiro
AMPc e fosforilacdo da PKA. Essa via de sinalizacdo resultara na lipélise de TAG e captacdo de glicose
pela GLUT-4. Os substratos energéticos serdo utilizados no ciclo de Krebs mitocondrial para a formagéo
dos compostos reduzidos NADH e FADH>, os quais fornecerdo os prdtons necessarios para a respiragdo
mitocondrial. A UCP1 permitird a passagem de protons do espaco intermembranas para a matriz,
desacoplando a fosforilagdo oxidativa, resultando em aumento da respiracdo mitocondrial e dissipagédo
da energia na forma de calor (CANNON, NEDERGAARD,2014). SNS: sistema nervoso simpatico; NE:
noraepinefrina; AMPc: monofosfato de adenosina ciclico; PKA: proteina quinase A; HSL.: lipase sensivel
a hormonio; TAG: triacilglicerol; AGL.: acidos graxos livres; PI13K: fosfatidilinositol-3-quinase; AKT:
proteina quinase B; GLUT-4: transportador de glicose tipo 4; NADH: nicotinamida adenina
dinucleotideo; FADH: flavina adenosina dinucleotideo; UCP1: proteina desacopladora mitocondrial 1.

Tem sido mostrado que alguns depdsitos especificos de TAB, sob determinados
estimulos, alteram seu fenotipo para “bege”, em um processo denominado como
“browning” do tecido adiposo (NEDERGAARD, CANNON, 2014). Nessa
modificacdo, 0 TAB adquire caracteristicas fisiologicas e morfologicas de TAM, por
aumentar o numero de mitocondrias e UCPs, aumentando o consumo de substratos
energeéticos para producdo de calor. Estudos apontam que esse fendbmeno ocorre em

resposta a estimulos como: exposicéo ao frio, treinamento fisico, agonistas do PPAR-y



31

e agonistas dos receptores B3-AR (FRONTINI, CINTI, 2010; KAJIMURA, SAITO,
2014) (Figura 8).

Devido a grande quantidade de UCP1 no TAM - cerca de 90% maior — que no
tecido adiposo bege, a contribuicdo relativa dessas “células adiposas beges” a
capacidade total de termogénese &€ muito baixa (KAJIMURA, SAITO, 2014;
NEDERGAARD, CANNON, 2013). Contudo, evidéncias indicam que essas celulas
podem contribuir significativamente para o aumento do gasto energético e poderiam
contribuir para a reducdo do peso corporal (KAJIMURA, SAITO, 2014), o que torna
de fundamental importéncia estudos que esclarecam melhor os estimulos que levam a
esse browning do TAB, qual o impacto dessas adaptacdes para o metabolismo
energeético e prevencdo e/ou tratamento da obesidade.

Estudos com agonistas de receptores 3-AR, como 0 BRL-37344, CGP-12177
e 0 CL-316,243 mostram aumento da termogénese pelo TAM em modelos animais, e
que a ativagdo dos 3-AR por esses agentes poderia ser uma ferramenta farmacoldgica
para 0 aumento do metabolismo energético e uma forma de tratamento para patologias
como a obesidade e 0 DM2 (MOHELL, DICKER, 1989; HIMMS-HAGEN et al., 1994;
MUND, FRISHMAN, 2013; WARGENT et al., 2013). Além disso, a administracdo de
agonistas de receptores Bs-AR parece contribuir para o browning de algumas regides
de TAB subcutaneo de roedores (KOZA et al., 2000; LEE et al., 2012), resultando em
prevencao da obesidade induzida por dieta hiperlipidica (COULTER et al., 2003). Essas
informagOes mostram que a ativagdo da via B3-AR/AMPCc/PKA pode levar ao aumento
da utilizacdo de substratos energéticos tanto no TAM quanto pelo processo de browning
to TAB, contribuindo para o controle do peso corporal. Embora existam algumas
evidéncias para o controle da termogénese via receptores f3-AR em seres humanos,
essa questdo permanece ainda ndo esclarecida pela falta de estudos clinicos que
comprovem sua eficacia na regulacdo do metabolismo (MUND, FRISHMAN, 2013;
HAINER, 2016).
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Figura 8. Localizacéo anatémica dos depdsitos de tecido adiposo branco, tecido adiposo marrom e
tecido adiposo bege em roedores e seres humanos. a. Em roedores, 0 TAM da regido interescapular
contém adip6citos marrons. O tecido adiposo epididimal contém adipdcitos brancos. Ja o tecido adiposo
subcutaneo inguinal (TAS-ing) contém uma populagdo de adipdcitos brancos e beges, sendo que essa
proporcéo dependera das condi¢des ambientais e da dieta. b. Em seres humanos adultos, essa divisdo ndo
é bem clara, sendo que o TAS possui caracteristicas de tecido adiposo branco, o0 TAM é composto de
adipdcitos brancos, marrons e beges, sendo que o TAM cléssico pode ser encontrado em regides
profundas do pescoco, préximo ao tecido muscular. c. O processo de “browning” do tecido adiposo pode
ser estimulado por agonistas dos receptores B:-AR (BARTELT, HEEREN, 2014).

Estudos recentes tem mostrado que existem vias de termogénese do tecido
adiposo marrom e bege independentes da acdo da UCP-1 em modelos animais knockout
para essa proteina desacopladora, e essa termogénese ocorreria pelo aumento do ciclo
de calcio por agdo da proteina SERCA2ab (IKEDA et al., 2017) e acdo do fator de
crescimento de fibroblastos (FGF-21) (CHEN et al.,, 2017). Desse modo, o
conhecimento sobre a termogénese e sua importancia para 0 metabolismo se torna cada
vez mais complexo e cada vez mais pesquisas Sd0 necessarias para a melhor

compreenséo desse fendmeno fisioldgico.
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2.5 Receptores Bs-AR e relaxamento do musculo liso vascular

Sabe-se que o endotélio vascular participa de inimeras funcGes metabolicas, e
é¢ um importante regulador do ténus vascular, a partir da producdo de fatores
vasoconstritores e vasodilatadores (FURCHGOTT, ZAWADISKI, 1980; ZANESCO,
ANTUNES, 2007; BONAVENTURA et al., 2008). O subtipo de rceptores 3-AR
encontra-se presente no endotélio vascular. A ativacao do B3-AR pelas catecolaminas
circulantes ou agonistas farmacologicos, leva a ativacao da enzima AC, a qual hidrolisa
0 ATP em AMPc, (DESSY et al., 2004; ROZEC et al., 2005, 2006b). O AMPc atua
ligando-se diretamente aos canais ibnicos na membrana plasmatica, inibindo o influxo
de Ca?" através da membrana, reduzindo a sensibilidade do sistema contratil ao ion,
levando ao relaxamento da musculatura lisa vascular (HIMPENS et al., 1995;
WERSTIUK, LEE, 2000). Além disso, os canais para K" também participam do
relaxamento vascular via AMPc (ALLEN et al., 1985). Estudos tém relacionado os
canais para K* sensiveis a ATP (Katp) as respostas dos agonistas de B-AR (MIYOSHI,
NAKAIA, 1993; KRAVTSOV et al., 2004). Embora o AMPc tenha uma acao
vasodilatadora a partir de sua ligacao direta aos canais i0nicos, o principal mecanismo
de acdo do AMPc é a ativagdo da PKA, a qual resulta na fosforilacdo da enzima 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS), levando a producdo de 6xido nitrico (NO), um
importante vasodilatador (BOO et al., 2003; FORSTEMANN, SESSA, 2012). A PKA
também ¢ capaz de fosforilar proteinas especificas dos canais para Ca* do tipo L,
resultando no influxo de Ca?* em células endoteliais de aorta (HARTZELL, 1988). Em
células endoteliais, agonistas de P3-AR sdo também capazes de ativar o influxo de Ca?*
e sua liberacdo de estoques intracelulares, favorecendo a formagio do complexo Ca?*-
Calmodulina e consequente ativacdo da eNOS e producdo do NO (TROCHU et al.,
1999; TIRUPPATHI et al., 2002). Assim, a ativacao da via 3z AR/AMPCc/PKA, pode
levar a vasodilatacdo, principalmente pela ativacdo da eNOS e producéo de NO e pela
abertura de canais iénicos. Contudo, os estudos envolvendo agonistas farmacoldgicos
do receptor B3-AR e do relaxamento dos diferentes leitos vasculares, inclusive da aorta,

ainda sd0 escassos.

2.6 Receptores pB3-AR e Tecido Adiposo Perivascular

Na ltima década, os estudos sobre o tecido adiposo perivascular (PVAT) tem

ganhado grande destaque, pois esse tecido é capaz de controlar o tbnus vascular através
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da producdo de adipocinas e fatores anticontrateis, como a adiponectina, peréxido de
hidrogénio e NO (LOHN et al., 2002; GAO et al., 2007; BROWN et al., 2014). Na
presenca de doencas cardiometabodlicas como na obesidade e DM2, o PVAT pode
apresentar um perfil pré-inflamatério, com a liberagéo de citocinas como o0 TNF-a, IL-
6, além de EROs, perdendo a funcédo anticontratil e contribuindo para a fisiopatologia
da aterosclerose e da disfuncédo endotelial (CHATTERJEE et al., 2009; OMAR et al.,
2014).

Estudos mostram que o PVAT apresenta diferentes composi¢des de adipdcitos,
dependendo do leito vascular em que se encontra ou de diferentes localizagdes de uma
mesma artéria. No caso da aorta, 0 PVAT encontrado ao redor da por¢do abdominal é
composto de TAB, enquanto que o encontrado ao redor da por¢do toracica apresenta
caracteristicas muito semelhantes a0 TAM (PADILLA et al., 2013; FITZGIBBONS,
CZECH, 2014) (Figura 9). Curiosamente, o estudo de Chang e colaboradores (2012)
mostrou que, além de apresentar composi¢cdo morfolégica e protedmica muito
semelhante a0 TAM, o PVAT metabolicamente ativado possui funcdo de
termorregulagdo no leito vascular. A ativacdo do PVAT mediante o estimulo de
exposicdo de camundongos ao frio por 2 meses, aumentou a biogénese mitocondrial e
expressdo da proteina termogénica UCP1, além de melhorar a funcdo endotelial e
reduzir a placa aterosclerdtica de camundongos knockout para a proteina apoE e
expostos a dieta hiperlipidica. Contudo, ndo existem estudos mostrando se outras
formas de estimulacdo do PVAT, como a administracdo de agonistas fs-AR, levariam
a um aumento da expressdao de proteinas da biogénese mitocondrial e termogénicas

como a UCP1, além de seus efeitos na funcdo endotelial e no efeito anticontratil.
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Figura 9. Localiza¢cdo anatdmica dos depdsitos de tecido adiposo branco adiposo perivascular e
histologia. Adaptado de Brown e colaboradores (2014) e Fitzgibbons e Czech (2014).

2.7 Mirabegron

O Mirabegron (YM-178) é um agonista Ps-AR seletivo, atualmente
desenvolvido por Astellas Pharma Inc. e aprovado desde 2012 pelos EUA, para
tratamento de bexiga hiperativa, considerando a agdo dos Bs-AR no relaxamento do
musculo liso e importancia desse subtipo de receptor no controle da funcdo vesical
(TYAGI, TYAGI, 2010). Os primeiros estudos sobre esse farmaco iniciaram-se em
2007 (TAKASU et al., 2007), sendo que a principal temética desses trabalhos se
relacionava a sua eficacia no tratamento da incontinéncia urinaria. Por outro lado,
eventos adversos tém sido descritos e os mais importantes sdo taquicardia e aumento
da presséo arterial. Foram encontrados somente dois trabalhos que avaliaram o efeito
do Mira sobre o peso corporal de roedores. Yuno e colaboradores (2014) néo
observaram modificacfes no peso corporal de ratos apds administracdo de Mira em
uma concentracdo de 10, 30 e 100 mg/kg. Calmasini e colaboradores (2017)
observaram reducdo do peso corporal de camundongos ap6s administracdo de Mira por

2 semanas em uma concentragdo de 10 mg/kg. Assim, ainda pouco se sabe sobre 0s
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efeitos desse composto na composicdo corporal e 0s possiveis efeitos
cardiometabdlicos.

Apo6s a administracdo oral do farmaco, o Mira € absorvido atingindo o pico de
concentragdo plasmatica (Cmax) entre 3 e 4 horas. A Cmax € €Xposi¢do médias aumentam
proporcionalmente mais do que a dose ao longo do intervalo de doses. As concentra¢des
no estado estacionario (concentracdo que uma droga atinge no organismo quando o
farmaco € administrado repetidamente, em doses separadas, por um tempo
correspondente & sua meia vida) sdo atingidas ao fim de 7 dias com uma dose diéria de
Mira. Apds administracdo diaria, a exposicao plasmatica do Mira no estado estacionario
é aproximadamente o dobro da verificada com uma dose Unica, 0 que se deve a um
aumento da biodisponibilidade absoluta com o aumento da dose (TAKUSAGAWA et
al., 2012; ELTINK et al., 2012). Nos estudos de fase 111, o Mira foi administrado com
ou sem alimentos e demonstrou eficacia e seguranca em ambos 0s casos. Assim, o Mira
pode ser tomado com ou sem alimentos, na dose recomendada. O Mira é extensamente
distribuido no organismo e liga-se as proteinas plasmaticas (aproximadamente 71%),
apresentando uma afinidade moderada para a albumina e alfa 1-glicoproteina acida e
distribui-se nos eritrocitos. Foram identificados dois metabolitos principais no plasma
humano; ambos glucurénidos e inativos farmacologicamente (IITSUKA et al., 2015).

A eliminacdo renal do Mira é feita principalmente por secrecdo tubular ativa,
acompanhada de filtracdo glomerular. A excrecdo urinaria do Mira é dependente da
dose e varia desde aproximadamente 6% ap6s uma dose diaria de 25 mg até 12,2% ap6s
uma dose diaria de 100 mg.

Sabe-se que num documento da Astella Pharma Austrélia, 0 mirabegron aumentou
a lipolise em ratos, aumentou a termogénese em camundongos diabéticos obesos e
melhorou a glicemia em ratos Zucker. Nesse documento, € relatado que esses efeitos
ndo foram observados em cées, macacos e seres humanos. No entanto, esses estudos
néo estao acessiveis e nem foram publicados (Department of Health Therapeutic Goods
Adminstration: Australian public assessment report for mirabegron, 2014)



37

3. JUSTIFICATIVA

O tecido adiposo branco (TAB), alem de ser um importante estoque energético,
possui importante funcdo enddcrina, produzindo adipocinas que regulam o
metabolismo energético, o processo inflamatdrio, a saciedade e a sensibilidade a
insulina (BALISTRERI et al., 2010). O processo inflamatorio e o desequilibrio entre a
producdo de adipocinas pelo TAB é um dos fatores chaves para o desenvolvimento das
comorbidades relacionadas a obesidade, como a resisténcia a insulina e a inflamacéo
cronica de baixo grau. Além disso, estudos mostram que na obesidade ha alteracdes na
funcdo do PVAT, onde este pode apresentar disfuncdo anticontratil com excesso de
liberacdo de fatores pro-inflamatdrios por esse tecido (GIL-ORTEGA et al., 2010;
FERNANDEZ-AFONSO et al., 2013; VAN DE VOORDE et al, 2014). Acredita-se
que com a progressao da obesidade, tanto o PVAT quanto o TAM passam por um
processo denominado “whitening” de seus adipodcitos, onde os adip6citos marrons vao
se tornando beges, resultando em perda de sua funcao termogénica e de regulacédo do
metabolismo energético (BARTELT, HEEREN, 2014).

Nas duas Ultimas décadas, alguns estudos demonstraram um efeito significativo
de agonistas dos B3-AR, como 0 BRL-37344, CL 316,243, e CGP-12177A no aumento
da lipdlise em roedores e seres humanos (BARBE et al., 1996; LI et al., 1997; DE
SOUZA, BURKEY, 2001; BRANDT et al., 2006; SAWA, HARADA, 2006). Em seres
humanos, a expressdo dos B3-AR no TAB subcutaneo € menor que a de B1-AR e f2-AR
(TAVERNIER, 1996), fazendo com que por muitos anos o interesse em estudar os
efeitos de agonistas B3-AR na lipolise e obesidade fosse desencorajado (DESSY,
BALLIGAND, 2010). Contudo, a expansdo de estudos envolvendo outros depdsitos de
tecido adiposo, como o visceral, marrom e bege e suas respectivas influéncias na
fisiopatologia da obesidade, fazem com que as pesquisas envolvendo a agdo dos 33-AR
no metabolismo do tecido adiposo sejam retomadas.

Considerando que o Mirabegron é um farmaco com acéo seletiva sobre o0s B3-
AR e tem mostrado eficacia no relaxamento do musculo liso da bexiga, investigar 0s
seus efeitos sobre 0 metabolismo e possivel controle do peso corporal em TAB pode
abrir novas perspectivas para o estudo da obesidade e do controle do peso corporal em
individuos obesos. Além disso, nosso estudo procurou avaliar a influéncia desse
tratamento na expressao da proteina termogénica UCP1 no TAM, tecido adiposo bege
e no PVAT de aorta.
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Embora os primeiros estudos envolvendo o uso do agonista dos Bs-AR CL
316,243 na termogénese do TAM de roedores tenham ocorrido em meados da década
de 1990 (HIMMS-HAGEN et al., 1994), estudos dos ultimos 2 anos tém emergido
mostrando resultados promissores sobre 0 uso desse tipo de agonista na pesquisa
relacionada ao metabolismo dos tecidos adiposo branco, marrom e bege de roedores
obesos (POHER et al., 2015; WARNER et al., 2016; KIM et al., 2016; LEE et al.,
2017). Nosso grupo de estudos verificou melhora na funcéo da bexiga e reducdo do
peso corporal em camundongos obesos tratados com Mira por 2 semanas
(CALMASINI et al., 2017) e foram encontrados apenas mais dois estudos do grupo de
pesquisa do Joslim Diabetes Center de Harvard (EUA); onde utilizaram Mira em
camundongos (ROBERTS-TOLER et al., 2015) e humanos (CYPESS et al., 2015),
ambos de forma aguda, verificando seus efeitos no metabolismo do TAM e na captacéo
de glicose. Entretanto, no estudo agudo em humanos foram encontrados efeitos
colaterais como taquicardia e aumento da pressao arterial.

Individuos obesos possuem menor capacidade de realizar exercicios fisicos
(ZANESCO, PUGA, 2013) e as razdes envolvem menor capacidade de producéo de
ATP pelas mitocondrias (DI MEO et al., 2017) e menor consumo de oxigénio
(TOLEDO, GOODPASTER, 2013). Contudo, ndao ha nenhum estudo envolvendo a
utilizacdo do Mira e a avaliacdo da tolerancia ao esfor¢o. Desse modo, consideramos
que uma pesquisa que envolve o uso crénico do Mira em camundongos obesos em
parametros cardiometabdlicos e reatividade vascular seja importante para uma melhor

compreensdo de possiveis alvos terapéuticos para a obesidade.


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c5976
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c5976
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OBJETIVOS

Avaliar os efeitos do tratamento por duas semanas com 0 agonista seletivo 3
adrenérgico, Mirabegron, em camundongos obesos, nos seguintes parametros:
Histologia e expressao proteica de UCP1 e TNF-a nos tecidos adiposos branco,
marrom, bege e no PVAT de aorta;

Responsividade vascular de aorta de camundongos obesos na presenca e
auséncia de PVAT,;

Pressdo arterial, frequéncia cardiaca e tolerancia ao esforgo;

Biomarcadores plasmaticos relacionados ao metabolismo energético;
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados camundongos controle (C57BL/6Junib) com 4 semanas de
idade, provenientes do Centro Multi-Institucional de Bioterismo da Universidade
Estadual de Campinas (CEMIB - UNICAMP, Campinas, SP), os quais ficaram alojados
em gaiolas forradas com maravalha, com 4 animais por caixa, em local com temperatura
ambiente controlada entre 22 a 24°C e com ciclo claro/escuro de 12 horas.
Posteriormente, os animais foram divididos em grupos: controle, onde os animais
receberam racéo padréo (Radiated Nuvilab-CR1®, sendo a composicao calérica de 65%
de carboidratos; 22% proteinas e 10% de lipidios) e grupo obeso, onde foi induzida a
obesidade através da substituicdo da racdo padrdo por dieta hiperlipidica purificada,
rica em banha, fonte de gordura saturada (Pragsolucdes, SP-Brasil, sendo a composigéo
caldrica de 27% de carboidratos, 16% de proteinas e 53% de lipidios,) durante 12
semanas (TSUKUMO et al., 2007; LEIRIA et al., 2012; WHITE, et al., 2013). Os
animais de ambos 0s grupos receberam agua ad libidum.

Apos a décima semana de inducdo da obesidade, os grupos controle e obeso
foram divididos em subgrupos:

1. Grupo controle tratado com veiculo (CTR)

2. Grupo controle tratado com Mirabegron (CTR+MIRA)
3. Grupo obeso tratado com veiculo (OB)

4. Grupo obeso tratado com Mirabegron (OB+MIRA)

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica Animal (CEUA —
UNESP), protocolo n° 0135 de 18 de margo de 2015 (vide anexo 1).

5.2 Tratamento com Mirabegron (Mira)

Apos 10 semanas de dieta para inducdo de obesidade, foi iniciado o tratamento
com Mirabegron (Astellas Pharma Europe Ltd., Chertsey, UK), em uma dose diaria de
10mg/kg, diluida em 100uL de veiculo (solucdo de 20% de Cremophor® RH40
[Sigma-Aldrich] — surfactante -, 10% de Transcutol® [Sigma-Aldrich, St Louis, MO,

USA] em solucédo aquosa - co-surfactante — e 70% de &4gua deionizada: 1:2:7, viviv %)
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o qual foi administrado por entubacdo orogastrica, utilizando-se seringas de 1ml e
agulhas de gavage, para os grupos CTR+MIRA e OB+MIRA. Foi também administrada
uma dose diéria de 100puL de veiculo, para os grupos CTR e OB. A administragdo de

Mira ou veiculo ocorreu durante 2 semanas.

5.3 Peso corporal, consumo alimentar e gordura epididimal

O peso corporal e o consumo alimentar dos animais foram mensurados no inicio
do protocolo experimental e semanalmente até o final do estudo. Para avaliar os efeitos
do Mira na ingestdo cal6rica, durante as duas semanas de tratamento foi calculada a
ingestdo caldrica considerando o contetdo de macronutrientes e seu respectivo teor
caldrico (1g de carboidratos equivale a 4 kcal, 1g de lipidios equivale a 9 kcal e 1g de
proteinas equivale a 4 kcal) e a média de racdo ingerida por caixa, obtendo-se o valor
estimado total de racdo ingerida por animal (MANN, TRUSWELL, 2009).

Os animais foram anestesiados com isoflurano (Isoforine® Cristélia, Itapira —SP)
para obtencdo de amostras de sangue e logo em seguida foram sacrificados por
deslocamento cervical, seguindo as normas de protecdo de animais experimentais. A
gordura epididimal foi isolada, pesada e congelada a -80°C para analises posteriores.
Foram congelados também fragmentos de tecido adiposo marrom interescapular, tecido

adiposo subcutaneo inguinal e tecido adiposo perivascular.

5.4 Pressdo arterial indireta

A pressdo arterial caudal e a frequéncia cardiaca dos animais foram medidas na
décima semana de inducdo da obesidade e ao final da primeira e segunda semanas de
tratamento (semanas 11 e 12) com Mira, utilizando o método indireto de tail-cuff
modificado (AD Instruments Sdo Paulo-SP, Brasil) nos animais conscientes (ZATZ,
1990). As medidas foram realizadas em 3 dias de cada semana, no mesmo horario e
pelo mesmo avaliador. Antes do inicio das medidas todos os animais passaram por 3
dias consecutivos de adaptacdo e entdo a pressao arterial caudal basal e a frequéncia
cardiaca das semanas 11 e 12 foram determinadas utilizando-se a média das trés

medidas consecutivas de cada semana.

5.5 Calorimetria indireta
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A calorimetria indireta foi feita em equipamento Oxylet System (Pamlab e
Harvard Apparatus, Cornelia, Spain). Os camundongos foram adaptados e aclimatados
a cadmara por 24 horas antes de as medidas serem tomadas. Foram feitas medidas
consecutivas de 5 minutos por 24 horas em animais alimentados. O software
metabolism v2.2.01 forneceu os valores de consumo de oxigénio (VO.), dioxido de
carbono produzido (VCO), quociente respiratorio (Respiratory Exchange Ratio RER)
e gasto energético total (EE). Os resultados foram normalizados pela massa corporal

dos animais.

5.6 Medida da temperatura retal e detecgdo de temperatura por camera de

imagem termal

A medida da temperatura retal foi realizada nos animais conscientes ap6s 3 dias
consecutivos de adaptacdo, utilizando-se termémetro especifico para camundongos
(Physitemp instruments inc, Clifton, EUA).

Imagens termais da regido interescapular e da base da cauda de camundongos
foram obtidas utilizando camera termal FLIR B425 (FLIR Systems, Hong Kong,
China) (SYMONDS et al., 2012).

Ambas as técnicas ocorreram a temperatura ambiente (25°C) e ap0s 0s

camundongos permanecerem 4 horas na temperatura de 4°C.

5.7 Teste de tolerancia ao esforco

O teste de esfor¢o consistiu em um protocolo escalonado com incrementos de
velocidade de 0,3 km/h a cada 3 minutos, até que foi atingida a velocidade maxima
suportada pelos animais. O critério utilizado para a determinacao da exaustdo do animal
e interrupcdo do teste foi 0 momento em que o camundongo ndo foi mais capaz de
correr mediante o incremento de velocidade da esteira (BROOKS, WHITE, 1978).
Previamente ao teste todos os camundongos foram submetidos a 3 dias consecutivos de

adaptacéo a esteira.

5.8 Obtencéo dos valores de glicemia de jejum

Ao final do tratamento com Mira, a glicemia de jejum noturno de 12 horas foi

mensurada utilizando-se uma gota de sangue caudal e os valores foram constatados por
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fitas reativas de teste (Advantage Roche, S&o Paulo, SP, Brasil) e monitor digital de
glicemia (Advantage Roche, Sdo Paulo, SP, Brasil) seguindo as instrucdes do

fabricante.

5.9 Teste de sensibilidade a insulina

A sensibilidade a insulina foi verificada apos as 2 semanas de tratamento com
Mira. Foi administrada a concentracdo de 1,0 U/kg de insulina intraperitoneal (Humulin
R-Insulin; Eli Lilly & Co., Indianapolis, IN) ap6s 2 horas de jejum e amostras de sangue
caudal foram coletadas nos tempos 0 (basal), 10, 20 e 30 minutos. Os valores de glicose

foram constatados por fitas reativas de teste e monitor digital.

5.10 Obtencado das amostras de soro

Apds jejum noturno de 12h, os animais foram anestesiados com isoflurano e
uma incisdo longitudinal foi feita no abddmen do animal para coleta de amostras de
sangue venoso (1mL), obtidas da veia cava. As amostras de sangue foram centrifugadas
por 15 minutos a 3500 rotacGes/minuto para obtencdo do soro, as aliquotas foram

congeladas em freezer a -80°C para analises posteriores.

5.11 Determinacéo dos parametros bioquimicos
5.11.1 Insulina

A insulina sérica foi medida utilizando-se um kit comercial de ELISA para
camundongos (Millipore, Sdo Paulo-SP, Brasil) de acordo com as instru¢bes do
fabricante. A resisténcia a insulina foi estimada pelo calculo do indice HOMA
(homeostasis model assessment method), utilizando-se a glicose de jejum e o0s niveis
séricos de insulina seguindo a férmula:

Insulina x (glicemia x 0,055) / 22,5 (MATTHEWS et al., 1985).

5.11.2 Perfil Lipidico e indice aterogénico

Os niveis de colesterol total (CT) e triglicerideos (TG) foram medidos pelo
método enzimatico utilizando-se kit especifico (KATAL, MG, Brasil). O HDL-

colesterol (HDL) foi determinado pelo método da precipitacdo utilizando também kit
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especifico (KATAL). O LDL colesterol foi determinado a partir da equagdo de
Friedwald (SPIGHI, et al., 2013), onde:
LDL-C = Colesterol total - HDL colesterol — (Triglicérides/5)

O indice aterogénico (1A) foi calculado a partir da formula (YOKOZAWA et
al., 2002):

IA=(CT-HDL)/HDL

5.11.3 Acidos graxos livres e glicerol

Foram utilizados Kits colorimétricos comerciais para analise dos niveis séricos
dos marcadores bioquimicos de lipdlise: acidos graxos livres (Cell Biolabs, San Diego
CA, USA) e glicerol (Bioclin, Belo Horizonte MG, Brasil), seguindo instrugdes do

fabricante.

5.11.4 Niveis de leptina, substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) e TNF-a

Foram utilizadas amostras séricas para a determinacdo da leptina (Enzo Life
Sciences, New York, EUA), do MDA pelo método colorimétrico para determinacao
das substancias reativas ao acido tiobarbiturico TBARS (uM) (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, EUA) e amostras séricas e de homogenato de gordura epididimal para
determinacdo do TNF-a (R&D Systems, Mimneapolis, EUA). A concentracdo de TNF-
a da gordura epididimal foi normalizada pela concentracdo de proteinas (medidas pelo

método de BCA-Pierce) de cada amostra.

5.12 Avaliagdo morfologica
Amostras de gordura epididimal, tecido adiposo marrom interescapular, tecido
adiposo subcutaneo inguinal, PVAT e tecido hepatico foram isoladas, e entdo colocadas
em solucdo de formol 10% tamponado. Apds um minimo de 24h apos fixacdo em
formol 10%, as amostras foram retiradas e submetidas a desidratacdo com
concentragdes crescentes de etanol (70% - 100%) e de xilol e entdo embebidas em

parafina. Cortes de 5um foram obtidos em micrétomo, e entdo colocados em laminas



45

de vidro e deixados por 24h em estufa a 37°C para fixacdo dos cortes nas laminas. Em
seguida, os cortes foram submetidos a desparafinizacdo com xilol em 3 lavagens de 10
minutos. Posteriormente, os cortes foram submetidos a uma sequéncia de banhos de
etanol em concentragcdes decrescentes (100 — 70%) para entdo serem submetidos a
coloracdo com hematoxilina e eosina (H.E.). Apds coloracdo, iniciou-se a analise do
material em microscépio optico Leica (DFC300FX) no aumento de 20x. Este aumento
permite a analise da goticula lipidica dos diferentes tecidos analisados. Fotos foram

tiradas com a camera acoplada ao microscopio.

5.13 Avaliacdo das proteinas de interesse por Western Blott

Amostras de homogenato de TAM, tecido adiposo subcutaneo inguinal (TAS-ing)
e PVAT foram utilizadas para a determinacdo da concentracdo de proteinas pelo
método de BCA (Pierce), e entdo a quantidade necessaria para aplicar 75ug de proteina
em géis de acrilamida de 15% foi calculada para cada amostra. Em seguida foi
preparado o gel em um sistema Mini-Protean (BioRad) para detec¢do das expressdes
proteicas de UCP e TNF-a .

Eletroforese e transferéncia das amostras

As aliquotas do homogenato foram diluidas em solucéo de Laemmli (Uréia- 0,5
mM; SDS- 0,17 mM; DTT- 39 uM; Tris- HCL pH=8 - 0,01 M e Azul de bromofenol-
0,5%) e mantidas a 99°C durante 5 minutos e, em seguida, estas amostras foram
aplicadas no gel com SDS a 3% (Lauril Sulfato Sédico)-poliacrilamida (SDS-PAGE) e
submetidas a eletroforese em gel com 15% de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) em
um sistema Mini-Protean Il (Eletrophoresis Cell, BioRad) durante aproximadamente 3
horas, a uma corrente constante de 100 Volts (Power Pac 200, BioRad). Junto com as
amostras foi aplicado no gel um padrao de proteinas “marcador de peso molecular”
(BioRad). Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
polivinil difluorida (PVDF, Hybond P, Amersham Life Science), previamente ativada,
durante 20 segundos, com metanol. Para a transferéncia, o gel, a membrana e o papel
Whatman foram colocados em um sistema de sandwich e imersos em uma cuba (Mini-
Protean 11, Modulo de Transferéncia, BioRad) contendo a solucdo de transferéncia
(Tris- 25 mM; Glicina- 190 mM; SDS-0,05 % e Metanol- 20%). O sistema foi
submetido a uma corrente de 100V durante 1 hora. A transferéncia foi confirmada
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atraves da coloragdo do gel com Ponceau (ROMERO-CALVO et al., 2010). As
proteinas das membranas foram fixadas e coradas com acido acético 1%, por 5 minutos,
e coradas com Ponceau- 1%; acido acético-1% durante 5 minutos. A descolororagao
das membranas foi feita com uma sequéncia de lavagens iniciada com agua destilada
seguida por finalizagdo com o TBS-T (Tris- 10 mM, NaCl- 100 mM e Tween 20- 0,1
%). As membranas foram entdo incubadas durante 60 minutos a temperatura ambiente
e sob agitacdo com uma solucéo bloqueante (leite desnatado 5%, Tris- 10 mM, NaCl-
100 mM e Tween 20- 0,1 %).

Incubacdo com anticorpos e detec¢do das proteinas de interesse

Para a detecgdo das proteinas de interesse, as membranas foram incubadas
durante 15 horas com anticorpo primario contra as isoformas da UCP1 (1:500 Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz-CA) e TNF-a (1:500 Novus Biologicals, Cambridge-
UK), em solucdo bloqueante a temperatura de 4°C e sob agitacdo. Em seguida, as
membranas foram lavadas 3 vezes durante 15 minutos com TBS-T (Tris- 10 mM, NaCl-
100 mM e Tween 20- 0,1 %), sob agitagdo. Posteriormente, estas membranas foram
incubadas com anticorpos secundarios, anti-mouse para UCP1 (1:5000, Abcam,
Cambridge-MA\) e anti-hamister para TNF-a (1:4000, Abcam, Cambridge-MA), diluidos
em solucdo bloqueante e incubados por 90 minutos, & temperatura ambiente e sob
agitagdo. Ao final, o excesso dos anticorpos secundarios foi lavado com solucdo de
TBS-T em 4 lavagens sucessivas de 10 minutos cada. As proteinas foram detectadas
por uma reacdo de quimioluminescéncia utilizando um sistema de deteccdo (ECL Plus,
Amersham Life Science). A razdo da coloragdo de Ponceau foi realizada para
normalizacdo da expressao das proteinas de interesse (ROMERO-CALVO et al., 2010).
Para andlise e quantificacdo das bandas foi utilizado o programa de andlise de imagens

ImageJ.

5.14 Reatividade Vascular

Apols a eutandsia, 0s segmentos de aorta tordcica na presenca (PVAT+) e
auséncia (PVAT-) de PVAT, foram removidos cuidadosamente e colocados em cubas
de tecido isolado com solucdo de Krebs contendo (mM): NaCl- 118; NaHCO;- 25;
glicose- 5,6; KCI- 4,7; KH,PO,- 1,2; MgS0O,.7H,0- 1,17 e CaCl,.2H,0- 2,5 para a

obtencdo de curvas concentragdo-resposta a agentes vasodilatadores e vasoconstritores.
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Cada anel com cerca de 3mm foi montado no sistema de midgrafo para vasos
de grande calibre para medida de tensdo isométrica (Modelo 610M, DMT A/S, Aarhus
NA-Dinamarca), mantidos em 5 ml da solucdo de Krebs aquecida a 37°C, pH 7,4 e
aerada com 95 % de Oz e 5 % de CO;, Os anéis de aorta foram submetidos a uma tenséo
basal de 5mN durante 45 minutos de estabilizacdo. Apds a estabilizacdo, todos os anéis
foram expostos a contracdo induzida por cloreto de potassio (KCI: 80mM) e apos a
contracdo maxima foram lavados com solucéo de Krebs.

Curvas concentragdo-resposta a acetilcolina: Apds a curva de pré-contracdo ao
analogo do tromboxana A2, U46619 (em uma concentracdo necessaria para produzir
50-80% da contracdo maxima ao KCL), foram realizadas curvas concentracao-resposta
a acetilcolina (ACh; 100pM - 30 uM). O relaxamento foi plotado como porcentagem
da pré-contracdo induzida pelo U466109.

Curvas concentracdo-resposta a serotonina: Curvas concentracdo-resposta a
serotonina, 5HT (1nM a 30uM) foram obtidas. Os valores de contracdo foram plotados
em miliNewtons (mN) e normalizados pelo delta de contragéo ao KCI.

As curvas concentracdo-resposta foram obtidas através do aumento cumulativo
das concentracdes do agonista em meia unidade logaritmica entre doses sucessivas
(VAN ROSSUM, 1963).

Os dados obtidos foram avaliados através da equacdo descrita:

E = Emax/ { [1 + (10%10%)"] +®}

Onde E representa o efeito do agonista na resposta tecidual; Emax representa a
resposta maxima que o agonista produziu; c representa o logaritimo da ECsg, definida
como a concentracdo do agonista que produz metade da resposta maxima; X representa
o logaritimo das concentracGes do agonista, o termo exponencial n é o coeficiente
angular ou inclinacdo, parametro que define o tipo de curva concentracdo-resposta
obtida; por fim o simbolo @ representa a resposta observada na auséncia do agonista.
A anélise de regress@o ndo linear para determinar os parametros: Emax, log ECso
(PECs0) e n foi determinada utilizando o programa GraphPad Prism (GraphPad

Software, CA-EUA) com o valor basal ® = zero.
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5.15 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (standard error
of the mean — S.E.M) para n experimentos (n=3 a n=25 camundongos/grupo). Foi
realizada analise de variancia (ANOVA Two-way) para determinacdo das diferencas
entre 0s grupos e pds-teste de Bonferroni. Para as diferencas entre aneis PVAT e PVAT-
de um mesmo grupo foi utilizado teste t de student. O programa utilizado foi o Graph
Pad Prism 5.0 e foi adotado um nivel de significancia de P<0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PARTE 1: METABOLISMO ENERGETICO E PERFIL LIPIDICO

6.1.1 Peso corporal, perfil lipidico e indice aterogénico

A tabela 1 apresenta os valores de peso corporal no inicio da dieta (semana 0),
10? (semana anterior ao inicio do tratamento com Mira), 112 e 122 semanas (final do
tratamento com Mira), perfil lipidico e indice aterogénico. No inicio do estudo nédo
observamos diferencas na média de peso corporal entre os grupos. Como esperado, 0s
camundongos pertencentes aos grupos obesos apresentaram valores aumentados de
peso corporal na 102 semana (aproximadamente 33%), quando comparado aos grupos
controles. Logo no final da primeira semana de tratamento com Mira, a média de peso
corporal do grupo OB+MIRA apresentou reducdo de peso corporal (8%) quando
comparado ao grupo OB, e essa diferenca foi potencializada ao final da 122 semana
(10%). A evolucao do peso corporal € apresentada na Figura 10.

A dieta hiperlipidica promoveu aumento nos valores de colesterol total no grupo
OB quando comparado ao grupo controle, aproximadamente 65%. De maneira similar,
os niveis de LDL-C foram aumentados apenas no grupo OB (170%) quando comparado
a CTR. O tratamento com Mira reduziu parcialmente os niveis de colesterol total e
LDL colesterol. O indice aterogénico foi aumentado apenas no grupo OB (142%
comparado a CTR) e o Mira reduziu esse indice em 122% no grupo OB+MIRA quando

comparado ao OB (Tabela 1).

6.1.2 Gordura epididimal e ingestdo calrica

A massa da gordura epididimal aumentou em ambos 0s grupos obesos quando
comparado aos respectivos grupos controles (800% para OB e 1200% para
OB+MIRA). O tratamento com Mira reduziu a quantidade de gordura epididimal tanto
em CTR+MIRA (50%) quanto em OB+MIRA (25%) quando comparados aos
respectivos grupos tratados apenas com veiculo (Figura 10A).

A ingestdo cal6rica média durante a 10* e 122 semanas foi aumentada nos
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (aproximadamente 57%) e o
tratamento com MIRA n&o resultou em nenhum efeito sobre esse comportamento

(Figura 10C). A figura 10 também apresenta a representacdo histologica do tecido



50
adiposo epididimal (painel B) e evolugdo do peso corporal na 10? 112 e 12% semanas

(painel D).

Tabela 1. Peso corporal, perfil lipidico e indice aterogénico de camundongos
obesos tratados com Mirabegron por 2 semanas.

CTR CTR+MIRA OB OB+MIRA
Peso semana 0 18,1+0,4 179+04 178+0,4 18,3+0,5
Peso semana 10 30,7+0,6 30,3+04 40,8+ 0,72 40,3+0,5°
Peso semana 11 30,2+0,7 30,1+0,5 42,3+0,72 38,9+ 0,7
Peso semana 12 30,9+05 29,8+0,5 42,4 + 0,52 38,1+ 0,50
Colesterol total 1065+ 6 112,76 182,2 + 112 151,1 + 10°
(mg/dl)
HDL-C (mg/dl) 816+5 8537 104,4+5 109,3+4
LDL-C (mg/dl) 173+2 18,9+3 46,8 + 92 21,4 +5°¢
Triglicerideos 65+ 6 637 98 + 82 8116
(mg/dl)
indice aterogénico 0,33+0,02 0,31+0,04 0,8 +0,1° 0,36 £0,08¢

Os dados representam a média + SEM de n=10-35 camundongos/grupo. 2p<0.05, comparado a CTR;
®p<0.05 comparado a CTR+MIRA,; °p<0.05 comparado a OB.
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Figura 10. Efeitos do tratamento com Mirabegron sobre a composicdo corporal e consumo
calérico: massa da gordura epididimal (A), histologia representativa de tecido adiposo epididimal (B)
ingestdo calérica media (C), evolucdo do peso corporal (D), de camundongos controles tratados com
veiculo (CTR), controles tratados com Mira (CTR+MIRA), obesos (OB) e obesos tratados com Mira
(OB+MIRA). Os dados representam a média £+ SEM de n=aprox. 25 camundongos/grupo. 2p<0.05,
comparado a CTR ; Pp<0.05 comparado a CTR+MIRA; °p<0.05 comparado a OB. Setas pretas
representam nucleos dos adipdcitos. Imagem representativa histolégica: n=3 camundongos/grupo.

6.1.3 Calorimetria

A figura 11 apresenta a andlise calorimétrica de 24 horas de todos os grupos. O
tratamento com Mira resultou em aumento do VO (13% e 19%), VCO2 (10% e 13%)
e do gasto energético (EE: 12% e 17%), respectivamente para os grupos CTR+MIRA
e OB+MIRA (Figura 11, painéis A, B e C) quando comparados aos respectivos
controles tratados com veiculo. A figura 11 também apresenta as diferencas entre o
quociente respiratdrio entre 0s grupos, onde 0s grupos obesos apresentam valores mais
proximos a 0,7, e os grupos controles valores mais proximos a 1 (Figura 11D). O
numero total de animais em cada grupo foi trés, e cada ponto reflete a medida feita a

cada 5 minutos.
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A figura 12 mostra a média das medidas de calorimetria de 24 horas para um

total de 3 animais por grupo.
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Figura 11. Efeitos do tratamento com Mirabegron no gasto energético: medidas de 24h a cada 5
minutos do consumo de oxigénio (A), liberagdo de CO,, gasto energético (C) e quociente respiratorio
(D) de camundongos controles tratados com veiculo (CTR), controles tratados com Mira (CTR+MIRA),
obesos (OB) e obesos tratados com Mira (OB+MIRA) mantidos em gaiola de analise respirométrica por
48 horas. Os dados representam a média = SEM de n=3 camundongos/grupo. ?p<0.05, comparado a CTR

: Pp<0.05 comparado a CTR+MIRA; p<0.05 comparado a OB.
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Figura 12. Efeitos do tratamento com Mirabegron no gasto energético: média das medidas de 24h
do consumo de oxigénio (A), liberacdo de CO,, gasto energético (C) e quociente respiratério (D) de
camundongos controles tratados com veiculo (CTR), controles tratados com Mira (CTR+MIRA), obesos
(OB) e obesos tratados com Mira (OB+MIRA) mantidos em gaiola de andlise respirométrica por 48
horas. Os dados representam a média £ SEM de n=3 camundongos/grupo. 2p<0.05, comparado a CTR ;
®p<0.05 comparado a CTR+MIRA,; °p<0.05 comparado a OB.

6.1.4 Morfologia do tecido adiposo marrom e inguinal, expressdo proteica,

temperatura retal, interescapular e caudal

A figura 13 apresenta a histologia do tecido adiposo marrom interescapular,
onde ¢ possivel identificar a caracteristica tipica multilocular das goticulas lipidicas
no grupo CTR (painel A), a qual é modificada nitidamente devido a dieta hiperlipidica
no grupo OB, com aumento das goticulas lipidicas, assemelhando-se as do tecido
adiposo branco (Figura 13C). De maneira interessante, o tratamento com Mira
resultou em uma reducdo no tamanho e na coalescéncia das goticulas lipidicas em
ambos os grupos, CTR+MIRA e OB+MIRA (Figura 13, painéis B e D) quando

comparado aos respectivos grupos controles tratados com veiculo (CTR e OB).
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Figura 13. Efeitos do tratamento com Mirabegron na disposi¢éo das goticulas lipidica do tecido
adiposo marrom: Histologia representativa do tecido adiposo marrom da regido interescapular de
camundongos controles tratados com veiculo (CTR) (A), controles tratados com Mira (CTR+MIRA)
(B), obesos (OB) (C) e obesos tratados com Mira (OB+MIRA) (D). Setas pretas representam ndcleos
dos adipdécitos, setas vermelhas representam goticulas de triglicérides. n=3 camundongos/grupo.

A figura 14 apresenta a histologia do tecido adiposo inguinal, onde é possivel
observar a presenca de goticulas lipidicas multiloculares caracteristicas de tecido
adiposo marrom nos grupos tratados com Mira (Figura 14, painéis B e D) quando

comparado aos respectivos grupos controles.
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Figura 14. Efeitos do tratamento com Mirabegron na disposicédo das goticulas lipidica do tecido
adiposo inguinal: Histologia representativa do tecido adiposo inguinal de camundongos controles
tratados com veiculo (CTR) (A), controles tratados com Mira (CTR+MIRA) (B), obesos (OB) (C) e
obesos tratados com Mira (OB+MIRA) (D). Setas pretas representam nucleos dos adipdcitos, setas
vermelhas representam goticulas multiloculares de triglicérides, setas verdes representam goticulas de
triglicérides tipicas. n=6 camundongos/grupo.

A figura 15 apresenta a expressao proteica de UCP1 dos tecidos adiposos
marrom (painel A) e inguinal (painel B). Em ambos os tecidos ha um aumento na
expressao da proteina desacopladora da respiracdo mitocondrial no grupo CTR+ MIRA
(94% no TAM e 61% no TAS-ing).
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Figura 15. Expressao proteica de UCP1 no Tecido adiposo marrom e Tecido adiposo inguinal de
camundongos controles tratados com veiculo (CTR) (A), controles tratados com Mira (CTR+MIRA)
(B), obesos (OB) (C) e obesos tratados com Mira (OB+MIRA) (D). Os dados representam a média £
SEM de n=4-8 camundongos/grupo. 2p<0.05, comparado a CTR ; °p<0.05 comparado a CTR+MIRA

A figura 16 apresenta a temperatura da regido interescapular e da base da cauda
dos camundongos na temperatura ambiente (25°C) e a 4°C, mantidos por 4 horas. Na
primeira situacao, 0s grupos obesos apresentam temperatura da regido interescapular
aumentada (aproximadamente 11%) quando comparado aos camundongos controles
(painel A), enquanto que a 4°C apenas o grupo OB+MIRA apresenta um aumento de
temperatura significativo quando comparado ao seu controle (13%) (painel B).
Considerando que os roedores tem dissipacdo de calor pela cauda, foi medida também
a temperatura pela sua base, e é possivel observar que a 25°C o tratamento com Mira
resultou em ligeiro aumento da temperatura dessa regido (4%) no grupo CTR+MIRA.
Contudo, o efeito do Mira mostra- se mais evidente quando observa-se a diferenca da
temperatura da base da cauda a 4°C, onde tanto o grupo CTR+MIRA quanto OB+MIRA
apresentam temperatura elevada quando comparados aos seus respectivos controles
tratados com veiculo (10% e 6% respectivamente) (Figura 16D). A figura 17 apresenta
as imagens termais representativas a 25°C (Figura 17 painéis A,B,C, e D) e a 4°C
(Figura 17, D,E,F e G).
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Figura 16. Efeitos do tratamento com Mirabegron na temperatura da regido interescapular e
caudal: Dados numéricos da temperatura da regido interescapular e da base da cauda a 25°C (A,C), e
apos 4 horas a 4°C (B,D) de camundongos controles tratados com veiculo (CTR), controles tratados com
Mira (CTR+MIRA), obesos (OB) e obesos tratados com Mira (OB+MIRA). Os dados representam a
média + SEM de n=aprox. 4 camundongos/grupo. p<0.05, comparado a CTR ; ?p<0.05 comparado a
CTR+MIRA; °p<0.05 comparado a OB.
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Figura 17. Imagem termal representativa das regides interescapular e caudal: a 25°C (A,B,C e D),
e apés 4 horas a 4°C (E,F,G e H) de camundongos controles tratados com veiculo (CTR), controles
tratados com Mira (CTR+MIRA), obesos (OB) e obesos tratados com Mira (OB+MIRA). n=aprox. 4
camundongos/grupo. Setas brancas representam a localizac¢éo do tecido adiposo marrom interescapular
e da base da cauda, onde as medidas foram realizadas.

A figura 18 mostra os valores da temperatura retal, sendo que pode-se observar
gue a 25°C ambos 0s grupos obesos apresentam pequeno aumento (aproximadamente
2%), quando comparado aos grupos controles, efeito independente do tratamento com
Mira (Figura 18A). Também foi realizada a medida da temperatura retal a 4°C, de hora
em hora, em um total de 4 horas (Figura 18B). Podemos observar que o grupo
CTR+MIRA apresenta valores significativamente aumentados da temperatura retal
quando comparado ao grupo CTR desde o final da primeira hora (Figura 18B). Quando
analisamos a temperatura retal ao final de 4 horas a 4°C, observamos que 0 grupo

CTR+MIRA apresenta um aumento de 7% quando comparado a CTR (Figura 18C).
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Figura 18. Efeitos do Mirabegron na temperatura retal: a 25°C (A), e ap6s 4 horas a 4°C (B e C) de
camundongos controles tratados com veiculo (CTR), controles tratados com Mira (CTR+MIRA), obesos
(OB) e obesos tratados com Mira (OB+MIRA). Os dados representam a média + SEM de n=4 a 7
camundongos/grupo. p<0.05, comparado a CTR ; ?p<0.05 comparado a CTR+MIRA.

6.1.5 Acidos graxos livres (AGL) e glicerol

A figura 19 mostra o efeito da dieta hiperlipidica nas concentracdes séricas de
AGL e glicerol. Tanto o AGL quanto o glicerol apresentaram-se significativamente
aumentados nos animais obesos, (88% para OB e 40% para OB+MIRA),
respectivamente quando comparados aos controles. O tratamento com Mira nos animais
obesos reduziu significativamente concentracdo de AGL (30%) e de glicerol (42%)
quando comparado aos animais do grupo OB (Figura 19, painéis A e B). Verificamos
uma correlacéo positiva entre as concentragdes séricas de AGL e glicerol e os valores

de peso corporal (Figura 19, paineis C e D).
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Figura 19. Efeitos do tratamento com Mirabegron em acidos graxos livres e glicerol séricos: acidos
graxos livres (A) e glicerol (B) de 12h de jejum e correlagdo dos niveis dos parametros séricos com o
peso corporal (C e D, respectivamente) de camundongos controles tratados com veiculo (CTR),
controles tratados com Mira (CTR+MIRA), obesos (OB) e obesos tratados com Mira (OB+MIRA). Os
dados representam a média + SEM de n=6 a 8 camundongos/grupo. 3p<0.05, comparado a CTR ; p<0.05
comparado a CTR+MIRA; p<0.05 comparado a OB.

6.1.6 Morfologia do tecido hepatico

As imagens de histologia do tecido hepatico sdo apresentadas na Figura 20. Nao
foram encontradas diferencas entre os grupos CTR e CTR+MIRA (Figura 20, painéis
A e B). Contudo, no grupo OB é possivel observar acimulo de goticulas lipidicas, o
que caracteriza um processo de esteatose hepatica (Figura 20C). O grupo OB+MIRA

apresentou reducdo desse acimulo lipidico (Figura 20D).



61

Figura 20. Efeitos do tratamento com Mirabegron na histologia hepatica: imagem representativa de
histologia hepética de camundongos controles tratados com veiculo (CTR) (A), controles tratados com
Mira (CTR+MIRA) (B), obesos (OB) (C) e obesos tratados com Mira (OB+MIRA) (D). Setas pretas
representam nicleos dos hepatocitos, setas vermelhas representam goticulas de triglicérides. n=3
camundongos/grupo.
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6.1.7 Concentracao de TBARS, Leptinae TNF-a

A dieta hiperlipidica resultou em aumento das concentracfes sistémicas de
TBARS (67%) e TNF-a (aproximadamente 700% para o soro, 90% para o homogenato
epididimal) (Figura 21, painéis C e D) no grupo OB quando comparado ao grupo CTR.
O tratamento com Mira reverteu essa alteracdo em 48% para o soro e 30% para 0
homogenato epididimal. A dieta hiperlipidica resultou em aumento das concentracfes
de leptina (aproximadamente 1000%) e o tratamento com Mira ndo reverteu essa
alteracdo (Figura 21B). A expressdo proteica de TNF-o também foi avaliada no TAM
e podemos observar que surpreendentemente sua expressdo € aumentada nos grupos
CTR+MIRA e OB+MIRA.
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Figura 21. Efeitos do tratamento com Mirabegron em TBARS (A), Leptina (B), TNF-a (C) séricos,
TNF-a da gordura epididimal (D) e do tecido adiposo marrom (E) de camundongos controles
tratados com veiculo (CTR), controles tratados com Mira (CTR+MIRA), obesos (OB) e obesos tratados
com Mira (OB+MIRA). Os dados representam a média + SEM de n=5 a 7 camundongos/grupo. 2p<0.05,
comparado a CTR ; ®p<0.05 comparado a CTR+MIRA; ©p<0.05 comparado a OB.
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SUMARIO DOS RESULTADOS DO METABOLISMO ENERGETICO
E PERFIL LIPIDICO

PARAMETRO

CTR+MIRA

OB+MIRA

Peso corporal

<«

Ingestdo caldrica

<>

Massa da gordura epididimal

!

VO,

VCO;

Gasto energético

Expressdo de UCP1 no TAM
e TAS-ing

—|—|—|—

Temperatura da regido
interescapular a 25°C

!

Temperatura da regido
interescapular a 4°C

Temperatura da base da
cauda a 25°C

Temperatura da base da
cauda a 4°C

—

Temperatura retal a 25°C

Temperatura retal a 4°C

TNF-a sérico

TNF-a da gordura
epididimal

UN N g

Expressédo de TNF-a no
TAM

—

—

Acidos graxos livres

Glicerol

Colesterol total

HDL-C

LDL-C

Triglicérides

Indice Aterogénico

Leptina

U Il R [N IR N [N R

Esteatose hepatica




65

6.1.8 DISCUSSAO DOS EFEITOS DO MIRABEGRON SOBRE O PERFIL
LIPIDICO E O METABOLISMO ENERGETICO

A partir dos resultados apresentados, observamos que o tratamento com Mira
por duas semanas reduziu o peso corporal de camundongos obesos. E interessante
observar que a reducéo do peso corporal total e da massa da gordura epididimal ocorreu
independentemente de alteragdes na ingestdo caldrica. Esses dados sugerem que essa
perda de massa gorda pode ser decorrente da ativacdo dos B3-AR nos adipdcitos, com
aumento da lipolise. De fato, estudos anteriores que utilizaram o tratamento com Mira
na concentracdo de 10mg/kg ( mesma concentracdo que a utilizada no estudo)
mostraram que a administracdo da droga por duas semanas causou reducdo da massa
da gordura epididmal, sem alterar o peso corporal de camundongos obesos
(CALMASINI et al., 2017). Por outro lado, o estudo de Yuno e colaboradores (2014)
ndo encontrou modificacdo no peso corporal e consumo alimentar em ratos Wistar.

O papel da ativagdo dos receptores B3-AR em tecido adiposo ainda é pouco
explorado e estudos que utilizaram diferentes agonistas mostram resultados
contraditérios. Alguns trabalhos demonstraram reducao significativa do peso corporal
de camundongos com a administracdo de BRL-37344 por duas semanas (WU et al.,
2014) e com 0 CL316,243 por quatro (FU et al., 2008; XIAO et al., 2015) e oito semanas
(WARNER et al., 2016). Todavia, outros estudos ndo observaram diferengas no peso
corporal com o tratamento com CL316,243 por duas (POHER et al, 2015) e quatro
semanas (GHORBANI et al., 2015) em ratos Wistar e Zucker obesos. Similar aos
nossos achados, esses estudos mostraram que o uso de agonistas 33-AR ndo modificava
a ingestdo alimentar, a exce¢do do estudo de Xiao e colaboradores (2015) que mostrou
mudancas nesse parametro. Os trabalhos relatam que a reducdo do peso corporal e
massa da gordura epididimal se deve principalmente devido efeito lipolitico dos
agonistas B3-AR e aumento do gasto energeético por ativacdo termogénica do tecido
adiposo marrom. Cabe ressaltar que os resultados conflitantes podem ser devido as
diferencas na espécie animal utilizada em cada estudo, bem como na dose da droga
utilizada.

Com relacdo ao perfil lipidico, sabe-se que a obesidade ¢ uma patologia
caracterizada por alteragcdes metabolicas provenientes da hipertrofia dos adipdcitos,
especialmente aqueles localizados entre as visceras e na regido abdominal. Essa

adiposidade esta diretamente relacionada a alteragfes no perfil das lipoproteinas
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plasmaticas, especialmente observadas pelo aumento dos niveis plasmaticos das
molécula de LDL colesterol (TCHERNOF et al., 1996; ROCHA, LIBBY, 2009). Como
esperado, a dieta usada no presente estudo acarretou aumento dos niveis séricos de
colesterol total, LDL colesterol, triglicérides e indice aterogénico em camundongos
obesos. Essa alteracdo no perfil lipidico pode ser explicada pelo processo inflamatério
ocasionado pela hipertrofia dos adipocitos, demonstrado pelo aumento dos niveis de
TNF-o tanto na gordura epididimal (67%) quanto circulante (700%). Sabe-se que o0
TNF-a apresenta um efeito lipolitico, o qual resulta em aumento dos niveis de AGL na
circulacdo (ZHENG et al., 2014), o que foi observado nos camundongos do grupo OB.
Quando ha excesso de AGL na circulacdo, os mesmos sdo direcionados para
armazenamento no figado, o qual disponibiliza esses lipidios novamente para a
circulacdo sanguinea sob a forma de VLDL para se converterem a LDL ap6s perda de
TAG (GINSBERG et al., 2005). O excesso de AGL circulante observado no grupo OB
pode ter contribuido de forma significativa para o processo de esteatose hepatica
observado na imagem de histologia desse grupo.

O tratamento com Mira por duas semanas em camundongos obesos reduziu as
concentragdes de colesterol total, LDL colesterol e do indice aterogénico, calculado a
partir das concentracdes de colesterol total e colesterol HDL. Reduc¢do dos niveis de
TNF-0, AGL e glicerol também foram observados nesse grupo. Esses achados pode
possivelmente explicar a atenuacdo da esteatose hepéatica dos camundongos obesos
como também a reducdo dos niveis de LDL colesterol e indice aterogénico. Por outro
lado, trabalhos anteriores ndo mostraram diferencas nos niveis de LDL-C (WU et al.,
2014) e colesterol total (XIAO et al., 2015) em camundongos obesos tratados por 2
semanas com o0s agonistas 3-AR: BRL37344 e CL 316,243, respectivamente. Cabe
salientar que estudos mostrando os efeitos dos agonistas Bs3-AR no perfil lipidico de
camundongos obesos Sa0 escassos.

Sabe-se que além do elevado nivel circulante de LDL-C ser um fator de risco
para o desenvolvimento da aterosclerose, a acdo oxidante das espécies reativas de
oxigénio nessas moléculas leva ao processo inflamatdrio que resulta na formacéo de
células de espuma e aterogénese (TRPKOVIC et al., 2015). O tratamento com Mira
resultou em reducdo do marcador de peroxidacéo lipidica TBARS, que estava elevado
nos animais obesos, contribuindo também para a redugdo do risco de aterosclerose

nesse modelo de obesidade.
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O horménio leptina € produzido principalmente nos adipdcitos pertencentes ao
TAS e suas principais funcdes estdo relacionadas ao controle da ingestdo alimentar,
ativacdo do SNS e aumento do gasto energético (ABELLA et al., 2017). A obesidade é
caracterizada por resisténcia a leptina e hiperleptinemia em humanos e em alguns
modelos experimentais (CUI et al., 2017). Algumas estratégias terapéuticas, como a
pratica de exercicios fisicos, resultam em aumento da sensibilidade a leptina,
melhorando suas agdes no controle da ingestdo alimentar (ZHAO, 2011). Estudos
demonstram reducdo da concentracdo de leptina circulante como efeito de adaptacdo
ao frio (KORHONEN, SAARELA, 2005; LUO et al., 2016) e pela ativacao dos B3-AR
pelo CL 316,243 em camundongos (LUO et al.,, 2016) e AJ-9677 em beagles
(OMACHI et al., 2007). Além disso, um estudo envolvendo a administracdo do CL
316,243 demonstrou potencializacdo da acdo anorexigénica da leptina, dependente da
ativacdo da UCP1, em camundongos selvagens quando comparados aos animais
knockout para UCP1 (OKAMATSU-OGURA et al., 2011). Surpreendentemente, o
tratamento com Mira por duas semanas ndo alterou as concentracfes de leptina em
camundongos controles e obesos, isso pode ajudar a explicar o fato de ndo haver
modificacdes na ingestdo alimentar. A razdo da discrepancia entre nossos resultados e
dos estudos anteriores ainda néo é clara.

Desde a redescoberta da importancia da presengca do TAM em humanos na
altima década (HANY et al., 2002; CYPESS et al., 2009), estudos clinicos e
experimentais, envolvendo a utilizacdo de agonistas B3-AR ou a exposicao ao frio, tém
demonstrado que a ativacdo desse subtipo de receptores no TAM resulta em aumento
do gasto energético, com consequente direcionamento de lipidios para esse tecido com
reduco dos niveis de AGL circulantes e estoques de TAG no figado (BERBEE et al.,
2015; ROBERTS-TOLLER etal., 2015; WARNER et al., 2016; CYPESS et al., 2015;
LYNES et al., 2017). Isso ocorre porque esses lipidios sdo direcionados para 0 TAM
metabolicamente ativo. Além disso, a ativacdo do TAM em resposta ao frio é capaz de
influenciar a atividade da enzima LPL, estimulando o catabolismo de lipoproteinas
circulantes ricas em triglicérides (provenientes da dieta ou do figado) em AGL, os quais
sdo utilizados como substratos energéticos ao TAM (BARTELT etal., 2011). Em nosso
estudo, a exposi¢do dos camundongos obesos tratados com Mira ao frio (4°C) durante
4 h elevou significativamente a temperatura interescapular e caudal, sem acarretar
mudangas na temperatura retal. Esses achados mostram claramente o efeito

termogénico do Mira apos exposi¢do prolongada ao frio. Embora ndo haja estudo
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anterior sobre o efeito do Mira na temperatura corporal de camundongos obesos, esse
resultado corrobora com o artigo de Warner e colaboradores (2016), onde ratos Wistar
obesos foram tratados com CL 316,243 por 8 semanas, e ndo foi observada alteracéo
da temperatura corporal medida a 25°C. Os autores porém, observaram uma maior
dissipacéo de calor pela cauda, de forma a proteger o animal de hipertermia. Ratos e
camundongos controlam sua temperatura corporal principalmente pela vasorregulagédo
na cauda (GORDON, 1987), onde a dilatacdo da artéria ventral aumenta o fluxo
sanguineo para as veias laterais com a finalidade de dissipar o calor quando o limite da
temperatura corporal é excedido (GORDON, 1990; GORDON, 2017). Desse modo,
além das regibes retal e interescapular, optou-se por também realizar a medida de
temperatura na base da cauda dos camundongos.

Além das alteraces na temperatura corporal em resposta ao frio, o tratamento
com Mira elevou o gasto energético, medidos atraves de VO2 e VCO, e modificou as
caracteristicas histoldgicas do TAM de ambos os grupos CTR+MIRA e OB+MIRA.
Além disso, o tratamento com Mira modificou a caracteristica das goticulas lipidicas
do tecido adiposo inguinal, sugerindo que houve “browning” desse tecido. A
modificacdo desse tecido pode ter contribuido para o aumento dos consumo de AGL e
gasto energético como efeito do tratamento com Mirabegron nos grupos CTR+MIRA
e OB+MIRA. Vale salientar, contudo, que a expressdo de UCP1 no TAM e TAS-ing
s6 foi aumentada no grupo CTR+MIRA. Sabe-se que a administracdo do agonista
CL316,243 resulta em aumento da expressdo proteica de UCP1 no TAM em
camundongos magros (YOSHITOMI, 1998), ratos obesos (WARNER et al, 2016) e no
TAS-ing de camundongos magros (MONTILLO et al., 2014; LEE et al., 2017). Porém,
ndo ha outros estudos mostrando se ha modificacdo da expressdo dessa proteina no
TAM e TAS-ing de camundongos obesos, considerando que os estudos encontrados
avaliaram apenas a expressdo génica (EMILSSOM et al., 1998; COMMINS et al.,
1999; WARGENT et al., 2013). Portanto, mais estudos séo necessarios para clarificar
aregulacdo da expressao de UCP1 em modelos animais tratados com agonistas 3-AR.
Estudos mostram que a ativagdo do receptor B3-AR resulta em aumento do gasto
energético e captacdo de AGL no TAM de ratos (WARNER et al, 2016), camundongos
e humanos (LYNES et al 2017). Nesse momento, s6 existe um estudo em seres
humanos mostrando que o Mira aumenta a atividade do TAM e também a taxa
metabdlica basal. No entanto, esse estudo clinico usou dose elevada do composto

(200mg) numa dnica administracao em pacientes magros saudaveis (CYPESS et al.,
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2015). Assim, ndo existem estudos mostrando o efeito do tratamento crénico com Mira
em modelos de obesidade e nem em estudos clinicos randomizados e controlados.
Portanto, nosso estudo é o primeiro a demonstrar os efeitos do agonista seletivo de
receptores B3-AR no metabolismo energético e seus efeitos benéficos no perfil lipidico
de camundongos obesos. Cabe ainda salientar que a interacdo entre tecido adiposo
marrom, “browning " do tecido adiposo branco e perfil lipidico € uma abordagem a ser
explorada. De fato, estudo prévio mostrou que a quantidade de TAM ¢é inversamente
proporcional aos niveis de LDL-C (MATSUSHITA et al., 2014). Sendo assim, drogas
que ativam o TAM representam potenciais terapéuticos promissores para o tratamento

da obesidade e suas comorbidades.
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6.2 PARTE 2: RESULTADOS E DISCUSSAO DOS EFEITOS DO
MIRABEGRON SOBRE O METABOLISMO GLICIDICO

6.2.1 Perfil glicémico

Foram encontrados valores aumentados de glicemia de jejum (12h) em ambos
0s grupos obesos (aproximadamente 58 e 49% para OB e OB+MIRA, respectivamente)
quando comparados aos seus respectivos grupos controles (Figura 22A). Curiosamente,
apos jejum de 2 horas (momento 0 do teste de sensibilidade a insulina), o grupo
OB+MIRA apresentou valores reduzidos em aproximadamente 18% na glicemia
quando comparado ao grupo OB. Além disso, nos tempos 10, 20 e 30 minutos, 0s
valores de glicemia do grupo OB+MIRA retornou a valores semelhantes ao dos grupos
controles (Figura 22B).

Os niveis séricos de insulina foram aumentados em 600% no grupo OB e em
200% em OB+MIRA quando comparados aos grupos controles (Figura 22C). O
tratamento com Mira em camundongos obesos resultou em reducdo da média dos
valores de insulina em aproximadamente 300% quando comparado ao grupo OB. O
indice HOMA foi aumentado em 1150% no grupo OB e o tratamento com Mira reduziu

esse indice em 65% nos animais obesos. (Figure 22D).
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Figura 22. Efeitos do tratamento com Mirabegron em parametros glicEmicos: glicose de 12 horas
de jejum (A), glicemia nos tempos 0, 10, 20 e 30 minutos ap6s administragdo de insulina nos
camundongos em jejum por 2 horas (B), insulina sérica de jejum de 12 horas (C), indice HOMA (D). Os
dados representam a média + SEM de n= 5 a 15 camundongos/grupo. 2p<0.05, comparado a CTR ;
®p<0.05 comparado a CTR+MIRA,; °p<0.05 comparado a OB.
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6.2.2 DISCUSSAO: EFEITOS DO MIRABEGRON NO METABOLISMO
GLICIDICO

A glicemia de jejum apresenta-se elevada como resultado da dieta hiperlipidica
em ambos 0s grupos obesos, independente do Mira. No entanto, mudancas
significativas na glicemia de jejum de 2 horas e na sensibilidade a insulina
(considerando que houve reducdo em seus niveis séricos ap6s 12h de jejum, indice
HOMA, e curva glicémica apds administracdo de insulina exdgena).

Sabe-se que o0 excesso de AGL e TNF-a circulantes causados pela obesidade
resultam em reducdo da sensibilidade a insulina por ativacdo de serinoquinases em
tecidos insulino-dependentes (PAULI et al., 2011), inibicdo da expressdo de
adiponectina (KADOWAKI et al., 2006), estresse oxidativo e pelo processo de
esteatose hepatica (CUSI, 2012), resultando em reducdo da captacdo de glicose e
diabetes mellitus tipo 2. Em nosso estudo, o tratamento com Mira pode ter levado a
melhora da sensibilidade a insulina por aumento da utilizacdo de glicose e AGL pelo
TAM, assim como demonstrado em estudos que utilizaram outros agonistas [3-AR
(XIAO et al., 2015; WARNER et al., 2016). De fato, estudos prévios demonstraram
gue o browning do TAS-ing resulta em aumento de captacdo de glicose desse tecido
(MOSSENBOCK et al., 2014) e que o aumento da captacdo de glicose em
camundongos obesos e diabéticos tratados com o agonista Bs-AR , BRL-37344, ocorre
no TAM, ndo havendo modificacdes dessa captacao pelo musculo esquelético (WU et
al., 2014). Cabe salientar que a populacao de receptores -AR no muasculo esquelético
¢ do subtipo B2, cerca de 90%, e uma pequena propor¢ao do subtipo B1 esté presente no
tecido (LYNCH, RYALL, 2008).

Somente dois trabalhos existem avaliando os efeitos do tratamento com Mira no
metabolismo glicidico e foram realizados no Joslim Diabetes Center (Boston, EUA),
sendo ambos os estudos com administracdo aguda de Mira. O primeiro estudo, de
natureza experimental, ndo mostrou alteracdo na curva glicémica de camundongos
obesos (ROBERTS-TOLER et al., 2015). Ja no estudo clinico, avaliando 12 jovens
magros do sexo masculino (22 anos de idade), a administracdo Unica de alta dose de
Mira (200mg) resultou em aumento da captacdo de glicose pelo TAM (CYPESS ET
AL., 2015).

Portanto, nossos resultados mostram que o tratamento com Mira por 2 semanas
melhora o metabolismo da glicose e a sensibilidade a insulina, possivelmente por
atiavagdo da via f3-AR/AMPCc/PKA no TAM e TAS-ing.
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6.3 PARTE 3: RESULTADOS E DISCUSSAO DOS EFEITOS DO
MIRABEGRON SOBRE O SISTEMA CARDIOVASCULAR E TOLERANCIA
AO ESFORCO

6.3.1 Pressao arterial caudal e frequéncia cardiaca
Nem a dieta hiperlipidica nem o tratamento com Mira causaram qualquer

alteracdo na pressdo arterial caudal e na frequéncia cardiaca (Figura 23, paineis A e B).
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Figura 23. Efeitos do tratamento com Mirabegron na pressdo arterial caudal (A) e frequéncia
cardiaca (B) nas semanas 10 e 12 de camundongos controles tratados com veiculo (CTR), controles
tratados com Mira (CTR+MIRA), obesos (OB) e obesos tratados com Mira (OB+MIRA). Os dados
representam a média + SEM de n=10 camundongos/grupo.

6.3.2 Tolerancia ao esforco

Como esperado, a dieta hiperlipidica reduziu em aproximadamente 42% o
tempo para a exaustdo em teste de esforco de camundongos em ambos 0s grupos obesos
(OB e OB+MIRA), mostrando que o tratamento com Mira por 2 semanas ndo modifica

esse menor desempenho dos animais obesos (Figura 24).
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Figura 24. Efeitos do tratamento com Mirabegron na tolerancia ao esfor¢o. Tempo de exaustao ap6s
teste de esforco de velocidade incremental até a exaustdo de camundongos controles tratados com veiculo
(CTR), controles tratados com Mira (CTR+MIRA), obesos (OB) e obesos tratados com Mira
(OB+MIRA). Os dados representam a média + SEM de n=6 camundongos/grupo. 2p<0.05, comparado
aCTR.

6.3.3 Curvas concentracgdo-resposta em anéis de aorta
Resposta contratil

A serotonina (5-HT, 1nM — 30uM) produziu respostas contrateis dependentes
da concentragdo em anéis de aorta PVAT— ¢ PVAT+ (Figura 23, painéis A e B).
Podemos observar um aumento na Emax para 5-HT em aorta de animais do grupo
OB+MIRA com PVAT+, aproximadamente 60%, quando comparado aos outros grupos
(Figura 25A). Por outro lado, a retirada do PVAT- nos anéis da aorta aboliu esse efeito,
mostrando que o tecido adiposo desses animais apresentam caracteristicas particulares

(Figura 25B). Os valores da Emax e pECsp estdo sumarizados na Tabela 2.

Resposta relaxante dependente do endotélio

A acetilcolina (ACh, 100pM — 30uM) produziu relaxamento concentragéo-
dependente em anéis de aorta PVAT- e PVAT+ (Figura 25, painéis C e D). A Emax foi
significativamente reduzida nos anéis de aorta PVAT+ dos animais obesos,
aproximadamente 32%, quando comparada aos valores de Emax de aneis dos grupos
CTR PVAT+ e CTR+MIRA PVAT+ (Figura 25C), e o tratamento com mira ndo
modificou essa menor resposta relaxante.

A retirada do PVAT aboliu esse efeito, confirmando que o tecido adiposo dos
animais obesos esta produzindo substancias que estdo interferindo na resposta relaxante

do masculo liso vascular (Figura 25D). A Tabela 2 sumariza os resultados.
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Figura 25. Efeitos do tratamento com Mirabegron na reatividade vascular: Resposta contratil a Serotonina
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Tabela 2. Resposta maxima (Emax) and poténcia (pECso) em resposta a Serotonina (5-
HT) e Acetilcolina (ACh) de camundongos obesos tratados com mirabegron por 2

Seémanas.
CTR CTR CTR+MIRA CTR+MIRA OB OB OB+MIRA OB+MIRA
PVAT+ PVAT- PVAT+ PVAT- PVAT+ PVAT- PVAT+ PVAT-
5-HT
Emax 68.6+9 849+11 76.7+11 90.4+4 65.6+9 655+9 108.9+ 10" 87.3+9
ACh
Emax 79.6+2 68 +4 80.3+3 71.2+3 54.3 £ 4™ 66.8 +4 54 + 9™ 749+2
ECso 72+0.08 7.6+0.2 7.1+0.08 7.1+0.1 6.7+0.1 7.1+0.1 6.3+0.2™ 7.3+0.2

Os dados representam a média + SEM de n=10 camundongos/grupo. %p<0.05, comparado a CTR ; °p<0.05 comparado a

CTR+MIRA; °p<0.05 comparado a OB; * P<0,05 comparado a PVAT-.

6.3.4 Morfologia do tecido adiposo perivascular

A figura 26 mostra a histologia do PVAT. Os painéis A e B mostram uma

similaridade histologica, relacionada a arquitetura e estrutura, entre o PVAT e o tecido

adiposo marrom interescapular (mostrado na Figura 13), o qual possui goticulas
lipidicas multiloculares nos grupos controles. Os grupos obesos apresentaram aumento
do tamanho dos depésitos lipidicos, assim como ocorreu no TAM. A analise qualitativa

mostrou diferencas visuais no tamanho das goticulas lipidicas dos grupos CTR+MIRA

e OB+MIRA quando comparados aos respectivos grupos controles tratados com

veiculo.
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Figura 26. Efeitos do tratamento com Mirabegron na histologia do tecido adiposo perivascular:
imagem representativa de PVAT de camundongos controles tratados com veiculo (CTR) (A), controles
tratados com Mira (CTR+MIRA) (B), obesos (OB) (C) e obesos tratados com Mira (OB+MIRA) (D).
Setas pretas representam nucleos dos adipdcitos, setas vermelhas representam goticulas de triglicérides.
n=3 camundongos/grupo.

6.3.5 Expressao proteica de UCP1 e TNF-a no PVAT

A figura 27 mostra que a expressdo de UCP1 encontra-se aumentada no grupo
OB+MIRA (41%) quando comparado ao grupo OB (painel A). N&o houve diferencas
na expressao proteica de TNF-a no PVAT dos grupos controles ¢ 0besos tratados com
Mira.
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Figura 27. Expresséo proteica de UCP1 e TNF-a no PVAT de camundongos controles tratados com
veiculo (CTR) (A), controles tratados com Mira (CTR+MIRA) (B), obesos (OB) (C) e obesos tratados
com Mira (OB+MIRA) (D). Os dados representam a média £+ SEM de n=4-7 camundongos/grupo.
p<0.05, comparado a OB.
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SUMARIO DOS EFEITOS DO MIRABEGRON NO SISTEMA
CARDIOVASCULAR E TOLERANCIA AO ESFORCO

PARAMETRO CTR+MIRA OB+MIRA
Pressdo arterial caudal > >
Frequéncia cardiaca > >
Contracdo a 5-HT PN 1
(PVATH)

Contragdo a 5-HT (PVAT) | & >
Relaxamento a ACh > >
(PVATH+)

Relaxamento a ACh — PN
(PVAT-)

Expressdo de UCP1 no > 1
PVAT

Expressdo de TNF-o no > >
PVAT

Toleréncia ao esfor¢o > >
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6.3.6 DISCUSSAO: EFEITOS DO MIRABEGRON SOBRE O SISTEMA
CARDIOVASCULAR E TOLERANCIA AO ESFORCO

O Mira é uma droga aprovada pelo FDA e ja encontra-se no mercado para o
tratamento de bexiga hiperativa, sem comprovacdo de eventos adversos no sistema
cardiovascular. Em nosso estudo, utilizamos doses mais elevadas da droga em
comparacdo com a que encontra-se disponivel para uso humano para tratamentos de
disordens do sistema urinario. Ainda assim, ndo encontramos alteracfes na pressdo
arterial caudal e na frequéncia cardiaca em resposta ao tratamento com Mira por duas
semanas. No entanto, o estudo de Cypess (2015), mostrou aumento da frequéncia
cardiaca e pressdo arterial sistlica usando uma Unica dose de 200mg em voluntarios
jovens magros (n=12). Apesar de ja ter sido demonstrado a existéncia de B3-AR em
vasos e que sua ativacdo causa vasodilatacao e cronotropismo positivo reflexo
(TROCHU et al., 1999), a possibilidade desse composto produzir respostas na pressao
arterial e frequencia cardiaca pode ser reduzida devido a perda de sua seletividade em
altas doses. Assim, diferentes doses e com efeito mais prolongado devem ser testadas
para confirmar a ausencia de efeitos no sistema cardiovascular e manutencédo nos efeitos
metabdlicos desejados.

Avaliamos também os efeitos do Mira na resposta a um teste de exaustdao em
esteira. A administracdo de Mira por 2 semanas ndo causou modifica¢fes na tolerancia
ao esforco de teste agudo de velocidade incremental até a exaustdo de camundongos
controles e obesos. Esses achados mostram que 0 aumento de peso piora a performance
do animal sem qualquer interferéncia do agonista 3-AR sobre esse parametro.

Sabe-se que o PVAT possui importante funcdo fisiologica na reatividade
vascular, devido a sua acdo anticontratil, e sua retirada intensifca a resposta contratil a
diferentes agonistas (GAO et al., 2007). Trabalhos prévios tem mostrado que o PVAT
produz diversas substancias, entre elas o NO, ROS, citocinas e adiponectina
(AGHAMOHAMMADZADEH, HEAGERTY 2012; SZASZ, WEBB, 2012). Por
outro lado, evidéncias mostram que na obesidade ha perda da funcdo anticontratil do
PVAT devido a liberacdo aumentada de fatores pré-inflamatorios e oxidativos (GIL-
ORTEGA et al., 2010; FERNANDEZ-AFONSO et al., 2013; VAN DE VOORDE et
al, 2014). No entanto, em nosso estudo o0s an€is de aorta de animais obesos ndo
apresentaram alteragdes da resposta contratil a 5-HT. Por outro lado, a associacéo

obesidade com o tratamento com Mira por duas semanas potencializou a resposta
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contratil (Emax) para a 5-HT em aneis de aorta com PVAT (grupo OB+MIRA
PVAT+), mostrando que essa associacao provoca a liberacéo de fatores que exacerbam
a resposta contratil, considerando que a retirada do PVAT aboliu completamente esse
aumento da resposta contratil. Apesar de encontrarmos expressao aumentada do fator
pré-inflamatorio TNF-oo no TAM como um efeito do tratamento com Mira, esse
resultado ndo foi encontrado no PVAT. Contudo, a expressao de UCP1 esta aumentada
no grupo OB+MIRA comparado ao seu respectivo controle. Desse modo, mais estudos
s80 necessarios para investigar se ha alguma associagdo entre a ativacdo do PVAT por
agonistas B3-AR e aumento da resposta contratil a 5-HT. Mais recentemente, foi
demonstrado que o PVAT produz catecolaminas (dopamina, adrenalina e
noradrenalina) em aorta toracia e artéria mesentérica de ratos (AYALA-LOPEZ et al.,
2014, AYALA-LOPEZ, WATTS, 2017). Em aorta, a producéo de noradrenalina pelo
PVAT é mais proeminente e independente de inervacdo simpatica (AYALA-LOPEZ
et al., 2014). Baseado nesses trabalhos, pode-se inferir que a maior resposta contratil de
anéis de aorta de camundongos obesos e tratados com Mira por duas semanas a 5-HT
possa estar relacionada a maior liberagdo de catecolaminas do PVAT pela ativagdo f3-

adrenérgica, potencializando assim os efeitos da 5-HT.

Em relacdo ao relaxamento a ACh, observamos que a obesidade, independente
do tratamento com Mira, provocou reducéo significativa na resposta relaxante de anéis
de aorta na presenca do PVAT. Esses dados, mostram que ha fatores liberados pelo
PVAT de animais obesos que podem estar reduzindo a acdo dos agentes vasodilatadores
derivados do endotélio na musculatura lisa vascular, reduzindo a biodisponibilidade do
NO e atenuando a resposta relaxante. De fato, estudos anteriores mostram que a
obesidade induzida por dieta hiperlipidica resulta na liberacdo de adipocinas pro-
inflamatdrias, espécies reativas de oxigénio, dentre outros fatores que podem atenuar a
resposta relaxante derivada do endotélio (CHATTERJEE et al., 2009; GREENSTEIN
etal., 2009; VAN DAM et al., 2017). Esses dados sdo confirmados quando retiramos o
PVAT desses aneéis, e essa atenuagéo da resposta relaxante a ACh ¢ abolida.

Estudo recente mostrou que em artéria mesentérica, a inibicdo dos Ps-AR
resultou em perda da funcdo anticontratil do PVAT em camundongos saudaveis
(SAXTON et al., 2016) e isso ocorre pela reducéo da liberagcdo de NO. No entanto, esse
efeito foi perdido em camundongos obesos e a utilizagcdo do agonista CL 316,243 nédo

restaurou a fungdo anticontratil, a qual s ocorreu pela ativagdo da NOS. Um estudo
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mostrou que a exposicdo crénica ao frio de camundongos knockout para apoE
(tornando-os hipercolesterolémicos) resultou em ativacdo do PVAT na regido da aorta
de camundongos, o que resultou em melhora da fungdo relaxante & ACh devido a
liberagé@o do agente vasodilatador prostaciclina (CHANG et al., 2012).
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CONCLUSOES

Em camundongos obesos, o tratamento com Mirabegron por duas semanas
resultou em modificacdo histolégica dos tecidos adiposos marrom, inguinal e
pervivascular, além de aumento do gasto energético, com consequente melhora do
perfil lipidico e glicémico, além de reduzir sistemicamente o marcador de estresse
oxidativo TBARS e o fator pro-inflamatério TNF-o ,evidenciando um efeito
metabolico benéfico.

Por outro lado, a associacdo obesidade e tratamento com Mira potencializou a
resposta contratil a 5-HT em anéis de aorta na presenca de tecido adiposo perivascular,

sem mudancas nos valores de pressdo arterial e frequéncia cardiaca.

LIMITACAO
Considerando os mecanismos de controle da pressdo arterial, outros leitos
vasculares devem ser estudados para melhor avaliacdo dos efeitos do Mira sobre os

fatores liberados pelo PVAT em animais obesos.
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